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RESUMO

O fator de troca de nucleotideos guanina RasGEF1b ¢ codificado por um gene de
expressdo induzida em células do sistema imune inato em resposta a ativacdo de
receptores do tipo Toll (TLRs). O acimulo de seu mRNA ocorre em macrofagos humanos
e murinos estimulados com diferentes agonistas de TLRs, assim como em camundongos
infectados com protozodrios parasitas, sugerindo que a proteina codificada desempenha
uma funcdo na resposta imune. No entanto, seu papel nesse contexto ainda ndo ¢
totalmente compreendido. Além disso, os mecanismos transcricionais que regulam sua
expressao sao também desconhecidos, dada a auséncia de estudos sobre o promotor e 0s
potenciais elementos regulatérios envolvidos nesse processo. Uma vez que as diversas
funcdes biologicas mediadas pelo médulo RasGEF—RasGTPase s3o, em parte,
dependentes dos seus padroes de expressao em tipos celulares ou tecidos especificos, a
compreensdo dos mecanismos transcricionais que determinam sua expressdo dirigida
pode fornecer informagdes importantes a respeito de seu papel na célula. Portanto, o
objetivo do presente trabalho foi identificar e caracterizar a regido promotora que regula
a expressao do gene Rasgeflb em resposta a ativacdo de TLRs. Para isso, clonamos uma
sequéncia de 2.8 kb (-2747/+119) a montante da regido codificadora de RasgefIb no
plasmideo reporter da luciferase pGL3-basic. Mutantes por dele¢des progressivas foram
gerados e a atividade de cada construgdo foi avaliada através de estudos de transfec¢ao
transiente e ensaio de gene reporter. Nossos resultados mostram que uma curta sequéncia
proximal contendo 302 pb (-183/+119) ¢ suficiente e necessaria para promover
eficientemente a expressao da luciferase em células HEK293 e macrofagos Raw264.7,
exibindo uma atividade basal robusta, mas também induzida por TLRs. Dessa forma,
fornecemos evidéncias diretas que essa regido ¢ responsavel pela atividade do promotor
de Rasgeflb. Interessantemente, identificamos que a sequéncia ¢ evolutivamente
conservada, esta contida em uma regido de cromatina acessivel, contém ilha CpG, parece
recrutar constitutivamente a RNA Polimerase I, e abriga essencialemente elementos de
ligacdo a Spl e ao principal fator de transcri¢cdo ativado por TLRs, o NF-kB. Mostramos
que a superexpressao das subunidades de NF-kB RelA ou cRel, mas ndo os complexos
de RelB, induzem a um aumento significativo na atividade do promotor, € que mutagdes
nos sitios kB localizados a montante ou a jusante do TSS resultam em significativa
redu¢do de sua atividade induzida por LPS em macréfagos murinos. Além disso,

demonstramos através de ensaios de mobilidade eletroforética (EMSA) que parte dos



elementos kB s3o capazes de recrutar dimeros NF-«B, e através de ChIP-seq, observamos
que RelA ¢ recrutado nao somente a regido do promotor, mas também a regioes distais.
Finalmente, encontramos que a expressao de Rasgef1b induzida por TLRs ¢ reduzida em
macrofagos desprovidos de RelA ou tratados com o inibidor farmacoldgico Bay11-7082
indicando que sua expressdo ¢ parcialmente dependente de NF-kB. Em conjunto,
reportamos pela primeira vez a identificacdo e caracterizacdo funcional do promotor
Rasgef1b, e demonstramos a contribuicdo do NF-kB em sua expressdo induzida por

TLRs.

Palavras-chave: RasGEF1b. NF-kB. Promotor. Expressao génica.



ABSTRACT

The guanine-nucleotide exchange factor RasGEF1b is encoded by a gene whose
expression is induced in innate immune cells in response to the activation of Toll-like
receptors (TLRs). Its mRNA accumulates in human and mouse macrophages upon
stimulation with various TLRs agonists as well as in mice infected with protozoan
parasites, suggesting that Rasgef1b plays a role in innate immunity. However, its role in
this context is not yet fully understood. In addition, the transcriptional mechanisms that
regulate its expression are still unknown due to the lack of studies about the promoter and
the potential regulatory elements involved in this process. As the diverse biological
functions mediated by the RasGEF/RasGTPases modules are in part dependent on their
expression profile in specific cell types or tissues, understanding the transcriptional
mechanisms that drive their directed expression can provide important information about
their role in the cell. Therefore, our objective here was to characterize the promoter region
that regulates the TLR-inducible Rasgeflb expression. For this, we cloned a 2.8 kb
sequence (-2747/+119) upstream from Rasgef1b coding region in the luciferase reporter
plasmid pGL3-basic. Progressive 5’ and 3’ deletions were performed and the activity of
each construct was assessed by transient transfection and reporter gene assay. Our results
show that a short proximal sequence containing 302 bp (-183/+119) is sufficient and
necessary to efficiently promote luciferase expression in HEK293 cells and Raw264.7
macrophages, exhibiting robust basal and TLR-induced activity. Therefore, we provide
direct evidence that this region harbors Rasgef1b active promoter. Interestingly, we have
identified that the sequence is evolutionarily conserved, contained in an accessible
chromatin region with a CpG island, appears to constitutively recruit the RNA
Polymerase II, and harbors essentially Sp1l and TLR-inducible NF-xB binding sites. We
showed that the overexpression of NF-kB RelA or cRel subunits, but not of RelB
complexes, induced a significant increase in promoter activity, and that mutation of the
kB sites located upstream or downstream from Rasgefib TSS resulted in a significant
reduction in the LPS-inducible promoter activation in mouse macrophages. In addition,
we showed through electrophoretic mobility shift assays (EMSA) that some of the kB
elements can recruit NF-kB dimers, and through ChIP-seq, we showed that RelA is
recruited not only to Rasgef1b promoter, but also to additional distal regions. Finally, we
found that the TLR-inducible Rasgef1b expression is reduced in RelA deficient or Bayl1-
7082-treated macrophages, indicating that its expression is partially dependent on NF-



kB. Altogether, we report for the first time the identification and functional
characterization of Rasgef1b promoter, demonstrating the contribution of NF-kB in its

TLR-inducible expression.

Keywords: RasGEF1b. NF-kB. Promoter. Gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 O sistema imune inato e os receptores de reconhecimento de padrao (PRRs)

O papel do sistema imune inato ¢ reconhecidamente fundamental para a
manuten¢do da homeostase e sobrevivéncia do organismo, uma que vez que atua como a
primeira linha de defesa contra a infec¢ao, sendo essencial para a prote¢ao contra uma
ampla gama de patogenos e potenciais ameagas (Kawai and Akira, 2006). E um sistema
ancestral de reconhecimento microbiano, evolutivamente conservado na maioria dos
organismos multicelulares, presente tanto em animais invertebrados e vertebrados, assim
como em plantas (Albiger et al., 2007; Dempsey et al., 2003).

Classicamente, a imunidade inata era considerada uma resposta inespecifica
mediada por células fagociticas, incluindo macrofagos e neutréfilos, que englobam e
lisam patdgenos microbianos (Akira et al., 2006). No entanto, diversos estudos mostraram
que o sistema imune inato apresenta certa especificidade decorrente de um repertério
limitado de receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs, do inglés Pattern recognition
receptors), que possibilita a ativagdo celular em resposta a uma ampla gama de patogenos.
Esses receptores reconhecem componentes moleculares microbianos conservados,
comuns a varios grupos de microorganismos, conhecidos como padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular pattern),
assim como estruturas moleculares endogenas derivadas de células danificadas,
conhecidas como padrdes moleculares associadas a dano celular (DAMPs — do inglés,
damage associated molecular patterns) (Janeway and Medzhitov, 2002). Os PRRs sdo
comumente expressos em células do sistema imune inato, tais como células dendriticas,
macrofagos, neutrédfilos, e o reconhecimento de seus ligantes leva ao rapido disparo de
vias de sinalizacdo intracelular que culmina na indu¢do da resposta imune através da
producdo de citocinas, quimiocinas, moléculas co-estimulatérias, peptideos
antimicrobianos, proteinas de sinalizagdo intracelular, entre outros mediadores. Esse
processo desencadeia ndo so a ativacao de respostas imediatas do hospedeiro, como a
inflamagdo, mas também auxilia na montagem e orquestragdo da reposta imune
adaptativa (Kawasaki and Kawai, 2014). Entre as classes caracterizadas de PRRs estdo
os receptores do tipo Toll (TLRs - do inglés Toll like receptors), receptores do tipo RIG-
I (RLRs - do inglés RIG-I-like receptors), receptores do tipo NOD (NLRs - do inglés
NOD-like receptors), receptores do tipo AIM2 (ALRs — do inglés AIM?2-like receptors),
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receptores do tipo lectina C (CLRs — do inglés C-type lectin receptors) e sensores
citosolicos de DNA (Kawasaki and Kawai, 2014). A combinagdo especifica dos
receptores envolvidos no processo pode transmitir informagdes basicas sobre o tipo de
patogeno invasor, permitindo a montagem de uma resposta celular adequada (Kanzler et

al., 2007).

1.2 Receptores do tipo Toll (TLRs)

Os receptores do tipo Toll (TLRs) sdo PRRs evolutivamente conservados,
presentes desde animais invertebrados até mamiferos (Medzhitov, 2007). A proteina
transmembrana Toll foi inicialmente identificada em estudos com drosofilas que
demonstraram sua fung¢do essencial na regulagdo da polaridade dorsoventral do embrido
(Anderson et al., 1985). Posteriormente, Lemaitre e colaboradores forneceram a primeira
evidéncia de que Toll estaria envolvida no processo da resposta imune, demonstrando que
drosofilas mutantes com perda da funcdo no receptor Toll apresentavam expressao
defeituosa de um peptideo antifiingico e eram altamente susceptiveis a infec¢do por fungo
(Lemaitre et al., 1996). Esses resultados forneceram as primeiras evidéncias de que essa
proteina deveria ser responsavel pela detecg¢ao e mediagdo de respostas a infecg¢ao causada
por fungo em drosofila. Em seguida, Medzhitov e colaboradores identificaram um
homologo humano para a proteina Toll de drosofila - o que cunhou o termo “receptor do
tipo Toll” (TLRs). Eles mostraram que um mutante constitutivo ativo do homologo
humano de Toll era capaz de induzir a ativagdo de NF-kB em células humanas (do inglés
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) e consequentemente a
expressao de genes regulados por esse fator de transcri¢do, como citocinas inflamatorias
e moléculas co-estimulatorias (Medzhitov et al.,, 1997). A partir dai o campo da
imunobiologia dos TLRs se expandiu rapidamente, e atualmente essa ¢ uma das classes
mais estudadas entre os PRRs.

E notério atualmente que os TLRs sdo cruciais para a ativacio do sistema imune
no combate a microorganismos patogénicos. Esses receptores estdo presentes em células
residentes e imunes das superficies corporais de interface hospedeiro-patdogeno, como na
pele e em mucosas dos tratos respiratdrio, gastrointestinal e urogenital (Anwar et al.,
2013; Mifsud et al., 2014). Atualmente, sao descritos 10 membros da familia dos TLRs
em humanos (TLRI1-TLR10) e 12 em camundongos (TLRI-TLR9, TLRI11-TLR13)
(Kawai and Akira, 2010). Os TLRs sao glicoproteinas transmembrana do tipo I

caracterizados por um dominio extracelular (ou luminal quando presentes em
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endossomos) em “forma de ferradura” contendo repetigdes ricas em leucina (LRR, do
inglés Leucine rich repeats), responsavel pelo reconhecimento de diversos PAMPs
provenientes de bactérias, protozoarios, fungos e virus, assim como de alguns DAMPs,
uma unica hélice transmembrana, e um dominio intracelular ou citoplasmatico homdlogo
ao receptor de interleucina-1 (IL-1R, do inglés Interleukin- 1 receptor) nomeado dominio
receptor Toll/IL-1 (TIR — do inglés Intracelular Toll- Interleukinl (IL-1) receptor),
responsavel pela ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular (Albiger et al., 2007) (Fig.
1). Apesar de compartilharem estrutura semelhante, o conjunto dos TLRs pode
reconhecer uma grande variedade de patogenos devido a variada composi¢ao de
aminoacidos entre seus dominios extracelulares. (Akira et al., 2006; Albiger et al., 2007;

Kawai and Akira, 2010; Takagi, 2011).

IL-1R TLR

Dominio A e
semelhante o [N
algG e <. Dominio
. LRR
Citoplasma
Dominio
TIR

Baseado em Akira & Takaeda (2004) e Albiger et al (2007)

Figura 1: Representacao esquematica dos receptores IL-1R e TLRs. Os receptores de
interleucina 1 (IL-1R) e os receptores do tipo Toll (TLRs) apresentam um dominio intracelular ou
citoplasmdtico semelhante denominado TIR. No entanto, o dominio extracelular desses dois
receptores é diferente. Os receptores de IL-1R possuem trés dominios semelhantes a
imunoglobulina e os TLRs possuem repeticdes ricas em leucina (LRR) em uma estrutura
caracteristica que se assemelha a forma de uma ferradura.

Os TLRs sdo expressos tanto na superficie celular quanto associados a vesiculas
intracelulares (Kawai and Akira, 2010). Segundo Kawasaki (2014), TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS, TLR6 e TLR10 estdo localizados na superficie celular e reconhecem uma ampla
gama de componentes de membrana derivados de agentes microbianos como lipideos,

lipoproteinas e proteinas, enquanto que TLR3, TLR7, TLRS, TLR9, TLR11, TLR12 e
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TLR13 estdo localizados em endossomos e reconhecem principalmente moléculas de
acidos nucléicos (Kawasaki and Kawai, 2014; Raetz et al., 2015). Ademais, alguns TLRs
como TLR2 e TLR4, podem ser removidos da superficie celular apos o reconhecimento
de moléculas ligantes e recrutados para o fagossomo (Anwar et al., 2013). A
compartimentalizagdo desses receptores permite a célula a capacidade de reconhecer
tanto patdogenos extracelulares e intracelulares, atribuir informacdes espaciais a essa
detecgdo, e confere um nivel extra de regulagdo especifica da resposta imune (Brubaker
et al., 2015). Ademais, diferentes subgrupos celulares podem exibir uma expressao
diferencial de determinados TLRs, o que faz com que as células sejam capazes de
desenvolver padrdes especificos de resposta imune a diferentes patégenos. Por exemplo,
em humanos, células dendriticas plasmocitdides expressam preferencialmente TLR7 e
TLR9 e sao altamente responsivas a infec¢des virais, ao passo que células dendriticas
derivadas de mondcitos expressam os demais TLRs, incluindo o TLR4, permitindo que
essas células sejam ativadas por diferentes tipos de agonistas, incluindo LPS (do inglés,
Lipopolysaccharide) (Akira et al., 2001; Schreibelt et al., 2010). A Tabela 1 sumariza

alguns dos mais importantes ligantes de cada TLR e sua localizagado celular.

Tabela 1: Localizagdo celular de TLRs e seus principais ligantes

Receptor do tipo Toll Localizacio celular Ligantes
- Lipoproteinas
- Acido Lipotedico (LTA)
- Peptidioglicano derivado de

bactérias Gram-positivas
TLR1/2, TLR2/6 Superficie Celular - Lipoarabidomanana

- Glicosilfosfatidilinositol

mucina

- Zymozan

- Mannan

- dsRNA viral

- siRNA

- Self RNA derivado de
células danificadas

TLR3 Endossomo

- Lipopolissacarideo (LPS)

- Proteinas estruturais de
TLR4 Superficie Celular virus

- Manose
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TLRS Superficie Celular - Flagelina

- ssRNA viral

TLR7 Endolisossomo - RNA de streptococcus B

TLRS Endolisossomo - ssRNA viral e bacteriano

- CpG DNA viral e bacteriano

TLRY9 Endolisossomo .
- Hemozoina
TLR10/12 Superficie Celular - Listeria
- Componentes protéicos de
TLR11 Endoli bactérias uropatogé€nicas -
NAONSOSSOmo Moléculas do tipo profilina de
Toxoplasma gondii
TLR12 Endolisossomo - Moléculas do tipo Proﬁhna
de Toxoplasma gondii
- rRNA bacteriano 23S
TLR13 Endossomo

- Componentes virais de virus

da estomatite vesicular

Baseado em (Kumar et al., 2011) e (Kawasaki and Kawai, 2014).
1.3 Vias de sinalizacdo de TLRs

A sinalizacdo celular disparada pela ativagdo dos TLRs se inicia quando um
PAMP se liga a porcdo extracelular (ou luminal) do receptor. Ocorre entdo sua
dimerizacdo e o recrutamento de moléculas adaptadoras através do dominio citossélico
TIR. Esse processo vai disparar vias de sinaliza¢do intracelular que culminardao na
ativacdo de fatores de transcricdo centrais na resposta imune, como NF-kB, AP-1 (do
inglés activator protein 1) através da ativacdo de MAP cinases, e IRFs (do inglés
Interferon regulatory factor). Uma vez ativados, esses fatores sdo translocados para o
nucleo onde se ligam a regido promotora e regulam a transcri¢do de genes inflamatérios

que codificam citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, interferons do tipo I, entre outras
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varias moléculas, incluindo proteinas reguladoras intracelulares (Kahana and Cleveland,
1999; Kumar et al., 2011; Takagi, 2011).

Como mencionado, apds o reconhecimento dos ligantes, a sinaliza¢do disparada
por TLRs ¢ primariamente mediada via recrutamento de moléculas adaptadoras pelo
dominio TIR. Dependendo do receptor ativado, diferentes moléculas adaptadoras serdao
recrutadas, e devido a complexidade dessa via, a sinaliza¢do dos TLRs ¢ categorizada em
vias MyD88-dependente e TRIF-dependente (Foster and Medzhitov, 2009; Wang et al.,
2010) (Fig. 2). A via MyD88-dependente ¢ utilizada por todos os TLRs, exceto por TLR3.
A via TRIF-dependente se da apenas por TLR3 e TLR4.

Na via MyD88-dependente, a primeira proteina adaptadora a ser recrutada ¢ a
proteina de resposta primaria de diferenciagdo mieldide 88 (MyD88, do inglés Myeloid
differentiation primary response protein 88), a qual contém um dominio TIR que se liga
ao dominio TIR do TLR. Apos sua ligacdo, MyD88 recruta as cinases IRAK4 (do inglés
IL-1R-associated kinase 4) e IRAK1 (do inglés IL-1R-associated kinase I). Com a
formagao desse complexo, IRAK4 fosforila inicialmente IRAK1, o que induz a sua
atividade cinase e intensa autofosforilagdo em multiplos residuos de serina e treonina,
resultando em sua dissociagdo de MyD88. Em seguida, IRAK-1 liga-se a vérias outras
proteinas, incluindo o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6,
do inglés TNF receptor-associated factor 6). A atividade ubiquitina ligase de TRAF6 ¢
ativada, resultando em sua auto-ubiquitinacdo e na ativag¢do da cinase TAKI (do inglés
transforming growth factor-beta activated protein Kinase 1) que faz parte de um
complexo formado pelas proteinas ligadas a TAKI1, TABI, TAB2, TAB3 (do inglés
TAKI-binding protein). Esse complexo entdo fosforila IKK, componente do complexo
IKK (do inglés, IxB kinase) formado também por IKKa e NEMO (IKKy). O complexo
IKK promove entdo a fosforilacdo do inibidor citosdlico de NF-xB, o IkB (do inglés
inhibitor of kB) que sera entao marcado por ubiquitinag¢do e degradado em proteassomo,
liberando por fim o fator de transcri¢ao NF-«xB, que serd translocado para o nucleo para
promover a transcri¢gdo de citocinas pro-inflamatorias e diversos genes essenciais na
resposta imune. Paralelamente a ativacdo de NF-kB, o complexo TAKI1 ativa ainda
membros da familia das MAP cinase (MAPK, do inglés Mitogen-activated protein
kinases) como ERK1/2 (do inglés extracellular-signal-regulated kinases) p38 e JNK (do
inglés c-Jun N-terminal kinases) que medeiam a ativacdo e translocacao do fator de
transcri¢do AP-1 para o nucleo (Kawasaki and Kawai, 2014; Lu et al., 2008; O'Neill and
Bowie, 2007). Nos casos de TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6, a sinalizagdo MyD88-



27

dependente requer um adaptador adicional, a proteina adaptadora contendo o dominio
TIR (TIRAP, do inglés TIR domain containing adaptor protein) que ¢ importante para o
recrutamento de MyD88 ao dominio TIR do receptor (Figura 2)

A ativacao dos receptores TLR3 ou TLR4 ativa a via TRIF-dependente (do inglés
TIR domain containing adaptor protein inducing interferon IFN-f) sendo que TLR4
recruta TRIF através da molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM, do inglés
TRIF-related adaptor molecule) (Kanzler et al., 2007; Kumar et al., 2011). TRIF interage
tanto com TRAF6 quanto TRAF3. TRAF6 recruta a cinase RIP-1 (do inglés Receptor-
interacting protein 1) que vai levar a ativagdo do complexo TAK1 promovendo a ativagao
de NF-xkB ¢ MAPKs, similarmente a via MyD88-dependente (Kawasaki and Kawali,
2014). Ja a interagdo de TRIF com TRAF3 culmina no recrutamento de TBK1 (do inglés
TANK binding kinase 1) e IKK-epsilon que juntas promoverdo a fosforilacio e
subsequentemente a dimerizacdo e translocacdo nuclear de IRF3, que ir4d regular a
transcri¢do de IFN-B e de genes responsivos a interferon (Hayden and Ghosh, 2012;
Kawasaki and Kawai, 2014; Kumar et al., 2011) (Figura 2).

Para que seja efetiva, a reposta de TLRs contra uma variedade grande de amecas
recai sobre a indu¢do coordenada de centenas de produtos génicos com inimeras fungdes
regulatorias. Todo esse processo ¢ essencial para a indug¢do da resposta imune inata do
hospedeiro, assim como para auxiliar na montagem e orquestragdo da reposta imune
adaptativa (Kawasaki and Kawai, 2014). Nesse sentido, os receptores do tipo Toll
desempenham um papel essencial na manutencdo da homeostase do organismo, e,

portanto, ¢ fundamental o estudo das respostas celulares mediadas por esses receptores.
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Figura 2: Representa¢ao esquemadtica das vias de sinalizagaos de TLRs. A sinalizacdo de TLR4
é representativa da sinaliza¢do dos TLRs, uma vez que dispara tanto a via MyD88-dependente
quanto TRIF-dependente e utiliza todos os adaptadores principais. A ativa¢do da via MyD88-
dependente leva ao recrutamento de TIRAP e MyD88, que vai recrutar IRAK-4 e IRAK-1. IRAK-
1 sofre fosforilagdo e recruta TRAF6, o que, por sua vez, vai ativar o complexo TAK1, TAB1,
TAB2/3. Esse complexo entdo fosforila a IKKB promovendo a ativacdo do complexo IKK. O
complexo IKK ativo ira fosforilar IkB, que é entdo ubiquitinado e degradado, liberando NF-xB
gue se transloca para o nucleo. Simultdaneamente o complexo TAK1 ativa membros da familia
das MAP cinases, ERK1/2, p38 e JNK que vdo mediar a ativacdo e translocacdo do fator de
transcricdao AP-1 para o nucleo. Na via TRIF-dependente, TRIF interage com TRAF6 que recruta
a cinase RIP-1 levando a ativagdo do complexo TAK1, o que promove a ativacao NF-kB e MAPKs.
A interacdo de TRIF com TRAF3, culmina no recrutamento de TBK1 e IKK-epsilon que juntas
promoverdo a fosforilagao, e subsequentemente a dimerizagao e transloca¢do nuclear de IRF3,
que vai regulara transcricdo de IFN-B e de genes responsivos a interferon.
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1.4 Familia de fatores de transcricio NF-kB

O NF-«B foi descrito em 1986 por Rajan Sen e David Baltimore como um fator
de transcri¢ao nuclear que se ligava a uma regiao reguladora do gene da cadeia leve kappa
(sitio kB) em células B (Sen and Baltimore, 1986). Desde entdo, se tornou um dos mais
estudados fatores de transcri¢cao devido ao seu papel central e complexo na sinaliza¢ao
intracelular (Ghosh and Karin, 2002), na hematopoiese (Grossmann et al., 1999), na
regulacdo na imunidade inata e adaptativa (Vallabhapurapu and Karin, 2009) e em outros
processos fundamentais como proliferagdo celular, diferenciagdo e sobrevivéncia
(Hayden and Ghosh, 2012). Em relagao a imunidade inata e adaptativa, seu papel inclui
a regulacdo de centenas de genes que codificam para citocinas, quimiocinas, moléculas
de adesao celular, peptideos antimicrobianos, receptores, entre outros (Baker et al., 2011;
Doyle and O'Neill, 2006; Hayden and Ghosh, 2012). No contexto da resposta mediada
por TLRs, NF-kB ¢ particularmente importante pois todos os TLRs de mamiferos
conhecidos induzem sua ativacdo (Brubaker et al., 2015; Kawai and Akira, 2007,
Kawasaki and Kawai, 2014).

A familia Rel/NF-kB ¢ composta por cinco membros, sendo eles, RelA (p65),
RelB, c-Rel, as proteinas precursoras NF-kB1 (p105) e NF«xB2 (p100), que sado
processadas em p50 e p52, respectivamente (Gerondakis et al., 1999). Os membros se
combinam de forma homo ou heterodimérica e podem se ligar a um conjunto de
elementos especificos no DNA conhecidos como sitios B (consenso: 5’
GGGRNWYYCC 37, onde N ¢ qualquer nucleotideo, R ¢ uma purina, W ¢ adenina ou
timina, e Y € pirimidina), presentes em enhancers e/ou promotores de uma série de genes
alvos, regulando sua transcricao (Fig. 3) (Wang et al., 2012). A habilidade de ligacao ao
DNA deve-se ao dominio N-terminal altamente conservado de aproximadamente 300
aminoacidos chamado de dominio de homologia a Rel (RHD, do inglés Rel-homology
domain) (Gerondakis et al., 1999; Wang et al., 2012). Esse dominio, compartilhado entre
todas as subunidades, ¢ o responsavel pela dimerizagao, ligagdo ao DNA e interacdo com
a proteina inibitoria de NF-«xB, o IkB (do inglés inhibitor of kappa B) (Hoffmann et al.,
2003). No entanto, apenas as subunidades RelA, c-Rel e RelB possuem os dominios C-
terminais de transativacdo (TADs, do inglés transactivation domains), que conferem a
habilidade de induzir a transcricdo (Fig. 3). Embora as subunidades p50 e p52 ndo
possuam os dominios TAD, elas podem regular a transcricdo quando se combinam na

forma de heterodimeros com outras subunidades de NF-kB ou com proteinas co-



30

ativadoras nado relacionadas que possuam a capacidade de transativacao.
Alternativamente, homodimeros de p50 e p52 regulam negativamente a transcricdo ao
competir pelos sitios kB do DNA com os dimeros que contém TADs (Hayden and Ghosh,
2012). Nesse sentido, o NF-kB pode tanto induzir quanto reprimir a transcri¢do, ¢ a
composi¢ao do dimero confere, em partes, as propriedades do potencial de transativagao
e da especificidade de ligagdo ao DNA. Entre os possiveis heterodimeros, o mais
freqliente ¢ formado pelos mondmeros RelA (p65) e p50, que possui a capacidade de
regulagao transcricional de uma ampla gama de genes, muitos deles envolvidos na
resposta imune inata e adaptativa, como mencionado previamente (Hayden and Ghosh,
2004; Vallabhapurapu and Karin, 2009). No entanto, as cinco subunidades de NF-kB
podem se associar em pelo menos 12 dimeros diferentes. Cada dimero pode
potencialmente se ligar preferencialmente a motivos caracteristicos no DNA e, embora
muitas vezes desempenhem funcao redundante e compensatoria, € também possivel que
regulem especificamente alguns genes alvos (Saccani et al., 2003; Smale, 2012; Wang et
al., 2012).

Em células nio estimuladas, os dimeros de NF-xB sdo encontrados associados a
proteinas inibitorias da familia IkB, sendo IxkBa, IkBp e IkBg as principais a desempenhar
esse papel (Hayden and Ghosh, 2004). Além dos IkBs classicos, ha um grupo de proteinas
atipicas que também fazerm parte da familia dos inibidores de NF-xB. Sao elas, BCL3
(do inglés B cell CLL/ lymphoma 3), IkBC, IkBNS e ainda os mondmeros ndo-processados
de NF-xB, p105 e p100 (Hayden and Ghosh, 2012; Vallabhapurapu and Karin, 2009)
(Fig. 3). Os IxBs sdo caracterizados pela presenca de cinco a sete motivos de anquirina
que medeiam a ligacdo ao dominio de dimerizacao de NF-xB (Hatada et al., 1992). Eles
interagem com o dominio RHD de NF-kB mascarando parcialmente a sua sequéncia de
localizagdo nuclear e impedindo o seu transporte ao nlicleo e consequente ligacdo ao DNA
(Bonizzi and Karin, 2004). Em particular, estruturas cristalograficas de IxBa e IkBf
ligado aos dimeros p65/p50, revelaram que o IkB mascara somente a sequéncia de
localizacdo nuclear de p65, enquanto pS0 permanece acessivel (Huxford et al., 1998;

Jacobs and Harrison, 1998; Malek et al., 2003).
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Figura 3: Representagao esquematica de dimero NF-kB e da estrutura dos membros das
familias NF-xB/Rel e IkB. Painel superior. Representacdo do heterodimero mais comum de NF-
kB ligado a sequéncia consenso de um sitio kB. Painel inferior: A familia dos fatores de
transcricdo NF-kB/Rel consiste em cinco membros: RelA (p65), RelB, c-Rel (Rel), e nas protéinas
precursoras p100 (NF-kB2) and p105 (NF-kB1), que ddo origem a p52 e p50, respecivamente.
Todos os membros possuem o dominio RHD, o que caracteriza a familia. A familia IxB consiste
de oito membros, IkBa, IkBp, IkBg, 1kBZ, BLC3, IkBNS, p100 e p105. Essa familia é caracterizada
pela presenca de multiplos dominios de repeti¢des de anquirina. Os dominios que caracterizam
cada familia, assim como dominios especificos de alguns membros estdo indicados. (ANK)
Dominios de Anquirina; (DD) Dominio de morte (death domain); (RHD) Dominio de homologia
a Rel; (TAD) Dominio de transativacdo; (LZ) Dominio de ziper de leucina; (GRR) Regido rica em
glicina.
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Para que NF-kB possa regular a transcri¢do génica ¢ necessario que haja a
degradacgdo do IkB. A ativagdo de NF-«B pode se dar através de diversos estimulos que
vao levar a ativacdo de vias de sinalizag¢do distintas. Essas vias podem ser classificadas
em candnica e nao-candnica. A via candnica, ou classica, pode se iniciar por meio de
estimulos reconhecidos por diferentes receptores, como os receptores de TNF (TNFR,
TNF receptors), de IL-1 (IL-1R, IL-1 receptor), receptores de antigenos, ou PRRs como
os ja mencionados TLRs. Nessa via, o complexo IKK ¢ necessario e suficiente para a
fosforilagao de IxkB (Hayden and Ghosh, 2004). Esse processo vai levar a degradacdo do
IxB possibilitando a translocagcdo dos dimeros de NF-kB normalmente formados pelas
subunidades RelA, c-Rel e p50 (Rothwarf and Karin, 1999). A via ndo-canonica, ou
alternativa, ¢ induzida por membros especificos da familia de TNF, como CD40L, LTap,
RANKL, BAFF, e tem um mecanismo de regulagdo diferente. Em contraste com a via
classica, a via alternativa ¢ independente de NEMO (IKKy) e medeia a ativagdo
persistente de dimeros de NF-kB formados sobretudo por RelB/p52 (Hayden and Ghosh,
2012). Tal via estd envolvida com a formagdo dos oOrgdos linféides e com o
desenvolvimento e sobrevivéncia das células B (Karin and Ben-Neriah, 2000; Sun, 2011).

Devido ao seu papel central em diversos processos, varios estudos mostraram a
associacdo de NF-kB a doengas autoimunes, inflamatorias, metabolicas e com o cancer
(Baker et al., 2011; Courtois and Gilmore, 2006; Karin, 2006; Zhang et al., 2017).
Portanto, o estudo do conjunto de genes controlados por esse fator de transcri¢do ¢ de
suma importancia para o melhor entendimento das consequéncias de sua desregulagdo na

homeostase do organismo.

1.5 A superfamilia das Ras-GTPases

A superfamilia das Ras-GTPases (do inglés rat sarcoma small guanosine
triphosphatases) compreende um grupo de pequenas proteinas G com mais 150 membros
identificados em humanos, e com base nas fun¢des e similaridade de sequéncia, sdo
divididas em cinco subfamilias principais: Ras, Rho, Rab, Arf e Ran. Sdo proteinas
monomeéricas, de baixo peso molecular (20 a 25 kDa), evolutivamente conservadas e
presentes em virtualmente qualquer eucarioto, que regulam diversos processos celulares
fundamentais (Bos et al., 2007; Vigil et al., 2010). Por exemplo, as proteinas da
subfamilia Rho desempenham um papel na organizacao do citoesqueleto, atuando na
formacdo dos filamentos de actina e na reorganizacao destes filamentos em resposta a

estimulos por fatores de crescimento (Ridley and Hall, 1992). Os membros da subfamilia
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Rab e Arf regulam o trafego entre membranas citoplasmaticas e o trafego de vesiculas,
respectivamente (Novick et al., 1980). As proteinas da subfamilia Ran regulam o trafico
nucleoplasmatico e a organizacdo de microtubulos (Kahana and Cleveland, 1999).
(Cherfils and Zeghouf, 2013). A subfamilia Ras compreende 36 membros em mamiferos
e ¢ subdividida classicamente em trés grupos principais: Ras, Ral, Rap (Cherfils and
Zeghouf, 2013). Essas proteinas estdo envolvidas no controle da expressdo génica,
proliferagdo, diferenciacdo, morfologia e morte celular, sendo H-Ras, K-Ras e N-Ras os
membros melhor caracterizados em humanos (Bar-Sagi and Feramisco, 1985; Coleman
et al., 2004; Kauffmann-Zeh et al., 1997; Whitman and Melton, 1992). Por regularem
essas fungdes criticas, os genes Ras sdo alvo de intensa pesquisa, ¢ quando mutados,
frequentemente levam a oncogénese e por isso sdo considerados proto-oncogenes
(Repasky et al., 2004). Foi reportado que em pelo menos 15 a 20% dos tumores humanos
sdo portadores de mutagdes oncogénicas em Ras (Goitre et al., 2014).

As GTPases de baixo peso molecular funcionam como “interruptores
moleculares”, ciclando entre um estado inativo, quando ligadas a guanosina difosfato
(GDP), e ativo, ligadas a guanosina trifosfato (GTP). A conversdo entre as formas ativa
e inativa ¢ estritamente regulada por dois tipos de proteinas: fatores de troca de
nucleotideos guanina (GEFs, do inglés Guanine nucleotide exchange factors) que
possibilitam a ativacao das GTPases por promover a transi¢do do estado inativo ligado a
GDP ao estado ativo ligado a GTP; e as proteinas ativadoras de GTPases (GAPs, do inglés
GTPase-Activating Proteins), que estimulam a hidrdlise de GTP, fazendo com que
retornem ao seu estado inativo ligado a GDP (Downward et al., 1990; Wolfman and
Macara, 1990). Existe ainda um terceiro componente na regulacdo das GTPases, os
inibidores da dissociagdo de guanina (GDI, do inglés guanine nucleotide dissociation
inhibitor), que podem inibir ou bloquear as agdes das GAPs e dos GEFs (Fig. 4)
(Campbell et al., 1998). Embora todas as proteinas da superfamilia Ras apresentem o
mesmo mecanismo de regulacao, cada subfamilia estd associada ao seu proprio grupo de
GEFs e GAPs (Bos et al., 2007; Cherfils and Zeghouf, 2013; Takai et al., 2001; van Dam
et al.; Wolfman and Macara, 1990).
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Figura 4: Representacao esquematica da regulacdo da atividade de Ras-GTPases. Diferentes
estimulos modulam a atividade dos RasGEFs e RasGAPs que, por usa vez, promovem a alteracao
entre o estado ativo e inativo das Ras-GTPases através da troca de GDP/GTP. As proteinas Ras
ativadas sdo capazes de interagir com vdrios efetores, desencadeando diversas respostas
biolégicas como, por exemplo, proliferacao celular e rearranjo de citoesqueleto

As proteinas da superfamilia Ras sdo inicialmente sintetizadas no citossol mas sao
logo enderecadas a membranas celulares ao sofrerem importantes processamentos pos-
traducionais como farnesilagdo/geranilgeranilagdo, proteodlise, carboxi-metilagdo e
palmitoilagdo nos motivos CAAX (C=cisteina, A=aminoacido alifatico; X=qualquer
aminoacido) contidos em seu dominio carboxi-terminal (Ahearn et al., 2011; Choy et al.,
1999). A localizagao subcelular especifica de cada proteina Ras ¢ absolutamente
necessaria para sua a atividade bioldgica, pois € determinante para seu recrutamento e
ativacdo pelos GEFs, e em seguida para o recrutamento e ativagdo de seus efetores,
capacitando a transmissao do sinal proveniente de receptores para a cascata de sinalizagdo
a jusante (Willumsen et al., 1984). A ativacdo de proteinas Ras se inicia através de algum
estimulo, como fatores de crescimento ou hormonios por exemplo, seguido pelo
recrutamento de GEFs junto ao compartimento de membrana onde Ras esta localizada,
permitindo entdo a indugdo transitoria do complexo Ras-GTP (Boguski and McCormick,
1993). A forma ativa Ras-GTP ¢ entdo capaz de interagir com seus efetores propagando
o sinal. Um exemplo de via de sinalizagdo bem caracterizado ¢ a via Ras-Raf-MEK-
ERK1/2, que se da pela ativagao de proteinas da subfamilia Ras. A via € disparada a partir
do reconhecimento de estimulos, entre eles o fator de crescimento epidermal (EGF), por
seus cognatos receptores tirosina-cinases (i.e EGFR). Ocorre a dimerizacdo dos
receptores, o que permite a autofosforilagdo dos residuos de tirosina contidos em seus
dominios citossolicos através de suas cinases intrinsecas. Essa alteragdo permite o

recrutamento da proteina adaptadora Grb2, que por sua vez recruta o RasGEF SOS. A
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aproximacao de SOS a membrana leva a ativagao de Ras, que por sua vez recruta e ativa
o efetor Raf-1, uma serina-treonina cinase. Raf-1 fosforila e ativa MEK1/2 (MAPK/ERK-
cinase) que, por sua vez, fosforila e ativaa MAPK ERK1/2. Finalmente ERK1/2 fosforila
e ativa fatores de transcrigdo que vao regular a expressdo de genes associados a
progressao do ciclo celular (Goitre et al., 2014; Lemmon and Schlessinger, 2010). Outras
importantes vias efetoras de proteinas da subfamilia Ras sdo Ras-PI3K, Ras-RalGDF e
Ras-PLCe (fosfolipase C épsilon), que em conjunto - e adicionalmente a outros efetores
— promovem a regulacao dos cruciais processos celulares mediados por essa subfamilia

(Fig.5) (Downward, 2003).

£ P @
(o) @acos)

| l | |

MEK] Expressao génica; Express3o génica; Mobilizagdo dos
Sobrevivéncia; Progressdo do ciclo depdsitos de calcio
Regulagdo do celular intracelular
ERK citoesqueleto.

Expressdo génica;

Progressdo do ciclo

celular Modificado de Downward (2013

Figura 5: Principais efetores de Ras. Uma vez ligada a GTP, Ras interage com diversos
efetores estimulando sua atividade. Para efeito de simplificacdo, a figura mostra apenas
alguns dos principais efetores diretos e seus principais efeitos. A via mais bem caracterizada
é de Ras-Raf-MEK-Erk. A cinase Erk possui diversos alvos citoplasmaticos e nucleares,
incluindo fatores de transcricdo que vao regular a progressao do ciclo celular entre outros
processos. A ativacdo de PI3K leva a geracdao de segundos mensageiros lipidicos que
possuem como alvo diversas proteinas intracelulares, incluindo a cinase anti-apoptética
AKT. PI3K leva ainda a ativacdo de RAC, envolvida com a regulacdo do citoesqueleto de
actina. RalGDS é um GEF que leva a ativacdo de RalGTPases. A ativagcdo dessa via contribui
para regulacdo da expressdo de genes que controlam o ciclo celular. A fosfolipase Ce (PLCe)
catalisa a hidrdlise do fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato em diacilglicerol e inositol trisfosfato,
resultando na ativagdo da proteina cinase C (PKC) e na mobilizagdo das reservas de calcio
intracelulares. ERK, extracelular regulated kinase; MEK, mitogen-activated kinase/ERK
kinase; PI13K, phosphoinositide 3-kinase;
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1.6 Os fatores de troca de nucleotideos guanina das proteinas Ras (RasGEFs) e o

membro RasGEF1b

A relevancia dos estudos relacionados aos fatores de troca de nucleotideo guanina
(GEFs) se deve ao fato de essas proteinas serem capazes de ativar proteinas G, por
exemplo Ras, e modular, portanto, as importantes vias de sinalizagdo disparadas por seus
diversos efetores (Vigil et al.). Os GEFs sdo classificados em diferentes familias de
acordo com a similiaridade em sua sequéncia de aminoécidos e de acordo com o tipo de
proteina GTPase que eles ativam (Zheng and Quilliam, 2003).

Os RasGEFs (RasGEFs, do inglés Ras associated GEFs) tém em comum um
dominio catalitico carboxi-terminal de aproximadamente 250 aminoacidos, denominado
CDC25 (do inglés, cell division cycle 25 homology domain - também chamado dominio
RasGEF), e um dominio estrutural adjacente, amino-terminal, de aproximadamente 50
aminoacidos, chamado de dominio REM (do inglés, Ras Exchange Motif) (Quilliam et
al.,, 2002). Os GEFs que possuem o dominio CDC25 regulam exclusivamente a
subfamilia Ras (Broek et al., 1987; Robinson et al., 1987). Além do dominio catalitico
CDC25, alguns RasGEFs possuem ainda outros dominios funcionais importantes. Por
exemplo, RasGRF1, Sosl e o Sos2 possuem os dominios de homologia DH (DH - do
inglés Dbl homology) e PH (PH — do inglés pleckstrin homology), que estio comumente
arranjados em conjunto e possibilitam adicionalmente a ativacao de GTPases subfamilia
Rho (Fig. 6) (Lemmon et al., 1996; Quilliam et al., 1995). Outros dominios podem ser
importantes para interagdes proteina-proteina, proteina-lipideos, ligagdo a segundos

mensageiros, sitios de fosforilagdo, entre outros (Vigil et al., 2010)
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura de diferentes RasGEFs. Os membros da
familia RasGEF apresentam o dominio estrutural N-terminal REM e o dominio catalitico C-
terminal, Cdc25, que caracterizam a familia. Diferentes RasGEFs podem apresentar ainda outros
dominios especificos que desempenham variadas func¢des, representados na figura. (REM) Ras
Exchange Motif; (cNMP) Cyclic nucleotide-monophosphate binding domain; (Cdc25) cell division
cycle 25 homology domain; (PDZ) DIg homologous region; (RA) Ras-association domain; (DH)
Dbl homology domain; (CC) Coiled-coil domain; (CR) Cyclic nucleotide-monophosphate binding
domain; (1Q) Short calmodulin-binding motif containing conserved lle and Gin residues; (PH)
Plecstrin homology domain.

Como ja mencionado, proteinas Ras inativas na célula encontram-se associadas a
GDP. Mediante estimulos especificos, os RasGEFs promovem a dissociacdo do GDP da
proteina Ras, tornando-a acessivel ao GTP que estd em excesso molar no citoplasma.
Associada ao GTP, Ras adquire sua conformacao estrutural ativa, e pode iniciar a cascata
de sinalizacdo através da ativagdo de outras proteinas, que culmina na ativagdo da
transcricao de varios genes ligados a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (Boguski
and McCormick, 1993). Dessa forma, esses sistemas compostos por GTPases, GAPs e
GEFs permitem grande versatilidade na constru¢do de vias de sinalizagdo. Os sinais
podem ser amplificados (um GEF pode ativar varias GTPases), integrados (varias vias
ativam os mesmos GEF e GAPs) ou divididos (uma GTPase induz varios efeitos)
(Wilkins and Insall, 2001). Essa versatilidade permite que, indiretamente, os GEFs
medeiem diferentes fun¢des bioldgicas na célula.

Embora os mecanismos de ativacao de Ras ocasionada pela troca GDP/GTP sejam

semelhantes, a regulacdo dos diferentes RasGEFs pode se dar de diferentes maneiras,
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incluindo interagdo com outras proteinas e lipideos, sinalizagdo por segundos
mensageiros como diacilglicerol e calcio, e modificagcdes pods-traducionais como
fosforilagdo. Esses eventos podem ter como consequéncia a translocacao dos RasGEFs
para um compartimento subcelular onde entrara em contato com seu alvo Ras, ou levar a
alteragdes conformacionais no dominio catalitico ou em dominios inibitorios, permitindo
sua ativagdo (Bos et al., 2007). No caso do RasGEF1 Sos, por exemplo, sua ativacao
ocorre através da interacdo com a proteina adaptadora Grb2 que recruta Sos @ membrana
plasmatica permitindo o acoplamento da sinalizacao disparada por receptores tirosina-
cinase a via Ras-Raf-Mek-Erk, como previamente descrito (Aronheim et al., 1994). Em
feedback negativo, Erk fosforila Sos resultando em sua dissociagdo de Grb2 e
interrompendo a sinalizacdo (Waters et al., 1995). Um outro exemplo ¢ RasGRF1, que
possui um motivo de ligagdo a calmodulina e induz a ativagdo de Ras mediante influxo
de calcio (Farnsworth et al., 1995; Shou et al., 1992). Em adi¢@o aos dominios de ligagdo
ao calcio, membros da familia RasGRP possuem dominios de ligagdo a diaciglicerol que
sdo cruciais para o regulamento da atividade desses GEF através de seu enderegamento a
membrana plasmatica (Ebinu et al., 1998).

Outro ponto importante de regulacdo dos processos mediados pelos RasGEFs ¢ o
proprio padrdo de expressao dessas moléculas e seus efetores Ras. Por exemplo, enquanto
Sosl ¢ ubiquamente expressa em mamiferos, outros RasGEFs tém sua expressao
predominante em tecidos ou células especificas. RasGRF1 ¢ predominante expresso no
sistema nervoso central, enquanto RasGRF2 tem uma expressao mais ampla (Quilliam et
al., 2002). Ja a familia RasGRP ¢ predominantemente expressa na linhagem de células
hematopoiéticas, e embora ocorra parcial sobreposi¢ado, o perfil de expressao dos proprios
membros da familia ¢ distinto (Buday and Downward, 2008; Stone, 2011). RasGRP1 e
RasGRP3 sdo expressos predominantemente em linfocitos T e B (Stone, 2011), RasGRP2
parece ocorrer predominantemente em plaquetas (Crittenden et al., 2004), e RasGRP4 ¢
restrito a mastocitos (Adachi et al., 2012; Yang et al., 2002). Assim como para 0s
RasGEFs, as diversas fungdes biologicas desempenhadas por seus efetores Ras também
sdo, em parte, tecido especificas e dependem da expressdo diferencial dessas moléculas.
Portanto, para além dos eventos de sinalizacdo, da necessidade de colocalizagdo
subcelular, e da especificidade de interagao entre determinado RasGEF e seu(s) alvo(s)
Ras especifico(s), a atividade dos modulos RasGEF-Ras vai depender do pool celular

dessas moléculas em determinado tecido/célula (Gloerich and Bos, 2011).
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Virios GEFs associados aos membros da subfamilia Ras foram isolados e
caracterizados em células de eucarioticas, como Sos, RasGRFs, RasGRPs, RalGDS, C3G,
entre outros. Dada a sua variedade e importancia, naturalmente, os mais diversos
processos biologicos vao depender de seu funcionamento. Por exemplo, a ativagao de Ras
através RasGEF-CDC25 em S. cerevisiae € essencial para a proliferacdo e germinagao de
esporos (Broek et al., 1987). Em Dictyostelium, o desenvolvimento embrionario ¢é
regulado por RasGEFM, um GEF caracterizado nessa espécie (Arigoni et al., 2005). O
GEF Sos, ao ativar Ras em Droso6fila, estabelece a diferenciagdo de fotoreceptores (Simon
et al., 1991). Nesse sentido, estudos demonstraram a importancia de RasGEFs também
no processo da resposta imune em mamiferos. At¢ o momento, o papel da familia
RasGRP tem sido predominante nesse contexto. Foi mostrado que RasGRP1 ¢ importante
na transdu¢do de sinal disparada pela ativagdo de TCR, desempenhando um papel
determinante na maturagao e selecao positiva de células T (Stone, 2011). Camundongos
deficientes de RasGRP1 sao incapazes de montar uma resposta robusta mediada por
células T contra infecgdes virais e bacterianas, e desenvolvem sindrome linfoproliferativa
autoimune em idade avancgada (Priatel et al., 2007). Neutrofilos deficientes de RasGRP2
apresentam baixa ativacdo de Rapl e de integrinas B1 e 2, reduzida adesdo em vénulas,
reduzido recrutamento para cavidade peritoneal induzido por tioglicolato, e deficiéncia
de quimiotaxia provavelmente relacionada a problemas de organizagao do citoesqueleto
de actina (Bergmeier et al., 2007; Carbo et al., 2010). Camundongos deficientes de
RasGRP3 apresentam niveis séricos de imunoglobulinas reduzido, e seus linfocitos B
apresentam reducdo da ativagdo da via Ras-Erk in vitro e proliferacdo reduzida em
resposta a anti-IgM e CD40 (Coughlin et al., 2005). Particularmente na resposta mediada
por TLRs, de modo interessante foi demonstrado que a ativacdo de RasGRP3 em resposta
a baixos niveis de agonistas TLR prejudica a produgdo de citocinas pré-inflamatorias,
especialmente IL-6, em macréfagos ao ativar Rapl e suprimir ERK1/2. No entanto, o
mesmo nao ocorre quando essas c€lulas sdo estimuladas com niveis mais elevados de
agonistas. Dessa maneira, supostamente RasGRP3 pode limitar a resposta inflamatoria
mediada por TLRs, evitando a ativacdo desnecessdria de macroéfagos em condigdes
fisioldgicas onde o contato com microorganismos patogénicos ¢ reduzido. Esse RasGEF
seria entdo importante para estabelecer um limite para ativagdo de macrofagos, reduzindo
a probabilidade do desenvolvimento de doencas inflamatodrias. Nesse mesmo trabalho foi
demonstrado ainda que a superexpressao de RasGRP3 ¢ capaz de aliviar a colite induzida

por dextran sulfato e a artrite induzida por coldgeno in vivo. RasGRP4 tem expressdo
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restrita a mastocitos e seus progenitores. Foi demonstrado que a expressao do mRNA de
TNF e IL-1p ¢ reduzida em mastdcitos de camundongos deficientes de RasGRP4 tratados
com PMA, e ao contrario de RasGRP3, a colite e artrite induzida era aliviada nesses
animais, demonstrando seu papel pré-inflamatoério nesse contexto (Adachi et al., 2012).

A familia RasGEF1 compreende os membros RasGEFla, RasGEFlb e
RasGEFIc. Assim como os outros RasGEFs, essas proteinas apresentam o dominio N-
terminal com func¢ao estrutural (REM), o dominio carboxi-terminal homélogo ao dominio
catalitico CDC25 especifico para a subfamilia Ras, e compartilham relativa similaridade
na sequéncia de aminoacidos. Estudos funcionais, sobretudo em relacdo ao RasGEFla e
RasGEFlc, sao ainda bastante escassos. No entanto, alguns trabalhos tratando de
RasGEF1b sdo encontrados na literatura. O gene RasGEF1b ¢é potencialmente expresso
em diversos organismos, desde invertebrados a vertebrados superiores, em diferentes
tecidos, e em condigdes fisiologicas normais e patoldgicas. Por exemplo, em Zebrafish,
foi demonstrado que a expressdo de RasGEF1b ocorre durante o desenvolvimento
embrionario sobretudo no cérebro e parece ser regulada pelas vias de sinalizagdo Nodal,
de FGF e TGF-B (Epting et al., 2007). Em consisténcia, a expressdo constitutiva de
Rasgeflb no cérebro de camundongos adultos ¢ significativa (Ferreira et al., 2002).
Interessantemente, uma série de microdeleg¢oes de diferentes tamanhos no cromossomo
4921 foram identificadas em humanos que apresentam uma nova sindrome caracterizada
por retardamento mental, problemas de fala, ma formacgao cerebral, dimorfismo facial e
restri¢do de crescimento. Esses estudos convergiram para uma regido minima de 761 kb
que inclui o locus de RasGEF1B e PRKG2 (do inglé€s, Protein Kinase cGMP-Dependent
2) (Bonnetet al., 2010; Hu et al., 2017; Komlosi et al., 2015; Zarrei et al., 2017). Portanto,
esses genes sdo considerados os principais candidatos responsaveis pelas alteracdes
neurologicas observadas nesses pacientes. Atualmente, estudos estdo sendo conduzidos
em nosso laboratorio utilizando-se modelos de camundongos decificientes de Rasgef1b
para avaliar seu papel nesse contexto.

Nao obstante, desde a descoberta desse gene nossos esfor¢os foram concentrados
sobretudo em sua caracterizag@o sob a Otica da resposta imune. Inicialmente denominado
GPIy4, RasGEF1b foi identificado e descrito por nosso grupo como um GEF de expressdo
fortemente induzida durante a resposta imune inata mediada por receptores do tipo Toll
(Ferreira et al., 2002). Foi mostrado que, in vitro, o mRNA de RasGEF1b se acumula em
macrofagos murinos e humanos estimulados com agonistas TLR2 e TLR4, assim como

in vivo em 0Orgdos linfoides e ndo-linféides como timo, baco, linfonodos, rim, figado e
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coragao de camundongos infectados com Trypanosoma cruzi. Expressao constitutiva
significativa de Rasgef1b foi observada apenas no cérebro, intestino e testiculos (Ferreira
et al.,, 2002). Em um estudo posterior, Andrade e colaboradores demonstraram que a
expressao de Rasgeflb também ¢ induzida pela ativacao de TLR3 através do agonista
Poly:IC, e que in vivo, a expressao de Rasgef1b induzida durante a infecgdo por 7.cruzi
ou Plasmodium chabaudi em camundongos ¢ dependente dos adaptadores de TLRs
MyD88 e TRIF (Andrade et al., 2010). Essas evidéncias sugerem a implicacdo de
RasGEF1b na resposta imune mediada por TLRs, e por isso, estudos estdo em andamento
para se esclarecer essa questao atualmente.

O gene Rasgef1b murino contém 14 éxons e esta localizado no cromossomo 5SE3
de camundongo. Até o momento, duas isoformas validadas sdo descritas pelo banco de
de dados do NCBI. A isoforma 1 (ID: NM_145839.2) codifica a proteina mais longa, com
473 aminodcidos, e a isoforma 2 (ID: NM_181318.4) utiliza um sitio de s/iplicing
alternativo in-frame na entre os exons 4 ¢ 5, resultando na eliminagdo de 1 inico c6don e
consequentemente em uma proteina mais curta (472 residuos). Recentemente, foi relatado
que, além do mRNA linear, um RNA circular (circRNA) de Rasgef1b gerado através de
"back-splicing" dos exons 2 e 4 ¢ induzido apos ativacdo de TLRs em macréfagos
murinos. Nesse trabalho, foi demonstrado que a expressao de Icam-1 induzida por LPS
em macrofagos € prejudicada apos o knockdown do circRNA de Rasgef1b. A estabilidade
do mRNA de Icam-1 ¢é reduzida nessas células, o que sugere um papel do circRNA de
Rasgeflb na regulagdo desse processo (Ng et al.,, 2016). Andlises transcriptomicas
seguintes mostraram que o knockdown do circRNA de Rasgef1b levou a desregulacao de
centenas de genes adicionais induzidos por LPS, incluindo genes envolvidos nas proprias
vias de sinalizacdo de NF-kB e LPS e na ativagcdo de macrofagos (Ng and Marinov, 2017).
Ao nivel proteico, foi demonstrado que RasGEF1b se localiza em endossomos priméarios
(Andrade et al., 2010) e funciona como um GEF para ativagdo de Rap2a-GTPase in vitro
(Yaman et al., 2009). Em nosso trabalho mais recente, confirmamos que RasGEF1b ¢
suficiente para a ativacdo de Rap2a em células humanas HEK293 e, embora nao seja
totalmente necessario, contribui para a ativacdo de Rap2a induzida por TLRs em
macrdofagos murinos. Demonstramos também que o knockdown de Rap2a em macrofagos
murinos Raw264.7 prejudica a expressao e producdo das citocinas pro-inflamatérias IL6
e KC/Cxcll induzida por LPS, e que tanto o silenciamento quanto a superexpressao de
Rap2a prejudicam a ativagdo de NF-«xB, sugerindo a implicagao de RasGEF1b na resposta

mediada por TLRs como efetor de Rap2a em macréfagos (Carvalho et al., 2019).
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Em conjunto essas evidéncias sugerem que RasGEF1b deve desempenhar um
papel durante a resposta imune inata mediada por TLRs. Portanto, ¢ importante que se
investigue diferentes aspectos da regulacdo e funcionamento desse gene de modo a

melhor entender o seu papel na célula.

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Entender a estrutura e o comportamento da expressdo de um gene ¢ um problema
fundamental na biologia. Os trabalhos voltados para a analise da expressao e fungdo de
Rasgef1b acumulam evidéncias sugerindo que esse GEF estd intimamente associado a
resposta imune inata mediada por receptores do tipo Toll (Andrade et al., 2010; Carvalho
et al., 2019; Ferreira et al., 2002; Ng and Marinov, 2017; Ng et al., 2016). No entanto,
seu papel nesse processo ainda ndo ¢ totalmente compreendido. Além disso,
mecanisticamente, a regulacdo transcricional de Rasgef1b permanece por ser fornecida,
principalmente devido a falta de informagdo sobre o promotor ¢ dos elementos
regulatorios responsaveis por sua expressao induzida por TLRs. Uma vez que a resposta
celular apropriada mediada por RasGEFs-RasGTPase depende, em alguns casos, da
expressdao dirigida desses genes a tipos celulares e tecidos especificos (Buday and
Downward, 2008; Gloerich and Bos, 2011; Hennig et al., 2015), a compreensdo dos
mecanismos que promovem a regulagdo transcricional pode fornecer informacoes
importantes a respeito da fun¢do nao caracterizada de Rasgef1b em um determinado tipo
de célula e contexto. Portanto, ¢ de grande importancia a investigac¢do da regido gendmica
regulatoria envolvida nesse processo, assim como dos potenciais fatores de transcri¢do
que se ligam a ela, de forma a melhor compreender a regulagdo da expressao de Rasgef1b
na resposta imune mediada por TLRs em macrofagos. Esses estudos podem fornecer a
base para investigagdes adicionais sobre a regulagdo do gene RasGEF1b em outros tipos
celulares e tecidos, além de contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos
basicos da regulacdo génica.

Analises preliminares conduzidas in silico indicam a presenca de elementos
regulatorios para a ligagdo de fatores de transcri¢do ativados pela cascata de sinalizagdo
disparada por TLRs, como NF-kB e AP-1, na sequéncia nao-codificadora de Rasgef1b.
Adicionalmente, trabalhos anteriores sugeriram um potencial papel de NF-kB na
regulacdo da expressdao de Rasgeflb em macrofagos e fibroblastos murinos (Andrade et

al., 2010; Mukherjee et al., 2013; Ng et al., 2016), e resultados preliminares obtidos
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durante a fase inicial desse projeto corroboram essa suposicao. Portanto, hipotetizamos
que a sequéncia de Rasgeflb abriga uma sequéncia regulatéria responsiva a ativacao de

TLRs e que fatores de transcri¢ao NF-kB se ligam a essa regido e regulam sua expressao.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar funcionalmente a regido promotora que regula a expressao do
gene Rasgef1b em resposta a ativagdo de TLRs e investigar o papel do fator de transcrigao

NF-«xB sobre sua ativagao transcricional.
3.2 Objetivos especificos

1- Avaliar os niveis basais e induzidos por LPS do mRNA de RasGEF1a, RasGEF1b e

RasGEF1c¢ em macréfagos murinos.

2- Conduzir anélises in silico da regido gendmica a montante da sequéncia codificadora
de Rasgef1b para a identificagdo de elementos regulatdrios de ligacdo a fatores gerais de

transcricao e fatores de transcri¢do especificos associados a resposta imune inata.

3- Analisar a estrutura da cromatina ao longo da sequéncia do gene Rasgeflb para
identificagcdo de marcadores de regides transcricionalmente ativas através de ATAC-seq

e ChIP-seq de histonas acetiladas.

4- Avaliar, através de ensaios de gene reporter, o efeito da ativacdo de TLRs sobre a

atividade de segmentos da potencial regido regulatoria de Rasgef1b.

5- Analisar o papel de NF-kB sobre a ativagdo transcricional de Rasgef1b induzida por
LPS avaliando: a) O efeito das principais subunidades de NF-kB sobre a atividade da
potencial regido regulatéria de Rasgefib; b) O efeito de mutagdes sitio-dirigidas a
elementos kB sobre a atividade da potencial regido regulatéria de Rasgefib; c) O
recrutamento e a formagao de complexos transcricionais aos elementos kappaB presentes

na potencial regido regulatoria de Rasgef1b.
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6- Analisar o papel de NF-xB sobre a expressao de Rasgef1b induzida por LPS avaliando
comparativamente os niveis de seu mRNA em macrofagos selvagens e deficientes de NF-

kB/RelA, ou submetidos ao tratamento com inibidor farmacologico de NF-kB.

4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 machos com idade entre 8 e 12 semanas foram obtidos
do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO, UFMG) ou
do Biotério da Universidade de Columbia (William Black Medical Research Building —
New York, USA), onde eram mantidos em gaiolas, em ambiente com luminosidade e
temperatura controlada (22 a 25°C), recebendo agua e racao ad libitum e constantemente
monitorados para identificacdo de possiveis infecgdes e zoonoses. O uso desses animais
esteve de acordo com resolugio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFMG)
— Protocolo N° 69/2014 e com as Politicas Institucionais de Cuidados e Uso Animal da

Universidade de Columbia.

4.2 Obtencao e cultivo de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

Camundongos C57BL/6 eram previamente anestesiados e sedados com uma
solucdo de quetamina (80 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg) administrada via intraperitoneal
e em seguida eutanasiados via deslocamento cervical. Os fémures e tibias eram
cuidadosamente extraidos e adicionados a um tubo de polipropileno contendo PBS 1x
estéril (do ingl€s Phosphate buffered saline - NaCl 140mM; Na2HPO4 10mM; KH2PO4
ImM; KCI 2mM) e, posteriormente, deixados em etanol 70% por 1 minuto. Em fluxo
laminar, utilizando-se meio RPMI 1640 (LGC Biotecnologia) e uma seringa com agulha
0,70 x 25 mm, era realizado o flush das células da medula em um tubo de polipropileno
estéril. Para a diferenciagdo dos macrofagos, as células eram centrifugadas a 200 x g por
10 minutos a 4°C e ressuspensas em meio de diferenciacao (R20/30) contendo 10 mL de
meio RPMI 1640 suplementado com 20% soro fetal bovino (SFB; Gibco - USA), 30%
de sobrenadante de cultura de células 1929 (fonte de M-CSF), 2 mM de glutamina
(Gibco), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco - USA) e 50uM
de 2-mercaptoetanol (Vetec, Brasil). As células eram contadas pelo método de exclusdo

com Azul de Trypan (Gibco®), e 10 mL de uma suspensio de 7 x 10° células eram
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plaqueados em placas de Petri de poliestireno (JProlab®) e incubadas a 37°C e 5% CO..
O meio de diferenciagdo era trocado a cada 2-3 dias, e ao sétimo dia em cultura, o0 meio
era desprezado e as células eram lavadas com 5 mL de PBS 1x estéril para eliminagdo
dos debris e das células nao aderentes. As células aderidas na placa, ja diferenciadas em
BMDMs (do inglés Bone marrow derived macrophages) eram coletadas adicionando-se
3 mL de PBS-EDTA 10mM gelado a cultura, seguido de incubagio no gelo por 5 minutos
e ressuspensdo. Os BMDMs eram centrifugados a 200 x g por 5 minutos a 4 °C,
ressuspenssos em meio de manuten¢do (R10/5) contendo SmL de RPMI 1640, 10% de
SBF, 5% de sobrenadante de 1L.929, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicllina, 100
pg/mL de estreptomicina e 50uM de 2-mercaptoetanol. Finalmente as células eram

contadas e plaqueadas de acordo com a necessidade para a realizagdo dos experimentos.

4.3 Cultura de células imortalizadas

Foram utilizadas nesse trabalho as linhagens de células de embrido de rim humano
HEK293 (cedido por Dr. Oscar B. Romero, ICB/UFMG), fibroblastos murinos 1929
(cedidos pelo Laboratorio de Virus, ICB/UFMG), macroéfagos murinos Raw264.7
(cedidos por Dr. Bryan Williams, The Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, USA) e
macrdofagos murinos derivados de medula dssea selvagens (WT iBMDMs) ou deficientes
de RelA (RelA -/- iBMDMs).

Para o cultivo de HEK293 e L1929, as células eram retiradas do estoque
armazenado em nitrogénio liquido, descongeladas imediatamente em banho de agua a
37°C e transferidas para garrafas de superficie tratada para cultura de células (TPP, 25
cm?) contendo 5 mL de meio DMEM (Meio Eagle Modificado Dulbecco’s, LGC),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco - USA) e antibiotico (100ug/mL
estreptomicina / 100 U/mL penicilina — Gibco - USA). Apos cerca de 4 horas em estufa
a 37°C e 5% de CO2 o meio era trocado para eliminacdo de debris celulares e DMSO
proveniente do meio de congelamento. Ao atingirem a subconfluéncia (entre 80-90%) era
realizada a passagem para uma garrafa de maior area (TPP, 75 cm?) para a manutengio
da cultura. Para a realizacdo das passagens, o meio era desprezado e a monocamada de
células era lavada com PBS 1X. Em seguida, 1,5mL de Tripsina (0,5%) — EDTA (Gibco)
era adicionado, e a garrafa era incubada a 37°C por 1 minuto. Posteriormente, 4,5 mL de
meio DMEM completo fresco era adicionado e as células eram ressuspensas em um
volume total de 6 mL. Parte da suspensdo era desprezada e o restante era ressuspenso em

um volume final de 18 mL. Para a manutencdo das linhagens o estoque era



46

constantemente renovado através do congelamento das culturas. Ao atingirem entre 80 a
90% de confluéncia, as células eram lavadas com PBS e tripsinisadas como ja descrito, e
entdo ressuspendidas em meio de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino e
10% de DMSO (Hybri-Max, Sigma). Um mililitro dessa suspensdo era adicionado em
criotubo (TPP) e transferido para um freezer a -80°C. Apds 24 horas, os tubos eram
transferidos para botijao de nitrogénio liquido a -196°C.

As células 1.929 eram cultivadas para obteng¢do do sobrenadante rico em M-CSF
(do inglés, Macrophage colony-stimulating factor), essencial na diferenciagdo de
macrofagos, utilizado na diferenciagio de BMDMs (topico 4.2). Brevemente, ao
atingirem a subconfluéncia, essas células eram mantidas por 10 dias em cultura com 30
mL de meio DMEM completo. Ao final desse periodo o sobrenadante era coletado,
centrifugado a 400 x g, 4°C por 10 minutos, filtrado em filtro estéril de 0.22 um, e
utilizado para suplementacao dos meios de diferenciagdo e manutencdo de BMDMs ou
congelado a -80 °C.

As células RelA-/- foram gentilmente cedidas pelo Dr. Sankar Ghosh (Columbia
University, New York — USA). Brevemenete, essas células foram geradas através da
imortalizagdo de BMDMs provenientes de camundongos C57BL/6 WT ou Rela
Flox/Flox/Cre-ERT2" pela infeccdo com retrovirus recombinante J2, como previamente
descrito (Blasi et al., 1989). Para a delecio do alelo Rela, os iBMDMs Rela F1o¥Flo%/Cre-
ERT2" foram tratados com 100 nM de 4-OH-tamoxifeno (Sigma H6278) por 2 dias para
ativacdo da Cre, gerando a linhagem de RelA-/- iBMDMs. Seu cultivo, assim como dos
macrofagos Raw264.7 seguiu o mesmo procedimento descrito para HEK293 e 1.929,
porém as células eram cultivadas sem antibidticos e em garrafas NUNC®, Delta

Surface®; ou Sarsted® sem tratamento.

4.4 Deteccido de contaminacio por Mycoplasma ssp.

Cada lote de células utilizado era previamente submetido a testes para a detecgao
de contaminacdo por Mycoplasma ssp. através de PCR para amplificacdo do rRNA 16s
conservado entre as espécies de Mycoplasma (van Kuppeveld et al., 1994). Para isso, as
células eram cultivadas, como descrito no item 4.3, em meio livre de antibioticos por no
minimo 48 horas. Apos esse periodo o meio era desprezado, a cultura era lavada com PBS
e tripsinizada como descrito, e uma aliquota de 500 pL da suspensdo era coletada. Essa
aliquota era incubada em banho seco a 100°C por 10 minutos para o rompimento celular

e extravasamento de DNA. As amostras eram brevemente centrifugadas e as reagdes eram
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preparadas com uma mistura de 2ulL da amostra, 0,125 pL da enzima Tagq DNA
polimerase (5U/uL, Phoneutria), 2,5 pL. de Tampao 10 10X (Phoneutria), 0,75 pL de
MgCl2 50mM (Phoneutria), 0,5 uL de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) a 10mM (Invitrogen), 16,625 uL. de H20 Milli-Q autoclavada, e 1,25 pL a 10uM
dos oligonucleotideos senso GPO-3 ¢ antisenso MGSO (Tabela 2). As condigdes
termociclicas sdo descritas na Tabela 2. Em seguida, apds a adi¢do de tampao Loading
Buffer 1X (Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 50mM pH 8.0, glicerol 10%, Bromophenol
blue 0,25% e Xylenecyanol 0,25%) as amostras foram fracionadas a 100 V em gel de
agarose 1,5 % preparado em solucdo tampao TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M
EDTA) contendo brometo de etideo (0,5ug/mL), e as imagens foram capturadas através

de cAmera acoplada a sistema de fotodocumentagdo UV (MultiDoc-It™, UVP).

4.5 Extraciao do RNA total

BMDMs e células Raw264.7 eram plaqueados a 2x10° células/pogo em placas de
de superficie tratada de 24 wells (JET BIOFIL). Apos 24 horas de plaqueamento era feita
a estimula¢do com 100 ng/mL de LPS (055:B5 — Sigma-Aldrich, EUA), 10pg/mL de
Poly;IC (Invivogen), ou 1uM de CpG ODN 1826 (Invivogen) durante os tempos
indicados nas figuras. O meio de cultura era entdo desprezado e imediatamente era
adicionado 500uL do reagente TRIzol (Invitrogen), seguido de homogeneizagao por 15
minutos em shaker orbital. O conteudo era coletado e as amostras eram processadas para
extracdo do RNA total pelo método do TRIzol seguindo-se o procedimento descrito pelo
fabricante. Brevemente, eram adicionados 0,1 mL de cloroformio (Vetec), seguida de
agitacdo vigorosa por inversdao por 15 segundos e incubacdo a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Em seguida, a amostra era centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos,
obtendo-se, ao final, uma fase aquosa (superior) e uma fase organica (inferior). A fase
aquosa era coletada e entdo adicionados 0,25 mL de alcool isopropilico (Sigma) para a
precipitacdo do RNA. A amostra era incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos
e centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante era descartado e o RNA
precipitado era lavado com 0,5 mL de etanol 75% por agitagdo suave, seguida de
centrifugacdo a 7.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante era descartado e o RNA
totalmente solubilizado em agua DEPC (do inglés Diethylpyrocarbonate - Invitrogen)
com o auxilio de uma micropipeta. Em seguida as amostras eram incubadas a 55°C

durante 10 minutos e posteriormente estocadas a -80°C. Para a quantificagdo do RNA
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total, 2 uL de cada amostra era lida em espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo

Scientific - EUA).
4.6 Obtenc¢iao da primeira fita de cDNA

Um micrograma do RNA total era adicionado a uma solucao contendo 0,5 pg de
oligo-dTs (Prodimol), 1 pL de uma mistura de dNTPs a 10mM (dATP; dCTP; dGTP;
dTTP) (Invitrogen) e agua Milli-Q em um volume final 13 pL. Apds incubagdo a 65°C
durante 5 minutos e 2 minutos em gelo, eram adicionados 7 pL. de um mix contendo 4 uLL
de tampao M-MLYV First strand buffer (Invitrogen), 2 pL de DTT 0.1 M (Invitrogen), e 1
pL (200U) da enzima transcriptase reversa MMLV-RT (Invitrogen). A mistura era
incubada a 37°C por 50 minutos para obten¢do do cDNA e posteriormente a 70°C durante
15 minutos para inativagdo da MMLV-RT. Alternativamente, devido a sua maior
eficiéncia e fidelidade, 1 pL (200U) da enzima Superscript II (Invitrogen) foi adicionado
e a reacdo incubada a 42°C por 50 minutos para a geragdo do cDNA que foi utilizado

como molde nas reacdes de nested RT-PCR.

4.7 RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

Para andlise dos niveis de mRNA, 2 pL. de uma diluicdo 1:10 de cDNA era
utilizado como DNA molde para a reagcdo de RT-qPCR juntamente a uma mistura
contendo 5 pL de 1IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), 2 uL de d4gua milli-Q e 0,5
pL de cada iniciador a 10 mM (Tabela 2). Os procedimentos eram realizados em placas
de 96 pogos (Axygen), que eram seladas, vortexadas e centrifugadas a 1000 x g por 1
minutos antes de serem transferidas para termociclador de tempo real (CFX96 Touch,
Bio-Rad). Os dados eram analisados no CFX Manager Software (Bio-Rad) e salvos em
formato Microsoft Excel para realizagdo dos célculos. Condig¢des termociclicas estdo
descritas na Tabela 2. A especificidade das reagdes era confirmada através da curva de
melting. Os dados de expressdao foram normalizados pelo gene de referéncia Rpl32
(proteina ribossomal L32) e os niveis relativos de expressdo foram analisados de acordo
com a equacdo 229, onde ACt = Ct(gene alvo) — Ct(gene normalizador) de acordo com

o método de Livak e Schmittgen, 2001 (Livak and Schmittgen, 2001).
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4.8 Nested RT-PCR

Uma primeira RT-PCR foi realizada utilizando-se uma mistura de 2 pL. de cDNA
de células Raw264.7 tratadas ou ndo com 100 ng/mL de LPS, 0,125 pL da enzima Taq
DNA polimerase (5U/uL, Phoneutria), 2,5 uL de Tampao 10 10X (Phoneutria), 0,75 uL
de MgCI2 50mM (Phoneutria), 0,5 pL de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) a 10mM (Invitrogen), 16,625 uL de H20 Milli-Q, e 1,25 pL a 10 uM dos
inciadores senso “Fwd+1” e antisenso “Rev 1” (Tabela 2). A reagdo foi fracionada em
gel de agarose 1,5 %, a regido do gel na altura da banda esperada foi cisada, o DNA foi
purificado utilizando-se o “QIAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen) e uma segunda reacao
de RT-PCR (nested RT-PCR) foi realizada a partir do produto purificado utilizando-se os
iniciadores internos senso ‘“Nested +22” e antisenso “Nested Rev2” (Tabela 2). As
condi¢des termociclicas sdo descritas na Tabela 2. Em seguida, apds a adi¢do de tampao
Loading Buffer 1X (Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 50mM pH 8.0, glicerol 10%,
Bromophenol blue 0,25% e Xylenecyanol 0,25%) as amostras foram fracionadas a 100 V
em gel de agarose 1,5 % preparado em solugdo tampao TAE 1X (0,04M Tris-acetato,
0,001M EDTA) contendo brometo de etideo (0,51g/mL), e as imagens foram capturadas

através de cAmera acoplada a sistema de fotodocumentagio UV (MultiDoc-It™, UVP).
4.9 Oligonucleotideos e condicdes termociclicas

Os oligonucleotideos utilizados nesse trabalho assim como as condigdes
termociclicas utilizadas em suas respectivas reagdes estdo listadas a seguir na Tabela 2:
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Tabela 2: Listagem dos genes alvos, dos oligonucleotideos utilizados para amplificagdo, e das
condicdes termociclicas utilizadas em cada reagao.

Alvo e Iniciadores Sequéncia Condigées
Reagdo 5->3 termociclicas
94°C/5’
rRNA 16 . / .
(Mycop! GPO-3 (fwd) GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT  94°C/30
m’;cjf ‘)’5 55°C/30""(35 ciclos)
PCR” MGSO (rev) TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC  72°C/30”
72°C/5°
Rasgefta ORI MRGF1a (fwd) GTCACCCGTTGTGGACAAAG
RT-qPCR
ART-mRGF1a (rev) TTGACCCGTTCCAGTTCAATG
Rasgefth ART-mRGF1b (fwd) GCTACAGCGAACGGAAGAA
RT-gPCR GRT-mRGF1b (rev) CTTCACAGGCATGCAGATTTC
Rasgefic ART-mRGF1c (fwd) GCTGGAGCGACTAAGGCAC
RT-gPCR GRT-mRGF1c (rev) CTGTTGAACCACTTCACGTAGG
95°C/10°
GCTGCCATCTGTTTTACGG
Rpl32 qRT-RPL32 (fwd) 95°C/15"" (40 ciclos)
RT-GPCR 1 RPL32 (rev) TGACTGGTGCCTGATGAACT 60°C/60
qRT-Rela (fwd) CTTCACAGGCATGCAGATTTC
Rela-p65
RT-qPCR oRT-Rela (rev) CATAGGTCCTTTTGCGCTTC
qRT-116 (fwd) TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
16
RT-qPCR GRT-I6 (rev) TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
qRT-Cxcl1 (fwd) ACTGCACCCAAACCGAAGTC
Cxcl1
RT-qPCR GRT- Cxcl1 (rev) TGGGGACACCTTTTAGCATCTT
y qRT-Tnf (fwd) ACAGAAAGCATGATCCGCG
Tn
RT-qPCR QRT-Tnf (rev) GCCCCCCATCTTTTGGG
94°C/4’
Rasgef1b Fwd +1 (fwd) GGCGGGCGGGGGCGTGGCCTG 94°C/30"
RT?P L 60°C/30""(30 ciclos)
Rev 1 (rev) GGAATTCAGAGGGCGGCGAGTTTTC ~ 72°C/1°45”
72°C/5°
94°C/4’
Nested Fwd +22 o .
Rasgef1b (fwd) CGGCAGGAGGCGGGCATTTC 94°C/30
RT-PCR 55°C/307"(30 ciclos)
CCAAGTGTTGGATAAGGGCTTC °c/1°45"
(nested) Nested Rev 2 (rev) 720(:/1,45
72°C/5
94°C/3’
R 1h Xho-P-mFWD1 CCGCTCGAGTTTAAACATCCTTCGCAAAC  94°C/15”
“;‘gf 52°C/30°(35 ciclos)
Xho-PD1 CCGCTCGAGCGGGAAAACCCGCCGATC — 68°C/4°

68°C/10°
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4.10 Analises in silico

As sequéncias de aminoacidos de RasGEFla, RasGEF1b ¢ RasGEFIlc foram
recuperadas a partir do banco de dados UniProtKB (nimeros de acesso E9Q1N6, Q8JZL7
e Q9D300, respectivamente) (2019), seu alinhamento se deu do programa Clustal Omega
versdao 1.2.1 (Sievers et al., 2011), e o dendograma foi gerado através do programa
TreeFam (Li et al., 2006). A sequéncia genOmica a montante da sequéncia codificadora
de Rasgef1b foi recuperada a partir do banco de dados de sequéncias nucleotidicas do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Numero de acesso:
NC 000071.6). Para analise dos potenciais elementos regulatdrios presentes na sequéncia
foram utilizados os programas TFBind (parametros padrao) (Tsunoda and Takagi, 1999)
e TFSearch 1.3 (cutoff >85 — atualmente fora de servigo) (Akiyama, 1995) baseados na
3.3 do banco de dados TRANSFAC, e Genomatrix Matlnspector 8.21 baseado na Matrix
Family Library versdo 9.4 (cutoff >0.85 otimizado) (Quandt et al., 1995). Os elementos
nao-relacionados a resposta imune ou que nio atenderam os requisitos minimos de
similaridade as matrizes foram ignorados. Para anélises da presenca de ilhas CpG foram
utilizados os programas MethPrimer, EMBOSS-Cpgplot, e EMBOSS-Newcpgreport (Li
and Dahiya, 2002; Rice et al., 2000). As analises comparativas de regides ndo-
codificadoras conservadas entre o gene RasGEF1b murino e seus ortdlogos foi realizada
através dos programas BLASTn-Megablast discontinuo (Altschul et al., 1990), mVISTA
(Frazer et al., 2004), e das ferramentas multiz/phyloP do navegador de genomas UCSC
(Blanchette et al., 2004; Chiaromonte et al., 2002; Schwartz et al., 2003; Siepel et al.,
2005). Os dados de protein binding microarray para a ligacdo de dimeros NF-kB as
sondas kB foram recuperados do banco de dados publico “NF-kB PBM Dataset” (Siggers
et al.,, 2011). Os dados de ChIP-seq, assim como as faixas de hipersensibilidade por
DNAsel-seq foram recuperadas do banco de dado ENCODE /LICR ou
ENCODE/University of Washington, respectivamente, utilizando-se o navegador do

genoma UCSC (Consortium, 2012; UCSC, 2012)

4.11 Amplificacio e clonagem do promotor putativo de Rasgef1b

Para a construcao dos plasmideos reporter contendo parte da sequéncia gendmica
a montante da sequéncia codificadora de Rasgef1b, um segmento de 3.000 pares de bases
(-2881 a +119, onde a posicao +1 corresponde ao sitio de inicio da transcri¢do - TSS) foi

amplificado a partir de DNA gendmico de macrdéfagos peritoniais de camundongos
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C57BL/6. A reagao foi preparada em um volume final de 25 pL de solugdo contendo 2,5
uL do tampao Pfx Amplification Buffer 10X (Invitrogen), 0,75 pL de mistura de dNTPs
10 mM (Invitrogen), 0,5 uL. de MgSO4 50 mM (Phoneutria), 2,5 L. de PCRx Enhancer
Solution 10X (Invitrogen), 0,5 uL da Platinum Pfx DNA polimerase (Invitrogen), 1,25
uL dos oligonucleotideos senso XHO-P-mFWD1 e antisenso XHO-PD1 a 10uM, e 2 uLL
de DNA gendmico murino. As condi¢des termociclicas estdo descritas na Tabela 2. Ao
final da reacdo, foram adicionados 0,5 pL de dATP 10mM e 0,33 uL Tag DNA
polimerase 5 U/uL (Phoneutria), seguidos de incubagdo a 72°C por 15 minutos.

O amplicon foi clonado inicialmente no plasmideo pGEM-T-Easy® (Promega).
Para isso foram misturados 5 uLL do tampao Rapid ligation 2X T4 DNA ligase (Promega),
1 uL plasmideo pGEM-T-Easy, 3 uL do amplicon e 1 pL de T4 DNA ligase (Promega),
totalizando 10 pL, e a reacdo foi incubada por 16 horas a 4°C. O produto da reacao foi
entdo transformado em bactérias quimiocompetentes XL1-Blue, para replicagdo do
plasmideo e obtengao do inserto em maior quantidade, como descrito nos tépicos 4.13 e
4.14. A confirmagdo da clonagem se deu através de digestdo com as enzimas Xhol
(Promega) e Xmnl (Promega) (tépico 4.16) e posterior fracionamento em gel de agarose
1,5 % preparado em solucdo tampao TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA)
contendo brometo de etideo (0,5ug/mL), e as imagens foram capturadas através de
camera acoplada a sistema de fotodocumentagio UV MultiDoc-It™ UVP mostrado
anteriormente em (Ledo, 2013).

A fim de viabilizar a clonagem unidirecional do inserto no repdrter de expressao
da luciferase pGL3-Basic (Promega), procedeu-se uma reagdo de digestio com as
enzimas Kpnl e Xhol. Através dessa reagdo, 134 nucleotideos foram removidos da
extremidade 5° do inserto, gerando um segmento de 2.866 pb (-2747/+119). O vetor
pGL3-basic foi previamente preparado para a clonagem através da digestdo com as
mesmas enzimas € posteriormente incubado com a enzima CIAP 1/uL (do inglés Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase — Promega) seguindo-se o protocolo do fabricante. Para
a ligagdo do inserto foram preparadas reacdes contendo 4 pL (150 ng) de pGL3-Basic, 4
pL de Ligation Buffer 5x (Invitrogen) 1 uL de T4 DNA Ligase (1 U/uL — Invitrogen), e
inserto nas proporgdes molares 3:1, 2:1 e 1:1 (inserto:vetor). As reagdes foram
completadas com 4agua Milli-Q para um volume final de 20 puL e incubadas por 60 minutos
a 25°C. O inserto foi finalmente clonado no sitio multiplo de clonagem do plasmideo

pGL3-Basic entre os sitios de Kpnl e Xhol, procedeu-se entdo a transformacdo em
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bactérias XL1-Blue e finalmente a obtengao do plasmideo pGL3-2774/+119 (2.8 kb) em

média escala como descrito nos topicos 4.13 e 4.14.

4.12 Geracgao de mutantes por delecdo e sintese de DNA

Uma série de delecdes a 5 e 3° foram realizadas a partir do plasmideo pGL3-
2747/+119 (2.8 kb) através das seguintes reagdes de digestdo com enzimas de restrigdo:
para gerar a constru¢ao pGL3-A487 (-2.747/-368) utilizamos a enzima Bgl/ll (Promega).
A amostra foi fracionada em gel de agarose 1% e a banda de interesse foi recuperada e
purificada utilizando-se o kit “QIAquick Gel Extraction Kit” da QIAGEN. O plasmideo
foi religado através de incubacdo com 1 pL de T4 DNA Ligase (1 U/pL — Invitrogen) por
60 minutos a 25°C. Para gerar a constru¢do pGL3-1621/+119 (1.7 kb) foi realizada uma
digestao dupla com as enzimas EcoRI e Kpnl. Para a construgdo do pGL3-706/+119 (0.8
kb) foi realizada uma digestdo dupla com as enzimas Mlul e Kpnl. As amostras foram
fracionadas em gel de agarose 1% e os fragmentos de interesse foram recuperados e
purificados utilizando-se o kit “QIAquick Gel Extraction Kit” da QIAGEN. Uma vez que
essas digestoes geraram extremidades coesivas, mas ndo complementares, as amostras
foram submetidas ao tratamento com T4 DNA Polimerase. Para isso, 10 pL de cada
amostra foi misturado a 5 unidades de T4 DNA polimerase (Invitrogen), 0,6 pL. de ANTPs
10mM (Invitrogen), 12 pL. de 5x T4 DNA Polymerase Buffer (Invitrogen) e 6uL de BSA
10x (Invitrogen) em um volume final de 60 pL completado com agua Milli-Q. As reagdes
foram incubadas por 15 minutos a 11°C, 5 minutos a 37°C e finalmente por 10 minutos a
75°C para inativacao da enzima. Os plasmideos foram religados através de incubagado
com 1 pLL de T4 DNA Ligase (1 U/uL — Invitrogen) por 60 minutos a 25°C. A construgdo
pGL3-183/+119 (0.302 kb) assim como as construcdes contendo mutacao nos sitios kB
foram geradas através de sintese de DNA pela empresa Genescript (USA). As seguintes
mutagdes kB foram realizadas (bases mutadas em negrito e mindsculo): kB#1-
GGGTTTTCCC / tetTTTTCaaG; kB#2- TGGAGTTTCA / TGGAGTaaCt; «B#3-
GGGCATTTCCC / GttCATTTCaa; xB#4- GGCAAGTCCC / ttCAAGTaaC; «xB#5
CGGGAGTCCC/ CGttAGTaCC. As construgdes geradas foram transformadas em
bactérias quimiocompetentes XL1-Blue e obtidas em pequena e média escala como
descrito nos topicos 4.13 e 4.14. Para confirmacao as construcdes foram sequenciadas e
também realizadas digestoes seguidas de fracionamento em gel de agarose 1,5 %

preparado em solugdo tampao TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA) contendo
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brometo de etideo (0,5ug/mL), e as imagens foram capturadas através de camera acoplada

a sistema de fotodocumentacdo UV MultiDoc-It™ UVP.

4.13 Transformacio bacteriana

Os plasmideos utilizados nesse trabalho foram transformados em bactérias
quimiocompetentes XL1-Blue para replicacdo e posterior obtencdo dos mesmos em
pequena e média escala. Para isso, as bactérias XL1-Blue quimiocompetentes eram
retiradas do botijao de nitrogénio liquido e deixadas em gelo para descongelamento. Dez
nanogramas de plasmideo eram misturados a 100 pL da suspensdo de bactérias. A
amostra era incubada durante 30 minutos em gelo, seguido de choque térmico em banho
de agua a 37°C por 45 segundos e 2 minutos em gelo. Em seguida, 900 pL de meio Luria
Bertani (LB - Triptona 10g/L; NaCl 5g/L; extrato de levedura 5g/L) sem antibidtico era
adicionado e a amostra era incubada por 1 hora, 37°C, ¢ 220rpm em Shaker Orbital
(MA410 — Marconi). A amostra era entdo centrifugada a 8.000 x g por 1 minuto, o
sobrenadante era descartado, o sedimento era ressuspendido em 100ul de LB liquido e
plaqueado em placas de petri contendo agar a 1,5% preparado em meio LB com 100ug/pL

de Ampicilina (Sigma-Aldrich). As placas eram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.
4.14 Obtenciao de DNA plasmidiano em pequena e média escala (midiprep)

Colonias eram selecionadas das placas de transformagdo e individualmente
inoculadas em tubos de polipropileno (15mL) contendo meio LB com Ampicilina a 100
pg/mL. Os tubos eram incubados sob agitacdo a 37°C por 16 horas. Para a extragdo dos
plasmideos em pequena escala o “Kit QIA prep Miniprep” (QIAGEN) era utilizado de
acordo com o protocolo do fabricante. Para a obten¢do dos plasmideos em média escala
eram utilizados os kits “GenElute™ HP Plasmid Midiprep” (Sigma-Aldrich) e “GenElute
Endotoxin-free Plasmid Midiprep” (Sigma-Aldrich) — para obtencdo de DNA
plasmidiano livre de endotoxinas para os experimentos realizados em células Raw264.7

— de acordo com o protocolo do fabricante.

4.15 Digestao com enzimas de restricio

Aliquotas de 10 pL de plasmideo — concentragdo entre 0,2 e 0,5 pg/puL — eram
adicionadas as solugdes contendo 2 pL do tampdo padrdo de cada enzima (Promega), 1

nL de enzima de restri¢ao (10U/uL), 2 pL de BSA (10 mg/mL) e 4gua Milli-Q para um



55

volume final de 20 pL. As reagdes eram incubadas a 37°C por 90 minutos em banho de
agua. Para digestdes duplas em que as enzimas ndo compartilhavam do mesmo tampao
padrdo, a primeira digestdo era realizada com a enzima cujo tampao padrdo contém a
menor quantidade de sal. Em seguida era realizada a inativacao da enzima a 65° C por 15
minutos e, entdo, era adicionado 1puL da enzima de restri¢ao adicional, 3uL de seu tampao
padrdo, 1 pL. de BSA (10 mg/mL), e o volume era completado com agua Milli-Q para

30uL final seguido de nova incubacdo a 37°C por 90 minutos em banho de agua.

4.16 Sequenciamento de DNA plasmidial

Os segmentos clonados no vetor pGL3-Basic (Promega, USA) foram
sequenciados utilizando-se os oligonucleotideos RVprimer3 e GLprimer2 (Promega), e 8
oligonucleotideos adicionais desenhados através do programa Primer3 versdo 0.4
(Untergasser et al., 2012), descritos na Tabela 3, por eletroforese capilar em aparelho
ABI3130, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1 pela empresa Myleus
Biotechnology. As sequéncias nucleotidicas foram comparadas a sequéncia referéncia do

banco de dados do NCBI e confirmadas.

Tabela 3: Listagem dos oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento da regido
flanqueadora de Rasgef1b clonada no vetor pGL3-Basic.

.. Sequéncia
Iniciadores 5> 3
RVprimer3 fwd (Promega) CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
SEQ- 2.8kb-FWD2 TGTATGTTGGGTCACCATGA
SEQ- 2.8kb-FWD3 CACTTTTGCACGCCTGAGTA
SEQ- 2.8kb-FWD4 TGGAGCTAGAAGGACCCTGA
SEQ- 2.8kb-REV1 CCTGATGTGGCTGATGGAAT
SEQ- 2.8kb-REV2 TGACGGGTCCCATGAGTTAT
SEQ- 2.8kb-REV3 CCTGTGAAACCCTCCTCAAG
SEQ- 2.8kb-REV4 CCTTAAGCCCCGCAGTTTAT
SEQ- 2.8kb-REV5 TTTCGCAAAGGAAAGGAAGA
GLprimer2 rev (Promega) ACTGACTGACTGACTGACTGACTG

4.18 Transfeccao transiente

Células HEK293 ou Raw264.7 eram plaqueadas a 1x10° ou 2x10° células/poco,

respectivamente, em placas de 24 pocos e as transfecgdes eram realizadas apos 24 horas
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de plaqueamento, quando as células apresentavam confluéncia 80-90%. Quatrocentos
nanogramas do plasmideo vazio pGL3-Basic, do promotor do gene da E-Selectina
(pGL3-Esel), ou dos reporteres contendo segmentos da sequéncia flanqueadora de
Rasgef1b eram transfectados juntamente com 100ng do plasmideo pRL-TK que promove
a expressao constitutiva da luciferase de Renilla, usado como normalizador nos ensaios
de gene reporter. Onde indicado, as células foram transfectadas com 500 ng de plasmideos
para expressao de Mal/TIRAP, MyD88, TRIF, RelA, RelB ou cRel para avaliar os efeitos
da ativacao de TLRs e de NF-«B na atividade dos segmentos. A quantidade de DNA
transfectado era mantida constante pela transfec¢ao do plasmideo pFLAG-CMV4 (vetor
vazio) nas células que nao recebiam os plasmideos de expressao citados. As transfecgdes
foram realizadas através do método polimero catidnico por meio do uso do reagente
MAX-PEI (Polietilenoimina, PolySciences, EUA). Brevemente, os plasmideos a serem
transfectados em cada pogo eram misturados a 100 pL de meio DMEM sem soro
juntamente com o reagente MAX-PEI na propor¢do de 5:1 (uL de MAX-PEI : pg de
DNA/pogo). A mistura era vigorosamente vortexada por 15 segundos e incubada por 10
minutos a temperatura ambiente. Eram adicionados 200 pL. de DMEM suplementado com
10% de SFB, e o volume total de 300 pL da mistura era adicionado a cada pogo. As placas
eram incubadas em estufa, e a transfec¢do ocorria por 24 horas até a obtencao do extrato
para ensaio de gene reporter. No caso das células Raw264.7, apds 24 horas de transfeccao
e previamente a obten¢do do extrato, o meio era trocado por DMEM fresco, e as células
eram estimuladas ou ndo com 100 ng/mL de LPS (055:B5 — Sigma-Aldrich, EUA) po 24

horas.

4.19 Obtencao do extrato celular e ensaio de gene reporter

Para a obtencao do extrato celular, o meio de cultura era aspirado por sucgdo a
vacuo e eram adicionados por pogo 200uL de tampao de lise passiva (PLB 1X, do inglés
Passive Lysis Buffer) fornecido pelo kit “Dual-Luciferase Reporter System” (Promega).
A placa era entdo incubada a temperatura ambiente sob baixa agitacdo em shaker orbital
por 15 minutos e entdo armazenada em freezer a -20°C até que a leitura da luminescéncia
fosse realizada. Para isso, apos descongelamento, as amostras eram transferidas para
tubos de microcentrifuga de 1,5mL (Axygen Scientific) e centrifugadas a 8.000 x g por 5
minutos. Cinco microlitros dos extratos de HEK293 ou 20 pL dos extratos de Raw264.7
eram adicionados por pogo em uma placa de 96 wells opaca, de cor branca (FluoroNunc,

Nunc, EUA). Em cada pogo eram adicionados 40uL do reagente “LARII” (Promega),
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seguido da leitura das amostras em lumindémetro (LumiCount™, Packard Instruments).
Imediatamente apos a leitura da luciferase de vagalume (Photinus pyralis) a placa era
retirada do aparelho e eram adicionados 40uL do reagente “Stop & Glo” (Promega) a
cada pocgo para a leitura da luciferase de Renilla. Os valores obtidos das leituras eram
registrados e salvos automaticamente pelo programa “Reader” (Packard Instruments,
USA). A atividade relativa da luciferase de cada reporter transfectado era determinada e

normalizada pela razdo do valor da leitura da luciferase do Vagalume sobre o valor da

leitura da luciferase da Renilla (dada pelo plasmideo pRL-TK).

4.20 Plasmideos

Os plasmideos utilizados nesse trabalho estdo listados a seguir:

Tabela 4: Listagem e descri¢ao dos plasmideos utilizados para transfec¢ao.

Plasmideos

Descricao

pFLAG-CMV4

Plasmideo de expressao eucariética contendo epitopo FLAG
(Sigma, USA).

pFLAG-Mal/TIRAP

Contém sequéncia codificadora de Mal/TIRAP com epitopo
FLAG (Fitzgerald et al, 2001).

pCMV-HA-MyD88

Contém sequéncia codificadora de MyD88 com epitopo HA
sob o controle do promotor CMV (Addgene # 12287).

pEF-Bos TRIF Flag

Contém sequéncia codificadora de TRIF com epitopo Flag
(Addgene # 41554).

pFLAG-RelA

Contém sequéncia codificadora do mondmero p65 (RelA) de
NF-kB com epitopo FLAG, gentilmente cedido por Daniel
Mansur (UFSC, Brasil).

pFLAG-c-Rel

Contém sequéncia codificadora do mondmero c-Rel de NF-
kB com epitopo FLAG (Addgene #20013).

RelB cFlag pcDNA3

Contém sequéncia codificadora do monémero RelB de NF-xB
com epitopo FLAG (Addgene #20017).

pcDNA3-p50-flag

Contém sequéncia codificadora do monémero p50 de NF-kB
com epitopo FLAG, (Addgene #20018)

p52 cFlag pcDNA3

Contém sequéncia codificadora do monémero p52 de NF-kB
com epitopo FLAG (Addgene #20019).

pGL3-2747/+119

Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional de um segmento de DNA de 2.866
nucleotideos (-2747/+119) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgeflb murino.

pGL3- A487

Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional de um segmento de DNA de 2.374
nucleotideos (-2747/-368) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgeflb murino.
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pGL3-1621/+119 Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional de um segmento de DNA de 1740
nucleotideos (-1621/+119) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgef1b murino.

pGL3-706/+119 Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional de um segmento de DNA de 825
nucleotideos (-706/+119) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgef1b murino.

pGL3-183/+119 Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional de um segmento de DNA de 302
nucleotideos (-183/+119) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgeflb murino.

pGL3-183/+119 Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o

(kb #4 e #5 mut) controle transcricional de um segmento de DNA de 302
nucleotideos (-183/+119) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgeflb murino contendo os elementos kb a montante do
TSS mutados (kb #4 e #5).

pGL3-183/+119 Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o

(kb #1, #2 e #3 mut) controle transcricional de um segmento de DNA de 302
nucleotideos (-183/+119) da sequéncia ndo-codificadora de
Rasgef1b murino contendo os elementos kb a jusante do TSS
mutados (kb #1, #2 e #3).

pGL3-Basic Plasmideo comercial (Promega) contendo o gene da
luciferase de vagalume Photinus pyrallis, ausente de
promotor.

PRL-TK Contém o gene da luciferase de celenterado Renilla sob o

controle transcricional do promotor do gene da timidina
cinase do virus HSV-1 (Promega).

4.21 Ensaio para cromatina acessivel por transposase seguido de sequenciamento
(ATAC-seq, do inglés Transposase-Accessible Chromatin with high-throughput

sequencing)

Para andlise de regides de cromatina acessivel ao longo do genoma de
camundongo, adaptamos os métodos de ATAC-seq descritos previamente (Bao et al.,
2015; Buenrostro et al., 2013). BMDMSs murinos primarios foram plaqueados a 5x10*
células/poco em placa de 96 pocos por 24 horas e entdo tratados ou ndo com 100 ng/mL
de LPS (O55:BS - Sigma) por 2 horas. O meio foi desprezado, a monocamada foi lavada
duas vezes com PBS a temperatura ambiente, e as células foram lisadas com 50 pL de
tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM NacCl, 3 mM MgCl2, 0,05% NP-40) em
incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente. A placa foi centrifugada, o

sobrenadante foi descartado, 50 pL. do Master Mix de transposi¢do foi adicionado por
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poco (Illumina Nextera DNA Library Prep Kit - 25ulL de tampao 2X Tagment DNA, 5ul
da enzima transposase TDE1 Tagment DNA Enzyme, 20uL de agua Mili-Q), a placa foi
gentilmente homogeneizada e incubada por 30 minutos a 37 °C. O DNA tagmentado foi
purificado utilizando-se o kit “MinElute PCR Purification” (QIAgen — USA), entdo
amplificado através de PCR utilizando-se o Master Mix de PCR High-Fidelity 2X e 1.25
UM dos iniciadores com barcode “Nextera Customized PCR primers 1 and 2” descritos
por Buenrostro et al. seguindo seu protocolo para amplificagdo (Buenrostro et al., 2013;
Buenrostro et al., 2015). O DNA amplificado foi purificado com o kit “QIAquick PCR
Purification” (QIAgen) e em sequéncia utilizando-se o kit “Agencourt AMPure XP PCR
Purification” (Beckman Coulter - USA) baseado em esferas magnéticas, seguido de
analise em chip “Bioanalyzer HS” (Agilent — USA) para garantir a selecdo de tamanho
dos fragmentos. As amostras foram sequenciadas pelo New York Genome Center com
leituras pareadas (paired-end) de 50 pb. As sequéncias foram alinhadas ao a versao mm10
do genoma referéncia de camundongo e o programa IGV versao 2.4.14 (Robinson et al.,

2011) foi utilizado para identificagdo dos picos e plotagem dos graficos.

4.22 Ensaio de desvio de mobilidade eletroforética (EMSA, do inglés, Electrophoretic
mobility shift assay)

Macrofagos Raw264.7 foram plaqueados em placas de petri de 15¢cm? (20 x 10°
células) por 24 horas, e entdo estimulados ou ndo com 100 ng/mL de LPS (O55:B5 —
Sigma) por 30 minutos, 1 hora ou 3 horas. Em seguida procedeu-se a obtencao do extrato
nuclear. Para isso, o meio foi removido, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x,
coletadas gentilmente com o auxilio de um removedor de células (cell scraper), e
centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o as células
foram ressuspendidas 500 puL de tampao hipotdnico gelado (10 mM HEPES, 10 mM KCl,
0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7.9) e imediatamente adicionado 2
mg/mL de leupeptina, 0.03 TiU/mL de aprotinina, | mg/mL de pepstatina, e 1 mM de
PMSEF. As células foram incubadas em gelo por 20 minutos, S0uL de solugdo Nonideto
NP-40 (10%) foi adicionado e vortexado vigorosamente por 10 segundos. A soluc¢do foi
centrifugada a 18.000 x g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado € o
precipitado ressuspendido em 200uL de tampao hipertonico gelado (20 mM HEPES, 0.4
M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7.9) com adi¢do imediata de 2
png/mL de leupeptina, 0.03 TiU/mL de aprotinina, 1 mg/mL de pepstatina, e 3 mM de

PMSF. A solu¢dao foi homogeneizada em shaker orbital por 15 minutos a 4°C,
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centrifugada a 18.000 x g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado. A concentragao
de proteina foi determinada através de ensaio de BCA com o “Micro BCA™ Protein
Assay Kit” (Thermo — USA).

Para a realizagdo do EMSA, sondas contendo os elementos kB presentes no
promotor de Rasgefib (Tabela 5) ou no promotor do gene H2k do complexo de
histocompatibilidade principal (Meininger et al., 2016) foram sintetizadas pela empresa
Fisher Scientific (USA) com purificagdo por HPLC. Procedeu-se o anelamento dos
oligonucleotideos senso e anti-senso para gera¢ao da sonda de dupla fita incubando-se 5
ug de cada oligo em 50 pL de tampao de anelamento (50 mM Tris-HCI, pH 8, 70 mM
NacCl) a 90 °C por 10 minutos, e posterior incubacao a temperatura ambiente por 16 horas.
O anelamento foi confirmado através de fracionamento das sondas em gel de
poliacrilamida 12% em TBE 1x. (10,8 g Tris-base, 5,5 g 4cido boérico, 7.5 g EDTA, 1 L
agua mili-Q, pH 8.3). Os procedimentos a seguir foram realizados utilizando-se os
equipamentos prote¢ao pessoal necessarios, em ambiente adequado e de acordo com as
normas do Research Radiation Safety Program da Universidade de Columbia (NY). Para
marcagao radioativa através de preenchimento de overhang 5° dos oligos, 1 uL da sonda
(100 ng/uL) foi incubado com 2.5 uLL do tampao NEB Buffer 2, 1.8 uL de dCTP, dGTP,
dTTP (0.5 mM), 3 pL de dATP [a-32P] (10 pnCi/uL), 1 pL da enzima DNA Pol I
(Klenow) (NEB — USA), e 4gua mili-Q para um volume final de 25 pL a 37°C por 30
minutos. As sondas marcadas foram purificadas utilizando-se o “QIAquick® Nucleotide
Removal Kit” (QIAgen) e a taxa de decaimento de cada sonda foi determinada utilizando-
se o Tri-Carb® 2810TR LSA (Perkin-Elmer). As sondas foram incubadas (30.000 cpm
por amostra) com 10 uL de tampao 2x Shift (40 mM HEPES pH 7.9, 120 mM KCl, 8%
Ficoll), 0,2 uLL de BSA (10 mg/mL), 0,4 uL. de DTT (100mM), 1 pL de Poly (dI:dC) (2
mg/mL), e 10 pg de extrato e 4gua mili-Q para um volume final de 20 pL a temperatura
ambiente por 30 minutos. Para andlise de especificidade de ligacdo, uma sonda ndo-
marcada contendo a sequéncia kB consenso (Santa Cruz Biotechnology — USA) foi
adicionada a reacdo em excesso em relagdo a sonda marcada (50 ou 100 vezes mais). Para
supershift, 1ug de anticorpos anti-p50 (sc-114x), anti-RelA (sc-8008), ou anti-cRel (sc-
71x) (Santa Cruz Biotechnology — USA) foram pré-incubadas com o extrato nuclear por
30 minutos em gelo. As amostras foram entdo fracionadas a 200 V em gel de
poliacrilamida ndo-desnaturante 5% em TBEI1x (44 mL de agua mili-Q, 6 mL TBE 10x,
10 mL acrilamida 30%, 450 uLL APS, 45 uL TEMED). Ao final da corrida, o gel foi seco
a 80 °C por 2 horas em “Gel Dryer Model 583” (BioRad), exposto por 16 horas em
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“KODAK Phospor Screen”, e a imagem foi analisada no Typhoon Trio Variable Mode

Imager (Amersham Biosciences).

Tabela 5: Sondas contendo os elementos kB do promotor de Rasgeflb utilizados em EMSA

Sonda Se:u:;f'la
(Fwd) gatcCTGGATCGGCGGGTTTTCCCTTTCTTCTGG
kB #1 (Rev) gatcCCAGAAGAAAGGGAAAACCCGCCGATCCAG
(Fwd) gatcCGGCTCGGGCTGGAGTTTCAGTATAAACAA
KB #2 (Rev) gatcTTGTTTATACTGAAACTCCAGCCCGAGCCG
(Fwd) gatcGGCAGGAGGCGGGCATTTCCCCAGCAAGGG
KB #3 (Rev) gatcCCCTTGCTGGGGAAATGCCCGCCTCCTGCC
(Fwd) gatcCGCGGAACCCTGGCAAGTCCCCGAGCGCCCGC
KB #4 (Rev) gatcGCGGGCGCTCGGGGACTTGCCAGGGTTCCGCG
(Fwd) gatcCGCAGCGTCACGGGAGTCCCTACCCGCGGA
KB #5 (Rev) gatcTCCGCGGGTAGGGACTCCCGTGACGCTGCG
(Fwd) gatcCAGGGCTGGGGATTCCCCATCTCCACAGG
H2k

(Rev) gatcCCTGTGGAGATGGGGAATCCCCAGCCCTG

(Fwd) gatcAGTTGAGGGGACTTTCCCAGG

KB consenso (Rev) gatcCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT

4.23 Imunoprecipitacio da cromatina seguido de sequenciamento (ChIP-seq, do

inglés Chromatin Immunoprecipitation Sequencing)

BMDMs primarios foram plaqueados em placas de petri de 15cm? (20 x 10°
células) por 24 horas, e entdo estimulados ou ndo com 100 ng/mL de LPS (O55:B5 —
Sigma) por 2 horas. Procedia-se a fixa¢do (cross-link) com 1% de formaldeido (Sigma)
por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de interrup¢ao da reagdo com glicina a
0.125M por 10 minutos e lavagem com PBS. As células fixadas eram lisadas em tampao
de lise (25mM HEPES pH 7.8, 1.5mM MgCl,, 10mM KCl, 0.1% NP-40) contendo 1mM
de DTT e de inibidores de protease em gelo por 10 minutos. Os lisados eram
centrifugados a 5.400 rpm por 5 minutos para obtengdo do nucleo. O nucleo isolado era
entdo lisado em tampao de lise nuclear (50mM HEPES pH 7.9, ImM EDTA, 1% TX-
100, 0.1% Na-DOC, 140mM NaCl, 1% SDS, e 5SmM EGTA adicionado na hora)

contendo inibidores de protease e entdo o lisado era sonicado utilizando-se Bioruptor
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(Diagenode) para obtencao de fragmentos entre 150 a 300 pb. Um micrograma de
Anticorpos anti-RelA (C-20, Santa Cruz Biotechnology) e anti-H3K27Ac (abcam
ab4729) foram incubados com Dynabeads de proteina A (Invitrogen). Os lisados
sonicados eram misturados com as beads ligadas aos anticorpos e imunoprecipitado a 4
°C por 16 horas. As beads foram lavadas e incubadas com RNase por 30 minutos a 37
°C, incubadas com proteinase K por 2 horas, seguido de incubagao a 65 °C por 16 horas
para reversao do cross-link. O DNA imunoprecipitado entdo purificado com “QIAquick
PCR Purification kit” (QIAgen). Pequenas aliquotas de DNA eram usadas para confirmar
a eficiéncia da reagdo de ChIP. A concentragdo do DNA imunoprecipitado e do DNA
input era determinada por Bioanalyzer (Agilent). A preparagdo da biblioteca ¢ o
sequenciamento foram realizados pelo Centro de Genoma JP Sulzberger da Universidade
de Columbia e pela empresa Admera Health. As amostras foram sequenciadas em HiSeq
(Illumina) com leituras pareadas (paired-end) de 150 pb. As sequéncias foram alinhadas
ao a versao mm10 do genoma referéncia de camundongo e o programa IGV versao 2.4.14

(Robinson et al., 2011) foi utilizado para identificacdo dos picos e plotagem dos graficos.

4.24 Analise estatistica

As andlises estatisticas e plotagem grafica foram realizadas utilizando o software
Prism 5.0 (GraphPad). Os resultados sdao dados como média = DP. Comparagdes entre
dois grupos foram feitas usando o teste T de Student. Multiplas comparagdes foram feitas
com ANOVA ou Two-Away ANOV A seguido de pos-testes de Bonferroni. Significancia
estatistica foi determinada como * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Os experimentos
de RT-qPCR foram realizados em triplicata técnica, os ensaios de gene reporter foram
realizados em duplicata técnica. As réplicas bioldgicas e repeti¢des de experimentos

independentes variavam e estdo indicados em cada figura.
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5. RESULTADOS

5.1 Rasgef1b é preferencialmente expresso em macrofagos

A expressdo de Rasgef1b ¢ induzida em macréfagos peritoneais apds ativacao de
TLRs e in vivo em camundongos infectados com protozoarios parasitas (Andrade et al.,
2010; Ferreira et al., 2002). No entanto, sua expressao em macréfagos murinos derivados
de medula 6ssea (BMDMs), assim como na linhagem de macréfagos Raw264.7, € pouco
conhecida. Uma vez que esses tipos celulares foram elencados como modelo em nossos
estudos, avaliamos os niveis do mRNA de RasGEF1b nessas células estimuladas ou ndo
com LPS através de RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Como mostrado na
figura 7, a estimulagdo com LPS rapidamente induz a um aumento de até 7 vezes nos
niveis do mRNA de RasGEF1b em BMDMs ¢ até¢ 9 vezes em macréfagos Raw264.7 (Fig.
7).

0.06+ BMDMs 0.025+ Raw264.7

*%

0.04+

0.02+

Niveis relativos do mRNA de Rasgef1b
Niveis relativos do mRNA de Rasgef1b

0-00 L] L] L] L] L] 1 O-OOO L] L] L] L] 1
024 8 12 24 0 3 6 9 24
Tempo (hrs) Tempo (hrs)
LPS 100 ng/mL LPS 100 ng/mL

Figura 7: Andlise da expressao de Rasgef1b induzida por LPS em macréfagos. Macréfagos
murinos derivados da medula 6ssea (BMDMs) ou macrofagos Raw264.7 foram deixados sem
tratamento (ctrl) ou estimulados com 100 ng/mL de LPS pelos tempos indicados. O RNA total
foi extraido e os niveis relativos do mRNA de RasGEFlb foi avaliado por RT-qPCR,
normalizados em relagdo ao gene referéncia Rpl32. Os dados representam a média + D.P. de
pelo menos trés experimentos independentes. * p < 0,05; ** p < 0,01; em relagdo ao nao
tratado (Ohr), determinado através de One-way ANOVA seguido por pds-teste de Bonferroni.
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O gene Rasgef1b ¢ conservado evolutivamente, possuindo cerca de 240 potenciais
ortdlogos identificados em vertebrados (NCBI orthologs) e em alguns invertebrados
como C. elegans e D. melanogaster. O produto génico em humanos, por exemplo,
compartilha cerca de 97% de identidade em relacdo ao RasGEF1b murino em sua
sequéncia de aminoacidos. Além disso, RasGEF1b possui dois paralogos, RasGEF1a e
RasGEFlc, intimamente relacionados por compartilharem relativa similaridade de
sequéncia assim como os dois dominios caracteristicos da familia RasGEF (REM e
CDC25) conservados (Andrade et al., 2010; Yaman et al., 2009). A sequéncia de
aminoacidos de RasGEF1b murino apresenta aproximadamente 60% e 66% de identidade
entre RasGEFla e RasGEFlc, respectivamente (Fig 8). Entretanto, sua expressdo em
macrofagos ativados € pouco conhecida, sobretudo em relagdo aos niveis bem
estabelecidos de RasGEF1b. Elucidando essa questdo, mostramos que os niveis basais do
mRNA de RasGEF1b em BMDMs primarios ¢ 81 vezes mais elevada que RasGEF1a, e
1.953 vezes mais elevada que RasGEF1c¢ (Fig. 9A). Assim como ocorre com RasGEF1b,
RasGEF1c¢ parece ser induzido apos estimulo com LPS, enquanto RasGEF 1a parece ser
inibido (Fig. 9B). Esses resultados indicam que macrdofagos expressam preferencialmente
RasGEF1b em relacdo aos paralogos RasGEF1a e RasGEF1c, reforcando a hipotese de
que esse GEF desempenha um papel na resposta imune inata mediada TLR em

macrofagos
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Figura 8: A homologia entre os membros da familia RasGEF1. A sequéncia de aminoacidos
de RasGEFla, RasGEF1lb e RasGEFl1c de diferentes espécies foram alinhadas através do
programa Clustal Omega 1.2.1 e o dendograma foi gerado através do programa TreeFam. A
similaridade entre os ortélogos murino e humano de RasGEFlb e entre os pardlogos
RasGEFla e RasGEFlc de camundongo estd representada (Id = identidade). A direita,
esquema representativo dos dominios REM e CDC25 e sua localiza¢do ao longo da sequéncia
peptidica de cada membro RasGEF1 em diferentes espécies.
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Figura 9: Andlise da expressao basal e induzida por LPS de Rasgefla, Rasgeflb e Rasgefic
em macrdéfagos. Macréfagos murinos derivados da medula dssea (BMDMs) foram deixados
sem tratamento (A) (ctrl) ou estimulados com 100 ng/mL de LPS pelos tempos indicados (B).
O RNA total foi extraido e os niveis relativos do mRNA de RasGEFla, RasGEF1lb e RasGEF1c
foram avaliados por RT-gqPCR, normalizados em relagdo ao gene referéncia Rpl32. Os dados
representam a média + D.P. de pelo menos trés experimentos independentes. ** p < 0,01;
determinado através de One-way ANOVA (A) ou Two-way ANOVA (B) seguido por pos-teste
de Bonferroni.

5.2 Analises in silico da sequéncia nucleotidica de RasGEF1b e identificacio de

potenciais elementos regulatorios

Analises in silico utilizando-se ferramentas de bioinformatica podem fornecer
informagdes importantes sobre sequéncias nucleotidicas e peptidicas ainda nao
caracterizadas, permitindo guiar o trabalho experimental e fornecendo subsidios para
perguntas biologicas pertinentes (Jareborg et al., 1999). Nesse sentido, a sequéncia
nucleotidica referéncia de Rasgef1b foi recuperada a partir do Genbank (NCBI Refseq:
NC 000071.6) para a conducdo de analises sobre sua provavel regido regulatoria
transcricional. Em consisténcia com outros bancos de dados como Ensembl (nimero de
acesso: ENSMUST00000031276.14) e o UCSC genome browser (nimero de acesso:
uc008ygl.1) essa anotagao curada sugere um nucleotideo guanina localizado 9.687 pb a
montante do sitio de inicio da tradugdo (ATG, localizado no exon 2) como o primeiro
nucleotideo transcrito de Rasgef1b (Fig. 10A e Fig. 11). Esse nucleotideo considerado

como o sitio de inicio da transcri¢ao (TSS, posi¢do relativa +1) foi utilizado no presente
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trabalho como referéncia em relagao ao inicio do mRNA de Rasgef1b para a numeracao
e mapeamento dos demais nucleotideos a montante (regido 5’ flanqueadora) e a jusante.

Para fornecer evidéncias da posicdo +1 predita na anotagdo, realizamos reagdes
de RT-PCR a partir do cDNA de Raw264.7 estimuladas ou ndo com LPS. Uma reagao
inicial foi realizada utilizando-se um iniciador senso (Fwd + 1) cuja extremidade 5° se
alinha ao nucleotideo sugerido como TSS (posi¢ao +1 até +21) e um iniciador reverso
(Rev 1) que se alinha a regido codificadora de Rasgef1b (posicao +720 até +705) (Fig.
10A). Embora uma banda de 720 pb fosse esperada, observamos um rastro indicando o
acumulo de produtos inespecificos amplificados, sobretudo na amostra proveniente de
células estimuladas (Fig. 10B). O ocorrido se deve provavelmente em razao da sequéncia
pouco especifica do oligonucleotideo senso, rica em repeticdes de Guanina e Citosina.
Para fornecer um diagnostico mais esclarecedor, foi realizada uma segunda PCR (nested
PCR) a partir do produto purificado da primeira reagcdo usando iniciadores senso e anti-
senso internos (posi¢ao +22/+41 e +371/350, respectivamente). O resultado (Fig. 10B)
revela que ha a amplificacdo de um produto de tamanho esperado de 350 pb na amostra
tratada com LPS, sugerindo que parte dos transcritos de RasGEF1b induzidos por LPS
em macréofagos abriga a regido proximal ao TSS anotado.

Em seguida, utilizamos as ferramentas TFsearch, TFBIND e Matlnspector para
investigar a presenc¢a de potenciais elementos regulatorios em uma ampla sequéncia de
2.8 kb que inclui 2.747 nucleotideos a montante e 119 nucleotideos a jusante do sitio de
inicio da transcricdo de Rasgefib (-2747 a +119). Em concordancia com o perfil de
expressao de Rasgeflb em macrofagos, identificamos varios elementos relacionados a
resposta imune como C/EBP (do inglés CCAAT-enhancer-binding proteins), STATI (do
inglés, Signal transducer and activator of transcription 1), Spl (do inglés, Specificity
protein 1), assim como sitios de ligacdo para NF-«B e AP-1 (Fig. 11). Esses dados
sugerem, portanto, um potencial papel dessa regido na regulacdo da expressdo de

Rasgef1b durante a ativagao de TLRs.
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Figura 10: Validacdo do proposto TSS de Rasgeflb em macréfagos. Reacdes de RT-PCR
foram conduzidas a partir do RNA total de macréfagos Raw264.7 estimulados ou ndo (crtl)
com 100ng/mL de LPS a fim de se avaliar a amplificacdo da extremidade 5 do mRNA de
RasGEF1b. (A) Uma primeira reagdo de RT-PCR foi realizada utilizando-se o primer forward
+1, cuja extremidade 5’ se alinha ao sitio de inicio da transcri¢do (TSS) de Rasgef1b segundo
a sequéncia referéncia mais atual (NCBI - Refseq: NC_000071.6), e o primer reverso “Rev 1”
que se alinha na sequéncia codificadora de Rasgeflb (exon 5). Os primers internos “Nested
fwd +22” e “Nested Rev 2"”foram utilizados em uma segunda reacgdo (nested PCR) a partir do
produto purificado da primeira reagdo. (B) Fracionamento gel de agarose 1,5% para analise
das rea¢des. Uma Unica banda de 720 pb era esperada a partir da primeira rea¢do, mas os
resultados foram inconclusivos devido a amplificagcdo inespecifica. Na segunda reagdo uma
Unica banda induzivel de 350 pb foi detectada nas amostras provenientes de células tratadas
com LPS como esperado (canaleta 3), confirmando a amplificagdo da primeira reagdo.
Marcador de DNA: Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder



-2747 GGTACCTGCCTCTTGTGGCTTTGITATTGATTAAACATAACACAATCAGATGTAGCACAGATATGGTAAACCATTCAACAGTGGGTAAGAATG
C/EBPa C/EBPa
-2654 TGTTGATGACAGCGATATATGCTAACATGGATAGATTATCAAAAAACAGAAGGCTGGAGAGATGGCTCCGTGTTTAAGAGAGATTGTTIGATTT
-2561 TGCAAAGGACAGGAGTTTAAATTCCATCAGCCACATCAGGCCGCTTACTGCTCACAGCCCTGTAATACTAGCTCCAGGGCATGGAGTCTTTTT
C/EBPa-p
-2468 GGTCTTTGCAGGGACCCATACTCATGTACACACACACACACACACACACACACACACACACGTAAATAAATCTARAAGAGAGAAGAAAGAAAG
-2375 CTAAAAACATGTATGTTGGGTCACCATGATGACTCAGCAGTTAAAAGCACTTGCTATGGAAACCTGACCCTTGTGTTCCATTCCTGGAACTCA
AP-1 STAT1/3
-2282 GAGCGGAACTTCCAAAAGTTGTCTTCAGGCTTCCACACCCATGCTGTAGTGTGTGCATGCGTAAGTGTGCGTGTGCACGTGTGCGTGTGCGTG
NF-«B
-2189 TATGTGTGTACGTGCACAGACAATGGCTCTCACACACACATTATGCACACACACAACAATAATAAATAAAACARAGTGAACTATTTATAACAT
-2096 CACAAGCTGAAGAAAACATATCAGTAGAGATTGCACATTGACATCTACGTAAATAACTCATGGGACCCGTCAATCAATAGCATCATTGTTCTG
-2003 AAAAGGTGGGTTGAAAAATACTCTGACTATAGCATGATGTAAGCTGGGATTTTTICTTTGGAAATGAAAGTGCCARAAAAGAAAGGAAGTTGGA
C/EBPB C/EBPa
-1910 CTTGTACCATTCATGATGATATTTGCACTTTTGCACGCCTGAGTATTAGAAGAGGCATAGGACAAACAACCCTTCCTTACATAGCTATACAGT
-1817 CCCTGTGTGGTGGAAGTGCAACACAGGTCACTATCATTCAGTGCTGGAATGGGATTCTACTCTGAAGACTTGATTTGCCTCAACATGACTGTT
-1724  GAGTTTACTAATATTTGCATTTTTATGTTAAACACATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGA
-1631 GAAGTTGACGAATTCAGTTCTTTCCATTCACCGTGTGAGTATACAGGGGTTCAGAGGCCTACAGTGCCTTGAGGAGGGTTTCACAGGTGTCTG
-1538 TGTGATAGACACAGGGCTATGGTTAGGAATGCTGGCTCCTAAGGTGTATCCACAACTAATAGTTTTCACATTGGAGCTAGAAGGACCCTGARA
-1445 GGCCAACCAGAATAAGGTAAAACAGTGTCAATATCATAGTGGTATCTGCTTTACATTTTTAGATTCTAAAGTGAACATTTCATCTTTTGCTTA
-1354 GCAGCAAAGACTTCAGGAAGTAAAAAGGCAGCTGTCTGGGTTGCCTTCTCAGCAGTCTTGAGAGCTCACAGATGTTACAAAGGGCTTTTCTGG
-1259 TGGCACTACTAAGAAATACTGGTTTAGTTCAGCCCTTTTAGTTTCTTGCTATGTGAGCAGGAAGAGTGTGCTTTGCCCAGTGTCATATGGTCT
-1166 ACTTGTTAATTGACTCAGGATGGAAGTCGGCTCCTTGTGTGGACCCATTCTCCTTCACAGAACAGACACCAGAGATAAACAARAGGCTCAGGG
AP-1
-1073 TTTTTAGAATAAACTGCGGGGCTTAAGGAGAAGCATCTGTAGAATATGCGTAGGATAGTGAAGCAGGAAGTATGAGAGAGACAGGGACCAGCC
-980 AAGACCAGCCAAGGAACATGAACGTTAGGTTARAAGAGGCTCTTTCCATCCCAGAGAGAAGATGCAGGGACCTTAGAGGAGGAACCGTGTTGC
-887 TCCATGTTAATAAGGCCAATTACAGTCTATGGGATGGTCCTACAGTGTTTATGTATGAACGGAAGCTTACARAGCCTGCTTTTCATACTCAGG
-794 GTCACAGCTGCAAAGTCTCCARATCTTGTGCATTTCCCCCCATGGGTAAGGTATCTTTATTTCAACTTCTTCCCTTACCTTTCTATCACGCGT
C/EBPa C/EBPa
-701 AGGAGAGTATTGAGTTCTTACCTCTATATTTATTTTTTTCTTTTCTAAAATAGTTATCAGGTATTCAATGGCTGATTCAATTAAGTAGCTGTC
AP-1
-608 TACAATGATAAAAACAACCTTCACCGAGGACCAGCCTTACACACTAGAGTATCTTCCTTTCCTTTGCGAAAGTTCTAACACCTGTAATTTTAC
-515 ATGTGGATTGAATAGCAGTTTATTTAGCGTTTGCCCTCCAGGAGCCAGTAAGCTTCTGGGACCAGCCGGTTGCGGCCACCAGTGTGCCCCCAG
-422  CGTTTATTACAATACCCAACACTCAGCAAGTGCTTCGTGGTTCCTCTCAGATCTCCTCCGAAAGTTACACGGACAGTAACCTTCAGCTCATAA
-329 TTATGATAATAGATACTGTACAACGAGTCGAGCCGGTATTTACAGGTAGAGCACACAAGGCARATGAATACACACTCGGCGACACATGAGTGC

-236  ACAAACAGCCGCGGGCAGCGACACGAAGGAGGAAACGCGCGCCGGAGTGGGCCCTGCCCAGGCTGCGGAGACCCGCTGCGCCAGCAAGCCAGC

-143 CTCTGCAGCGTGGGTGGGTACGGCCGCAGCGTCACGGGAGTCCCTACCCGCGGAACCCTGGCAAGTCCCCGAGCGCCCGCTGCAGGGCGGCGT

NF-xB 1 NF-xB spl
-50 GGGCGGAGAGCTGCGCCACGATTGGCCAGCGCAGGATGGEGCGTGGCCTGCGGCGEGCEEEEGCETEGCCTGCGGCAGGAGGCGGEGCATTTCCC
~ spl sp4 spl spl NF-kB
+44  CAGCAAGGGGGTGTGCGCGGCTCGGGCTGGAGTTTCAGTATAAACAAGGACCCCGACTGGATCGGCGGETTTTCCCt ttcttetggegttcga
spl NF-«B NF-kB

+137 cccttecececggtectgagetegecttttggggegecteggtacggcageccaggaggecagaggcteecgagetgtgtgegg

Figura 11: Elementos regulatorios associados a resposta imune identificados na sequéncia
de Rasgeflb através de analise in silico. A sequéncia incluindo o exon 1 de Rasgeflb e 2774
nucleotideos da regido 5’ flanqueadora (-2747 a +214) foi recuperada a partir do Genbank
(NCBI - Refseq: NC_000071.6) e analisada quanto a presenga de elementos regulatérios
(sublinhado) através dos programas TFsearch (cutoff 85), TFbind (parametro padrdo), e
Matlnspector (cutoff 0.85 otimizado). Os elementos ndo-relacionados a resposta imune ou
que ndo atenderam os requisitos minimos de similaridade as matrizes dos bancos de dados
ndo foram representados. A sequéncia representada em caracteres maiusculos foi
posteriormente clonada no vetor pGL3-Basic (pGL3-2774/+119) (ver sessdo 5.4).
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5.3 Identificacio de regides de cromatina acessivel, ilhas CpG, e conservacio

evolutiva ao longo da sequéncia de Rasgef1b

Regides de cromatina acessivel e modificagdes pos-traducionais de nucleossomos
como metilacao e acetilacao de histonas sao amplamente utilizadas para a identificagao
de regides regulatorias transcricionais, como 0s promotores € enhancers (Kim and
Shiekhattar, 2015; Thurman et al., 2012). Decidimos entdo avaliar essas caracteristicas
ao longo da sequéncia de Rasgef1b utilizando as técnicas de ATAC-seq e ChIP-seq anti-
H3K27ac a partir do DNA gendémico de BMDMs primarios estimulados ou ndo com LPS.
As analises de ATAC-seq revelaram uma regiao de cromatina acessivel (baixa ocupacao
de nucleossomos) ao longo de parte do exon 1 e da sequéncia imediatamente & montante,
aproximadamente entre +151 a -263 (Fig. 12). Adicionalmente, identificamos uma
extensa regido rica em nucleossomos contendo acetilacdo da lisina 27 na histona H3
(H3K27ac), aproximadamente entre +4219 a -1831. Curiosamente, identificamos um
segmento adicional de cromatina acessivel circundada por nucleossomos H3K27ac em
uma regido distal 3°, a jusante do ultimo exon de Rasgefib. Observa-se ainda que o
tratamento com LPS causou apenas um modesto aumento nos sinais de ATAC e H3K27ac
ChIP, mas a estrutura da cromatina ao longo da sequéncia permaneceu praticamente
inalterada apds estimulo (Fig. 12). Em consisténcia com esses resultados, através de
busca no banco de dados ENCODE identificamos marcadores epigéneticos de regides
transcricionalmente ativas adicionais como H3K4me3 e H3K9ac, assim como dados de
DNase-seq que confirmam o estado de cromatina acessivel na regido. Esses dados foram
obtidos ndo s6 em BMDMs, mas também em uma grande variedade de células e tecidos
como MEFs, linfocitos B e T, timo, figado, cora¢do, cérebro, rins, entre outros, e
surpreendentemente, mostram ainda a ocupagdo constitutiva da RNA Polimerase II

(RNAP II) na regido (Fig 13).
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Figura 12: Identificacao de regides de cromatina acessivel ao longo da sequéncia de
Rasgeflb através de ATAC-seq e H3K27ac ChIP-seq. Macrdfagos murinos primarios
derivados de medula 6ssea (BMDMs) foram tratados ou n&o (crtl) com LPS a 100 ng/mL por
2 horas. Painel superior: O DNA gendmico foi obtido, tagmentado através da enzima TDE1
(Hlumina), purificado, e entdo amplificado por PCR utilizando-se primers customizados com
barcode (Nextera Customized PCR primers 1 and 2). Processos de purificagdo adicionais
foram realizados para a selecdo de tamanho dos fragmentos, e as amostras foram entdo
sequenciadas pelo New York Genome Center com leituras pareadas de 50 pb. Painel
inferior: Apds tratamentos, as células foram fixadas com formaldeido 1% (cross-link). O DNA
genémico foi obtido e sonicado para obtencdo de fragmentos de 150 a 300 pb. Os
fragmentos foram imunoprecipitados utilizando-se o anticorpo anti-H3k27ac ligado a beads
de Proteina A. O cross-link foi desfeito, o DNA imunoprecipitado foi purificado e sequenciado
com leituras pareadas de 150 pb. As sequéncias foram alinhadas ao a versdo mm10 do
genoma referéncia de camundongo e o programa IGV versdo 2.4.14 foi utilizado para
identificacdo dos picos e plotagem dos graficos. O resultado é representativo de dois
experimentos independentes. Nota: Rasgeflb é transcrito a partir da fita negativa (-),
portanto seu sentido 5'-3’ é sempre representado da direita para a esquerda nos
navegadores de genoma. Mantivemos essa representagdo convencional ao mostrar figuras
geradas nesses programas.
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Figura 13: Marcadores epigenéticos de regioes transcricionalmente ativas presentes ao
longo da sequéncia de Rasgeflb. Faixas de ChlIP-seq anti-H3K4m1, H3K4m3, H3K9ac,
H3K27a, e RNA Polimerase |l publicamente disponiveis provenientes do banco de dados
ENCODE/LICR e faixas de Hipersensibilidade a DNasel provenientes do ENCODE/ University
of Washington sdo mostradas para varios tipos celulares e tecidos de camundongo ao longo
do locus do gene Rasgeflb utilizando-se o navegador de genomas da UCSC. Os trechos
escuros ao longo das faixas mostram a regidao enriquecida para cada um dos marcadores
investigados.
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Analises manuais e in silico nao revelaram elementos regulatorios comuns de
ligacdo a fatores gerais de transcrigdo como o TATA box, Inr (do inglés, initiator), BRE
(do inglés, TFIIB recognition element), ¢ DPE (do inglés, downstream core promoter
element) em suas posi¢des candnicas na sequéncia de Rasgeflb. No entanto,
identificamos a presenca de uma regido rica em dinucleotideos Citosina-Guanina (ilha
CpG) que se estende da posicao -281 ao +158, uma caracteristica tipica de promotores
que ndo contém TATA box e usualmente associada a regulagdo da expressao génica (Fig.
14) (Butler and Kadonaga, 2002; Deaton and Bird, 2011; Saxonov et al., 2006). Além
disso, através de alinhamento por BLASTn identificamos que a regidao de -401 a +204 de
Rasgef1b murino apresenta 70% de identidade com a sequéncia humana, ao passo que
nenhuma outra regido adicional & montante (até a posi¢do -3000 analisada) apresenta
identidade significativa. Consistentemente, utilizando ferramentas adicionais de
bioinformatica que empregam distintos algoritmos de alinhamento para identificar
regides conservadas ao longo de todo genoma, encontramos um resultado semelhante
mostrando elevada conservagdo do exon 1 de Rasgeflb e da regido imediatamente a
montante entre a sequéncias de camundongo e de varios ortdlogos em mamiferos (Fig.
15). Esses dados mostram um grau de conservagao relativamente elevado para sequéncias
nao-codificadoras, sugerindo uma importancia funcional.

Em conjunto, as caracteristicas descritas aqui sdo marcadores bem estabelecidos
de regides transcricionalmente ativas. Notavelmente, todos os dados convergem para uma
regido que inclui parte do exon 1 e algumas centenas de nucleotideos da sequéncia 5’

flanqueadora proximal, sugerindo uma potencial fun¢do regulatoria dessa regido.
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Sbjct 3124 CAGCCGGGAGGCCGAGGACTCGGAG 3148

Figura 14: Alinhamento da sequéncia de RasGEF1b murino e humano através de BLASTn
e identificagdo de ilha CpG. A sequéncia flanqueadora de Rasgef1b murino de -3000 a +214
foi submetida a andlise por BLASTn (megablast descontinuo) contra o banco de dados de
nucleotideos do GenBank. O alinhamento bem-sucedido entre as sequéncias murina e
humana ocorreu apenas na regidao circunvizinha ao TSS, de -401 a +204, com 70% de
identidade. A regido contendo uma ilha CpG identificada através dos programas
Methprimer, EMBOSS-Cpgplot e EMBOSS-Newcpgreport estd marcada em vermelho.
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Figura 15: Analise de regioes evolutivamente conservadas entre a sequéncia de Rasgeflb murino e seus ortologos em
mamiferos. (Painel superior): Alinhamento multiplo entre a sequéncia do gene Rasgeflb murino e seus ortélogos em
mamiferos e medidas de conservagao evolutiva utilizando as ferramentas multiz e phyloP do navegador do genoma da
UCSC. Na trilha de conservacgdo (phyloP), os picos com maior pontuacdo (Azul) indicam regides altamente conservadas,
enquanto os picos com menor pontua¢do (Marrom) indicam regiées ndo conservadas. Nas faixas de alinhamento
(multiz), os trechos mais escuros representam regides com maior identidade em relacdo a sequéncia de camundongo.
(Painel inferior): Alinhamento e andlise de conservagdo de Rasgeflb através do programa mVISTA. Regides de no
minimo 50 nucleotideos que exibem pelo menos 70% de identidade entre as sequéncias comparadas sdo destacadas
como regides evolutivamente conservadas. O eixo horizontal representa a posicdo relativa das regides genémicas e o
eixo vertical representa a percentagem de identidade entre os ortélogos comparados com a sequéncia de camundongo.
Setas pretas indicam as regides nao-codificadoras conservadas imediatamente a montante do exon 1 de Rasgef1b.
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5.4 Caracterizacao da regiio regulatoria de Rasgefl1b e identificacio do promotor

funcional

Para entender os mecanismos transcricionais responsaveis pela expressao
induzivel de Rasgef1b por TLRs, focamos em identificar as principais regioes regulatorias
em sua sequéncia e os potenciais componentes moleculares envolvidos neste processo.
Para isso, n6s amplificamos uma sequéncia de DNA de 2.866 pb contendo parte da regido
5’ flanqueadora e parte do exon 1 de Rasgef1b (de -2747 a +119), seguido da clonagem
no vetor de expressao de luciferase, pGL3-Basic, dando origem assim a construgao pGL3-
2747/+119 (Fig. 16). Delecdes progressivas a 5’ e 3’ foram realizadas e confirmadas
através de digestdo com enzimas de restricdo e sequenciamento (Figs. 16 e 17). A
atividade das sequéncias foi entdo analisada através de transfec¢do transiente e ensaio de
gene reporter. Em células HEK293 observamos que a construcdo pGL3-2747/+119
apresentou atividade basal elevada quando comparada ao vetor vazio pGL3-basic (Fig.
18A). Nenhuma alteragdo de atividade foi observada quando removidos 1.126 bp da
extremidade 5’ (constru¢do pGL3-1621/+119). Porém, delegdo adicional até a posigao -
706 (pGL3-706/+119) resultou em um aumento de atividade da construcdo, sugerindo
que a regido deletada de -1621 a -706 pode potencialmente abrigar elementos de
regulacdo negativa. Dele¢do adicional da extremidade 5° até a posi¢cdo -183 (pGL3-
183/4+119) resultou em uma curta constru¢ao contendo 302 pb que reteve a atividade
maxima. De modo importante, quando essa regido foi removida (delecdo de +119 a -368,
construcdo pGL3A487) a atividade foi completamente abolida, fornecendo evidéncias
que esse segmento ¢ critico para recrutar a maquinaria de fatores gerais de transcrigao.
Avaliamos ainda a atividade das construcdes em resposta a ativacdo das vias de
sinalizagdo de TLRs através da superexpressao da molécula adaptadora Mal/TIRAP. O
resultado (Fig. 18A) revela que todas as construgdes funcionais foram responsivas a
ativagao da sinalizacao de TLRs, exibindo um aumento de atividade de até 2 vezes.

Uma vez que a construcdo pGL3-183/+119 ¢ suficiente e necessaria para a
expressdo constitutiva e induzida da luciferase por TLRs, esse resultado indica que o
promotor funcional de Rasgef1b estd contido nessa regido. Notavelmente, essa sequéncia
estd contida na regido de cromatina acessivel, ilha CpG, e conservacdo previamente
descrita, suportando essa conclusdo. Curiosamente, entre todos os potenciais elementos
regulatérios identificados na sequéncia de Rasgeflb, essa sequéncia abriga

principalmente um cluster de elementos Spl ¢ NF-xB (Fig. 16). Em linha com estudos
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anteriores que mostram que a expressao de Rasgef1b ¢ dependende dos adaptadores TRIF
e MyD88 (Andrade et al., 2010), a ativagdo do promotor foi induzida através da
superexpressdo dessas moléculas, com MyD88 resultando em um aumento de até 3.8
vezes na atividade (Figs. 18B e C). Mais importante, LPS induziu um aumento de 3.5
vezes na atividade do promotor em macroéfagos Raw264.7, indicando que essa sequéncia

¢ suficiente para a ativacdo da expressao de Rasgef1b induzida por LPS (Fig. 18D).
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Figura 16: Representa¢do esquematica do repérter pGL3-2747/+119 e dos mutantes gerados

por delecdo. O segmento de 2.866 pb (-2747/+119) da regido ndo-codificadora de Rasgef1b foi

clonado entre os sitios de Kpnl e Xhol do plasmideo pGL3-Basic. No esquema estd indicada a

posicdo dos principais sitios de ligacdo para fatores de transcri¢cdo associados a resposta imune

identificados in silico em relacdo ao TSS (seta; +1). Mutantes por dele¢des progressivas a 5’ e 3’

foram gerados a partir dessa construcdo através da digestdo com as enzimas de restrigdo
indicadas ou através de sintese de DNA (pGL3-183/+119).
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5000pb -
3000pb

Figura 17: Confirmagao da geracdao dos plasmideos repérter do promotor de Rasgeflb
através de digestao e eletroforese. Aliquotas provenientes de miniprep de cada plasmideo
foram digeridas para liberacdo do inserto com as enzimas utilizadas para clonagem. No caso
onde esse sitio foi perdido durante o processo (pGL3-706/+119), foi utilizada uma enzima
cujo sitio de restricdo é adjacente ao sitio de clonagem (Not/ ao invés de Mlul). As amostras
foram fracionadas em gel de agarose 1% contendo brometo de étido para diagndstico.
Marcador de DNA: 1kb DNA ladder plus (Invitrogen). N.D = Ndo digerido
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Figura 18: Caracterizagdo funcional da regido promotora de Rasgeflb. (A) Painel da esquerda:
Representagdo esquematica das construgdes repdrter do promotor de Rasgeflb ligado ao gene da
luciferase no vetor pGL3-Basic. Os nucledtidos da extremidade de cada construcdo estdo numerados em
relagdo ao TSS (+1). (A-C) Células HEK293 foram co-transfectadas com as constru¢bes representadas (ou
com vetor vazio pGL3-Basic) juntamente com pRL-TK durante 24 horas. Onde indicado, as células foram
co-transfectadas com plasmideos para expressdo de Mal/TIRAP, TRIF ou MyD88, ou com o vetor vazio
pcDNA 3.1 para equiparagdo da quantidade de DNA transfectado. (D) Células Raw264.7 foram co-
transfectadas com o repérter do promotor de Rasgeflb (pGL3-183/+ 119) e pRL-TK durante 24 horas, e
entdo tratadas ou n3o (ctrl) com 100 ng/mL de LPS por 24 horas. Os lisados foram coletados e a atividade
da luciferase medida em lumindmetro. Os resultados sdo apresentados como valores relativos da atividade
de luciferase do Vagalume normalizado pela atividade da luciferase de Renilla (pRL-TK). Os dados
representam a média + D.P. de trés experimentos independentes (A) ou dois experimentos independentes
(B-D) com duas réplicas bioldgicas cada (n = 4). * p £0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 determinado por
Two-Way ANOVA seguido por pds-teste de Bonferroni (A) ou teste de T de Student ndo-pareado (B-D).
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5.5 Elementos kB sdo necessarios para a ativacio maxima do promotor de Rasgef1b

Como a sequéncia do promotor de Rasgeflb abriga cinco potenciais sitios de
ligacdo para NF-kB, nds questionamos se e esse fator de transcrigcao central na resposta
de TLRs desempenha um papel na regulagdo transcricional de Rasgef1b. Inicialmente,
avaliamos o efeito das subunidades RelA (p65), c-Rel, ou RelB de NF-kB em células
HEK?293 sobre a atividade do promotor de Rasgef1b. Mostramos que tanto a expressao
forcada de RelA quanto de c-Rel foi suficiente para induzir a ativagdo do promotor,
causando um aumento de 4.6 vezes e 2.5 vezes, respectivamente, na atividade da
luciferase (Fig. 19A e B). Como esperado, a superexpressao de RelB por si s6 ndo foi
capaz de induzir a ativagdo do promotor de Rasgef1b ou de E-Selectina (controle positivo)
(Fig. 19C e anexo) (Huang et al., 2005; Ruben et al., 1992). No entanto, ao ser combinado
com as subunidades p50 ou p52, RelB ¢ capaz de induzir a ativagdo do promotor de E-
Selectina, mas ndo do promotor de Rasgef1b de modo significativo (Fig. 19C e anexo).
Em seguida, avaliamos através de mutacgdo sitio-dirigida, o papel dos elementos kB a
montante e a jusante da posi¢do +1 na ativacdo do promotor induzida por LPS em
macrofagos Raw264.7. Como observa-se na figura 19D, a mutagdo dos elementos a
montante (nomeados kKB # 5 e # 4) ou a jusante (kB # 3, # 2 e # 1) resultou em 46,5% ou

51,3% de reduc¢do na atividade do promotor induzida por LPS, respectivamente.
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Figura 19: Analise do efeito de NF-kB sobre a ativacdo do promotor de Rasgef1b. (A, B e C) Células HEK293
foram co-transfectadas com o repdrter do promotor de Rasgeflb (-183/+119) ou vetor vazio pGL3-Basic
juntamente com pRL-TK durante 24 horas. Onde indicado, as células foram co-transfectadas com plasmideos
para expressdo de RelA (p65), cRel, RelB, p50, p52, ou com o vetor vazio pcDNA 3.1 para equiparagdo da
guantidade de DNA transfectado. (D) Células Raw264.7 foram co-transfectadas com a construgdo original do
promotor de Rasgeflb (-183/+119) ou com construcdes contendo os elementos kB mutados (painel
esquerdo) juntamente com pRL-TK por 24 horas, e posteriormente tratadas ou ndo com 100 ng/mL de LPS.
Os lisados foram coletados apds 24 horas e a atividade da luciferase medida em luminémetro. Os resultados
sao apresentados como valores relativos da atividade de luciferase do Vagalume normalizado pela atividade
da luciferase de Renilla (pRL-TK). Os dados representam a média = D.P. de cinco (A e B), dois (C) ou quatro
(D) experimentos independentes. * p £0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; determinado pelo teste T de Student
nao-pareado (A e B) ou Two-way ANOVA seguido por pds-teste de Bonferroni (D).
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Para determinar se os elementos kB apresentam preferencia de ligacdo a NF-«xB,
analisamos um conjunto de dados publicos gerados através de experimentos de PBM (do
inglés, protein-binding microarray), onde foi examinada a afinidade de ligacao de varios
dimeros de NF-«B a milhares de sondas contendo potenciais sitios kB (Siggers et al.,
2011). Como mostrado na figura 20A, os sitios kB #1, #3, #4, #5 do promotor de
Rasgeflb foram incluidos nesses experimentos, porém nao foi investigada sonda
contendo o elemento #2. De acordo com essas analises, ha uma preferéncia de ligacdo
dos dimeros analisados aos elementos kB #1 e #3, embora ainda ocorra ligacdo aos
elementos kB #4 e #5 em menor intensidade. Homodimeros de cRel e RelA, assim como
os heterodimeros cRel/p50 e RelB/p50 apresentam elevada afinidade pelo «B #1,
enquanto os demais dimeros apresentam uma afinidade moderada. Em relagao ao kB #3,
a afinidade do homodimero cRel ¢é elevada, RelA/RelA e Relb/p50 moderada, e dos
demais relativamente baixa. Quanto aos kB #4 e kB #5, dimeros cRel/cRel ¢ Relb/p50
apresentam moderada afinidade, enquanto os demais apresentam baixa afinidade (Fig.
20A). Para fornecer evidéncias experimentais dessas observacdes, nds entdo realizamos
estudos de EMSA a partir do extrato nuclear de células Raw264.7 estimuladas ou nao
com LPS. Nas amostras provenientes de células tratadas com LPS por 1 hora,
similarmente ao controle positivo (H2k), detectamos a ligacdo de complexos as sondas
dos elementos kB #1, #3, e #5. No entanto, a confirmacdo da especificidade de NF-xB
ocorreu apenas para os elementos kB #1 e #3, uma vez que a ligagao foi abolida quando
foi adicionada a sonda nao-marcada do consenso de NF-kB em excesso a reagdo
(competidor especifico), o que ndo ocorreu para o elemento kB #5 (Fig. 20B). Através de
ensaio de supershift, confirmamos a capacidade de ligacdo de homo ou heterodimeros
contendo RelA, cRel ou p50 aos elementos kB #1 e kB #3 (Fig. 20C). Ademais,
encontramos nenhuma ligagdo ou ligacao de baixa intensidade aos elementos kB #2 e #4
(Figs. 20B e D).

Em conjunto, estes resultados sugerem que, atuando através dos sitios kB
especificos na sequéncia proximal de Rasgeflb, NF-xB ¢ suficiente para induzir a

ativagdo do promotor e necessario para sua atividade maxima induzida por LPS.
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Figura 20: Andlise da ligagao de NF-xB aos elementos kB do promotor de Rasgef1b. (A) Foi avaliada a afinidade de
ligacdo de vérios dimeros NF-xB purificados a 3.285 sondas contendo variacGes da sequéncia kB consenso através
de Protein Binding Microarray. Recuperamos os resultados disponiveis online para avaliar a afinidade de ligacdo das
sondas contendo os elementos kB do promotor de Rasgeflb. Os valores dados sdo calculados com base na
fluorescéncia média de cada sonda, normalizada pelos valores obtidos em sondas inespecificas. (B-D) Raw264.7
foram tratadas ou n&o (ctrl) com LPS a 100 ng/mL pelos tempos indicados. O extrato nuclear foi isolado e incubado
com sondas dupla-fita radioativamente marcadas contendo a sequéncia dos elementos kB do promotor de Rasgef1b,
ou a sequéncia kB do gene H2k (controle positivo). Onde indicado, foi adicionada uma sonda ndo marcada contendo
a sequéncia kB consenso em excesso (50x ou 100x em relacdo a sonda marcada). Para supershift (C), foram
adicionados 1ug dos anticorpos anti-p50, anti-Rela, ou anti-cRel (Santa Cruz). As amostras foram fracionadas em gel
nao-desnaturante de poliacrilamida a 5%. Em B e D, foram utilizados extratos nucleares de um mesmo experimento,
e em C de um segundo experimento independente.
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5.6 Em macrofagos ativados, NF-kB/RelA ¢ recrutado para o promotor Rasgeflb e

contribui para a expressao induzida por TLRs

Para fornecer evidéncias adicionais e diretas do recrutamento de NF-xB ao
promotor de Rasgef1b, ndés conduzimos analises de um ensaio de ChIP-seq anti-RelA em
que foi utilizado o DNA gendémico de BMDMs murinos primarios estimulados ou ndo
com LPS. Consistente com os nossos resultados funcionais, o recrutamento de RelA para
a regido promotora foi observado apos 2 horas de estimulo com LPS, levando a um
aumento de 5 vezes no sinal de ChIP quando comparado aos macréfagos nao estimulados
(Fig. 21). Interessante notar que essa regido se sobrepoe a regido de cromatina acessivel
que mostramos previamente. Além disso, trés picos adicionais de RelA-ChIP foram
identificados ao longo do locus de Rasgef1b. Especificamente, LPS induziu um aumento
de 22 vezes na ligacdo de RelA a uma regido flanqueadora distal a montante (de -2345 a
-1724), 40 vezes a uma regido codificadora no exon 14, ¢ 20 vezes a uma regido
flanqueadora distal, a jusante do ultimo exon de Rasgeflb. Esse ultimo pico também
sobrepde-se aos picos adicionais de ATAC-seq e H3K27ac distais a jusante descritos

anteriormente, sugerindo um potencial enhancer responsivo ao LPS (Fig. 21).
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Figura 21: Identificacdo do recrutamento de NF-xB/RelA ao longo da sequéncia de Rasgeflb
através de ChIP-seq. Macrofagos murinos primarios derivados de medula dssea (BMDMs) foram
tratados ou ndo (crtl) com LPS a 100 ng/mL por 2 horas. Apds tratamentos, as células foram fixadas
com formaldeido 1% (cross-link). O DNA gendémico foi obtido e sonicado para obtencdo de
fragmentos de 150 a 300 pb. Os fragmentos foram imunoprecipitados utilizando-se o anticorpo
anti-RelA ligado a beads de Proteina A. O cross-link foi desfeito, o DNA imunoprecipitado foi
purificado e sequenciado com leituras pareadas de 150 pb. As sequéncias foram alinhadas ao a
versdo mm10 do genoma referéncia de camundongo e o programa IGV versdo 2.4.14 foi utilizado
para identificacdo dos picos e plotagem dos graficos. As setas mostram os quatro principais picos
indicando sitios de ligacao a RelA apds tratamento com LPS. O enriquecimento de cada pico apds
tratamento estd indicado. Também estdo representados os picos de ATAC-se e H3K27ac
previamente demonstrados. O resultado é representativo de dois experimentos independentes.
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Finalmente, n6s avaliamos se NF-kB desempenha um papel na expressao
induzivel de Rasgef1b ao nivel transcricional. Para isto, avaliamos os niveis do mRNA
de RasGEF1b em BMDMs imortalizados do tipo selvagem (WT) ou deficientes de RelA
(RelA-KO) apds estimulagao com agonistas de TLR. Inicialmente, a deficiéncia de RelA
foi confirmada por RT-qPCR, e como esperado, a expressao induzida por LPS de genes
sabidamente dependentes de NF-xB, Cxcl!I e 116, ¢ praticamente abolida nessas células
(Fig. 22A-C). Em relagdo a Rasgef1b, embora nao abolida, sua expressao induzida por
TLRs ¢ significativamente prejudicada nessas células em comparacao com os iBMDMs
WT, exibindo uma redug¢do de 50% nos niveis de mRNA apds 1 hora de estimulagdo com
LPS ou poly (I:C) e 46% apds estimulagdo com CpG ODN (Fig. 22D-F). Experimentos
adicionais utilizando o inibidor farmacolégico de NF-kB, Bay11-7082, mostraram que
enquanto os niveis do mRNA de 7nf sdo reduzidos de forma dose-dependente — de 33%
com 5uM até 67% com 20uM — os niveis do mRNA de RasGEF1b foram reduzidos em
média 35%, independente da concentragdo do inibidor apds 3 horas de estimulo com LPS
em células Raw264.7 (Fig. 22G-H). Em conjunto, esses resultados mostram que NF-
kB/RelA ¢ recrutado ao promotor de Rasgef1b e a regides distais logo apos estimulagao

com LPS e contribui para a sua expressao induzivel por TLRs.
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Figura 22: NF-kB contribui para a expressio de Rasgeflb induzida por TLRs em macréfagos. (A-F) BMDMs
imortalizados selvagens (WT) ou deficientes de RelA (RelA-KO) foram deixados sem tratamento (0 hr) ou tratados
com 100 ng/mL de LPS, 10ug/mL de Poly (I: C) ou 1uM de CpG ODN pelos tempos indicados. O RNA total foi extraido
e os niveis relativos do mRNA de Rasgef1b, 116, Cxcl1 e Rela (p65) foram avaliados por RT-qPCR. (G e H) Macrofagos
Raw264.7 foram deixados sem tratamento ou pré-tratados por 1 hora com concentracdo crescente (5, 10 ou 20 uM)
do inibidor de NF-xB Bay11-7082 e entdo tratados ou ndo com 100 ng/mL de LPS pelos tempos indicados. Os dados
representam a média + D.P. de duas (G e H) ou quatro (B e D) réplicas biolégicas em dois experimentos
independentes (n=4). A, C, E e F foram experimentos Unicos. * p £ 0,05; *** p <0,001; determinado por Two-way
ANOVA seguido de pds-teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Por ser um GEF, RasGEF1b deve estar envolvido em importantes e diversos
processos celulares mediados por seus potenciais efetores Ras-GTPases. Sob a otica
imunologica, tem sido reportado que os niveis do mRNA de RasGEF1b aumentam rapida
e significativamente em macréfagos humanos e murinos apos ativacao de TLRs, e em
orgaos linfoides e ndo-linfoéides de camundongos infectados com protozoarios parasitas,
enquanto que apenas o cérebro, intestinos e testiculos expressam niveis basais
significativos de seu mRNA (Andrade et al., 2010; Ferreira et al., 2002). Esses dados
mostram, portanto, que o perfil de expressao de Rasgef1b ¢ tecido-especifico e regulado
ao nivel da transcrigdo apds ativacdo de TLRs em células imunes e em alguns 6rgaos. No
entanto, até o momento, a regido promotora € 0s mecanismos regulatorios responsaveis
pela sua expressao induzivel por TLRs permaneciam desconhecidos.

No presente trabalho, demonstramos que segmentos de uma sequéncia nao-
codificadora flanqueadora de Rasgef1b podem promover eficientemente a expressio da
luciferase em células HEK293 e macrofagos Raw264.7, exibindo uma robusta atividade
basal e induzida por TLRs, em consisténcia com o perfil de expressdo de Rasgef1b. Os
principais efetores responsaveis pela regulacio do complexo programa de expressdo
génica resultante da ativagdo de TLRs sdo as proteinas cinase ativadas por mitdgenos
(MAPK), como p38, JNK, e ERK1/2, que levam a ativacdo de AP-1, e os fatores de
transcricdao IRFs e NF-kB (Kawai and Akira, 2010; Kumar et al., 2011). Mostramos que
varios elementos regulatorios relacionados a resposta imune estdo presentes na sequéncia
flanqueadora de Rasgef1b, incluindo sitios para ligacdo de fatores diretamente ativados
por TLRs como AP-1 e NF-kB, mas ndo para IRFs. Através de delegdes progressivas,
demonstramos que a maioria dos elementos identificados, incluindo AP-1, ndo sdo
necessarios para a ativagao do promotor mediada por TLRs, sugerindo que a via MAPK-
AP1 ndo deve estar envolvida na regulacdo transcricional de Rasgefib. Além disso, ¢
importante notar que a delecao da regido -1621 a -706 levou a um aumento na atividade
relativa da sequéncia. Portanto, € possivel que essa regido abrigue sitios putativos para a
ligacdo de reguladores negativos da transcricdo constitutivamente expressos. Um dos
elementos presente nessa regido, mas ausente na sequéncia proximal, ¢ um sitio para
ligacdo de C/EBP. A familia C/EBP contém 6 membros (C/EBPa, B, v, 9, €, {), que podem
ser expressos constitutivamente em diferentes tipos celulares, e que em conjunto

desempenham fungdes variadas no organismo, atuando desde a regulacdo de genes
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associados a processos basicos como o controle do ciclo celular, at¢ na imunidade
(Lekstrom-Himes, 1998; Mikita et al., 1998; Udofa et al., 2013). Esses fatores podem
atuar tanto como ativadores ou repressores da transcri¢ao, dependendo do promotor em
que ligam. Por exemplo, foi mostrado que C/EBPP pode atuar como um regulador
negativo da expressao do miRNA-145 em células humanas (Sachdeva et al., 2012). Além
disso, C/EBPJ ¢ capaz de se ligar a regido regulatoria e reprimir a replicagdo do virus
HPV11 em queratindcitos primarios de prepuicio humano (Ralph et al., 2006; Wang et al.,
1996). Em vista desses dados, ¢ razoavel supor que fatores de transcrigdao
constitutivamente expressos, como C/EBP, podem potencialmente atuar na regulagao
negativa de Rasgeflb mediante elementos diversos presentes ao longo de sua sequéncia.

Importantemente, mostramos que uma curta sequéncia proximal contendo 302 pb
(-183/+119) ¢ suficiente e necessaria para promover a expressao constitutiva e induzivel
da luciferase, revelando, portanto, a presenga do promotor ativo de Rasgef1b nessa regido.
Suportando essa analise funcional, demonstramos que tal sequéncia é evolutivamente
conservada, estd incluida numa regido de cromatina constitutivamente acessivel,
circundada por nucleossomos H3k27ac, e capaz de recrutar constitutivamente a RNA Pol
II. Dentre todos os elementos regulatérios identificados, destaca-se a prevaléncia de sitios
kB e Sp1 nessa sequéncia. Curiosamente, Mukherjee e colaboradores apresentaram dados
de RNA-seq que sugerem que a expressdo de Rasgef1b pode ser regulada pela subunidade
RelA de NF-kB em interagdo com a proteina co-ativadora CBP/p300 apos a estimulagdo
de fibroblastos murinos com TNF (Mukherjee et al., 2013). Mais recentemente, Ng e
colaboradores mostraram que os niveis do mRNA de RasGEF1b em células Raw264.7
estimuladas com LPS sdo reduzidos em resposta ao pré-tratamento com o inibidor IKK
VII, sugerindo uma dependéncia parcial de NF-kB na expressao de Rasgef1b (Ng et al.,
2016). Em consisténcia com esses relatos, fornecemos no presente trabalho evidéncias
diretas de que o NF-kB ¢ importante para a expressao de Rasgef1b induzida por TLRs,
atuando através de sitios kB na regido promotora e possivelmente através de regides
distais adicionais.

Nossos dados mostram que as subunidades centrais de NF-kB, RelA ou cRel, sao
suficientes para induzir a ativa¢do do promotor de Rasgeflb, ao passo que dimeros
contendo de RelB sdo incapazes de promover tal ativagdo. Essa diferenca ¢ de certa forma
esperada, visto que dimeros contendo RelB sdo ativados predominantemente pela via nao-

candnica de NF-kB em contraste com a ativagcdo da via candnica mediada por TLRs e a
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consequente ativacdo de dimeros contendo RelA ou cRel (Hayden and Ghosh, 2012).
Adicionalmente, mostramos que a mutagao dos sitios kB a montante ou a jusante do TSS
resultou em uma reducdo significativa da atividade do promotor induzida por LPS,
revelando a sua importancia funcional. Vale notar que, como esses elementos regulatérios
podem ter fungdes sinérgicas e/ou redundantes (Plevy et al., 1997), é possivel que a
muta¢do simultanea de todos os sitios kB resultaria em uma diminui¢do ainda maior da
atividade do promotor. Estudos futuros poderdao esclarecer essa questdo.
Consistentemente, mostramos o recrutamento de NF-kB/RelA em resposta a LPS, ndo
apenas para o promotor de Rasgef1b, mas também a regioes adicionais. A regido distal
de ligagdo a RelA a montante (de -2345 a -1724), embora altamente enriquecida em
ensaio de ChIP-seq, ndo foi necessaria para a ativagdo do promotor por TLRs em nosso
modelo, como mostrado através de delegdes e analise de gene reporter. Por outro lado, de
forma semelhante ao promotor, o sitio mais distal a jusante (3”) se colocaliza com uma
regido de cromatina acessivel flanqueada por marcadores H3K27ac, o que poderia indicar
um papel funcional, potencialmente como um enhancer (Kim and Shiekhattar, 2015).
Embora passivel de especulagdo, a fun¢ao de cada um desses elementos permanece
obscura. E possivel que eles possam desempenhar um papel na expressao de RasgefIb in
vivo, em tipos celulares distintos, em diferentes contextos, ou até mesmo funcionem como
elementos regulatorios distantes para genes adicionais. Para esclarecer essa questdo,
estudos adicionais serdo necessarios.

Importantemente, mostramos que a expressao de Rasgeflb induzida por TLRs ¢é
prejudicada em macrofagos deficientes em RelA. Vale notar, no entanto, que a expressao
de Rasgeflb ndo é completamente abolida nessas células, ocorrendo parcial indugdo
mediante ativagao de TLRs. Embora RelA:p50 seja o heterodimero predominante de NF-
kB em situagdes inflamatorias, os dimeros de NF-kB podem ser agrupados em varias
formas distintas (Hoffmann et al., 2003). Composi¢des distintas desses dimeros ndo
apenas exibem papéis redundantes e compensatorios na regulagcdo génica, mas também
possibilitam a regulagdo especifica alguns genes alvos (Hayden and Ghosh, 2012; Sanjabi
et al., 2000; Wang et al., 2012). Ao contrario de RelA que ¢ ubiquamente expresso, cRel
¢ constitutivamente expresso principalmente em mondcitos maduros e em linhagens
linfocitarias, enquanto que, em outros tipos celulares como fibroblastos, sua expressao
requer estimulos variados (Grumont and Gerondakis, 1990; Liou et al., 1994). Dimeros

que contém a subunidade c-Rel parecem desempenhar um papel mais restrito, sobretudo
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na resposta imune adaptativa. No entanto, esses fatores também sdo importantes e
requeridos para a regulacdo de alguns promotores e para o funcionamento normal do
organismo. Por exemplo, Sanjabi e colaboradores mostraram que c-Rel é necessario para
a indugao de IL-12-p40 em macrofagos (Sanjabi et al., 2000). Kontgen e colaboradores
mostraram que camundongos deficientes de c-Rel, embora vidveis, apresentam
problemas na proliferacdo de linfécitos e na imunidade humoral (Kontgen et al., 1995).
Portanto, poderiamos especular que dimeros adicionais, independentes de RelA, tais
como os dimeros contendo cRel, poderiam desempenhar um papel compensatério na
expressao de Rasgeflb em macrofagos deficientes em RelA. Embora seja possivel que
isso ocorra em tipos celulares ou contextos distintos, parece improvavel em macrofagos,
pois mostramos que o uso de um inibidor abrangente de NF-kB, Bayl11-7082, ndo ¢
suficiente para abolir a expressao de Rasgef1b induzida por LPS em Raw264.7. Portanto,
a expressdo de Rasgeflb induzivel por TLRs em macroéfagos ¢ apenas parcialmente
dependente de NF-kB e provavelmente envolve fatores de transcri¢do heter6logos
adicionais que atuem sinergicamente.

Nossas andlises in silico revelaram notdvel consisténcia com nossos dados
funcionais de caracterizagdo do promotor de Rasgef1b. Analises filogenéticas mostraram
que a sequéncia gendmica ao redor do TSS de Rasgef1b é conservada entre o genoma de
diversos mamiferos, incluindo primatas, o que ¢ uma caracteristica esperada em
sequéncias que detém importancia funcional devido a forte selecdo. Corroborando as
observagoes preliminares (Ferreira et al., 2002), mostramos que a sequéncia promotora
abriga uma ilha CpG (CGI — do inglés, CpG island). Ilhas CpG sao sequéncias de DNA
dispersas geralmente com varias centenas de pares de bases, predominantemente ricas em
repeticdes Citosina-Guanina ndo metiladas e altamente associadas a regides
transcricionalmente ativas em vertebrados (Butler and Kadonaga, 2002; Deaton and Bird,
2011; Saxonov et al., 2006). Geralmente, CGIs sdo caracterizadas por um estado de
cromatina transcricionalmente permissivo e colocalizam-se com a maioria dos
promotores em vertebrados, incluindo humanos e camundongos. E relatado que cerca de
70% dos promotores de genes humanos contém CGls, varios deles sendo genes
housekeeping, mas muitos sdo genes de expressdo tecido-especifica ou regulados
transcricionalmente (Illingworth and Bird, 2009; Ramirez-Carrozzi et al., 2009; Smale,
2001). Ao contrario dos promotores contendo TATA ou InR que tendem a exibir um
unico TSS, os promotores contendo CGIs apresentam usualmente um padrado de iniciagao

de transcrigdo dispersa, isto ¢, o inicio da transcri¢ao pode ocorrer em multiplos locais ao
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longo de uma curta regido (cerca de 50 a 100 nucleotideos) com diferentes taxas de
iniciag¢do para os diferentes TSSs (Carninci et al., 2006; Deaton and Bird, 2011; Juven-
Gershon et al., 2008). De fato, embora aqui consideremos o TSS de Rasgef1b como o
primeiro nucleotideo da sequéncia referéncia atual (NCBI ID: NC 000071.6), e tenhamos
demonstrado a presenga de tal regido entre os transcritos de Raw264.7, utilizando-se a
técnica de CAGE (do inglés, Cap analysis of gene expression) foi demonstrado a presenca
de multiplos supostos TSSs de Rasgef1b em diferentes células e tecidos de camundongo,
como pode ser observado no banco de dados dbTSS (Suzuki et al., 2015). Isso indica que
o inicio da transcri¢dao de Rasgef1b ocorre provavelmente em multiplos sitios distintos, o
que pode depender do tipo de célula ou tecido em que o gene ¢é expresso e de determinado
estimulo ou contexto. Curiosamente, embora ndo tenhamos encontrado sitios para fatores
gerais de transcricdo em posi¢des condizentes com o TSS tomado como referéncia no
presente trabalho, um elemento TATA-box encontra-se 80 nucleotideos a jusante (+80 a
+85). Vale notar que os dados publicos de CAGE mencionados mostram uma elevada
concentragdo de possiveis transcritos que se iniciam entre 23 a 36 nucleotideos a jusante
desse elemento TATA-box em embrides de camundongo, sugerindo um papel funcional.
De fato, aparentemente a determinacao do inicio da transcri¢do de Rasgef1b ¢ complexa
e pode depender de diversos elementos distintos que potencialmente promovem a
producado de transcritos alternativos a depender do tipo celular e contexto.

E importante ressaltar que os fatores de transcricio da familia Spl estdo
geralmente associados a ilhas CpG. Esses fatores de expressdo ubiqua se ligam a
sequéncias ricas em repeticdoes de dinucleotideos C-G e tem sido relatado que eles
contribuem para a manutencdo do estado hipometilado das ilhas CpG e para o
recrutamento de proteina de ligacdo a TATA (TBP), funcionando, portanto, em sincronia
com a maquinaria de transcri¢ao basal para induzir o inicio da transcri¢ao em promotores
sem TATA-box (Brandeis et al., 1994; Korner et al., 1997; Pugh and Tjian, 1991;
Wierstra, 2008). Como o promotor de Rasgeflb abriga seis elementos regulatérios para
Spl, € possivel que esse fator de transcri¢do se ligue a essa regido e auxilie no
recrutamento da maquinaria de transcri¢do basal para iniciar a transcri¢do de Rasgef1b.
Ademais, embora comumente associado a ativagao transcricional constitutiva, evidéncias
crescentes mostram que modificagdes pos-traducionais dependentes de estimulos,
incluindo a fosforilagao por MAPKSs, podem impactar positiva e negativamente na ligacao
de Spl ao DNA e em sua capacidade de transativaciao (Benasciutti et al., 2004; Tan and

Khachigian, 2009; Ueno-Shuto et al., 2014; Yurochko et al., 1997). Curiosamente, tem
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sido relatado que os sitios de ligagdao de Spl sdo frequentemente localizados proximos a
elementos kB e que NF-kB e Sp1 podem agir em cooperagao para promover a indugao
de genes alvo, como VCAM-1, IL6, Tlr2 murino, e possivelmente genes do virus HIV
(Neish et al., 1995; Oeckinghaus et al., 2011; Perkins et al., 1993; Sanceau et al., 1995;
Wang et al., 2001). Como a estrutura do promotor de Rasgef1b ¢ semelhante a dos genes
mencionados nesse aspecto, ¢ possivel que Spl possa agir em sinergia com o NF-kB para
induzir sua expressao.

Trabalhos notdveis publicados pelos grupos de S.Smale e R.Medzhitov
forneceram informacdes significativas sobre os mecanismos de regulagdo transcricional
e da cinética de expressdo de genes induziveis por TLRs em macréfagos. Resumidamente,
esses trabalhos mostraram que um grande grupo de genes de resposta precoce (PRGs, do
inglés, primary response genes), incluindo Tnf, Cxcl2, e Ptgs2 contém promotores com
ilhas CpG, o que faz com que a ocupagdo de nucleossomos na regido seja
constitutivamente baixa (cromatina acessivel) e, portanto, esses genes sdo independentes
do remodelador de cromatina SWI/SNF (do inglés, Switch/Sucrose Non-Fermentable)
para a sua rapida expressdo induzida por LPS. Esses promotores também contém,
constitutivamente, elevados niveis de marcadores ativos H3K9/K14Ac e H3K4me3 e
RNA-PolII recrutada. Em contraste, um segundo grupo de PRGs incluindo Ccl6, Saa3, e
Ifnbl, sdo expressos um pouco mais tardiamente, ndo possuem promotores com ilhas
CpG, e sdo dependentes de SWI/SNF. Um terceiro grupo ¢ formado por genes de
expressao ainda mais tardia, que nao incluem quaisquer das caracteristicas do primeiro
grupo descrito, € ainda requerem a sintese de proteinas adicionais para sua expressao. Sao
categorizados como como genes de resposta secundéria e incluem 7/12b, Nos2, e 1l6
(Hargreaves et al., 2009; Ramirez-Carrozzi et al., 2009; Ramirez-Carrozzi et al., 2006).
Importantemente, Hargreaves e colaboradores mostraram que Spl € responsavel pelo
recrutamento constitutivo da RNA Polll fosforilada na Serina-5 (S5-P) ao promotor dos
genes do primeiro grupo. Surpreendentemente, foi demonstrado que a Pol II-S5-P ¢ capaz
de gerar, embora em baixos niveis, transcritos imaturos (ndo processados) que sdo
rapidamente degradados e provavelmente incapazes de serem traduzidos eficientemente.
Somente apds estimulo com LPS, NF-kB ¢ recrutado possibilitando a acetilagdo das
histonas H4K5/K8/K12 ao auxiliar no recrutamento da acetiltransferase GCNS5 para a
regido, o que ¢ requerido para a ligacdo de BRD4 (do inglé€s, Bromodomain-containing

protein 4) que por sua vez vai recrutar P-TEFb (do inglés, Positive Transcription
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Elongation Factor). P-TEFb finalmente promove a fosforilagdo da Serina-2 da RNA Pol
II, culminando em uma eficiente elongacdo transcricional, processamento do mRNA e
producdo de altos niveis de transcritos maduros para codificag¢ao de proteinas (Hargreaves
et al., 2009). Portanto, nesse caso, esses trabalhos mostraram que NF-kB nao ¢ necessario
para o recrutamento da Pol Il para promover o inicio da transcri¢do, mas controla eventos
criticos pods-iniciagdo e ¢ requerido nos promotores dos PRGs para a elongacao,
processamento e produ¢do do mRNA maduro. Como mostramos aqui, 0 promotor de
Rasgef1b esta localizado em uma regido de cromatina permissiva com baixa ocupagao de
nucleossomos, flanqueada por nucleossomos positivamente marcados, abriga uma ilha de
CpG e uma RNA Pol II constitutivamente recrutada. As semelhangas com o modelo
descrito sdo notaveis. Portanto, especulamos que este seria um potencial mecanismo pelo
qual se d4 a transcri¢do de Rasgef1b induzida por TLRs e mediada por NF-xB.

Embora pouco se saiba sobre o perfil de expressdo de Rasgefia e Rasgeflc sob
um contexto imunoldgico, trabalhos anteriores do nosso grupo abordaram essa questao
em macrofagos peritoneais (Andrade et al., 2010). No presente trabalho, ao empregar um
método altamente sensivel e quantitativo, demonstramos que a expressdo de Rasgefia e
Rasgeflc ¢ extremamente baixa, proxima de niveis indetectaveis, em macrofagos
derivados de medula dssea ndo estimulados. Apos a estimulagdo com LPS, a expressdo
de Rasgefla ¢é regulada negativamente, enquanto que Rasgeflc ¢ induzido. Ainda assim,
quando comparados com os niveis do mRNA de Rasgef1b e com outros genes conhecidos
induzidos por TLRs, tais como citocinas inflamatorias, seus niveis sdo insignificantes.
Essas observacoes corroboram a ideia de que esses GEFs podem ter papéis muito
distintos, e no caso de RasGEFla e RasGEFlc, provavelmente ndo relacionados a
resposta imune, ao menos em macréfagos. A fungdo de RasGEF1b também permanece
em grande parte ainda desconhecida, no entanto, sua expressao dominante em relagao aos
seus paralogos indica que esse GEF deve desempenhar um papel dominante nessas
células.

A ativacao de NF-xB mediada por TLRs € responsavel pela regulacao de centenas
de genes-alvo (Zhang et al., 2017). O resultado ¢ um enorme impacto, ndo somente na
resposta imune, mas também em outros processos importantes, como proliferagdo,
diferenciagdo e sobrevivéncia celular (Gerondakis et al., 1999; Hayden and Ghosh, 2012).
Consequentemente, o ajuste fino da resposta de NF-«xB ¢ essencial para a homeostase do

organismo, e naturalmente, a desregulagdo desse processo esta associada a varias doencas
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metabolicas, inflamatorias, autoimunes e cancer (Baker et al., 2011; Courtois and
Gilmore, 2006; Karin, 2006). Expandir nosso conhecimento sobre o conjunto de genes
alvo de NF-kB ¢ de importancia crucial para entender melhor o amplo impacto fisiologico
de tal resposta, o que também poderia, potencialmente, levar a identificagdo de novos
alvos terapé€uticos para os disturbios associados. No presente trabalho mostramos pela
primeira vez a identificagdo e caracterizagdo funcional do promotor RasgefIb,
demonstrando a contribuicdo do NF-kB em sua expressao induzida por TLRs. Além de
contribuir para entender melhor o conjunto de genes regulados por NF-kB durante a
resposta imune inata mediada por TLRs, este trabalho pode fornecer a base para estudos
adicionais sobre a regulagdo do gene RasGEF 1b em outros tipos celulares e tecidos, assim
como pode auxiliar no entendimento dos potenciais mecanismos regulatorios de genes

estruturalmente semelhantes.
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7. CONCLUSOES

Com base no conjunto de dados apresentados nesse trabalho, concluimos que:

1- RasGEF1b ¢ predominantemente expresso em BMDMs murinos em relagdo aos

paralogos RasGEF1a e RasGEFlc.

2- A sequéncia proximal que inclui o TSS reportado na sequéncia referéncia esta

presente nos transcritos de Rasgef1b em macrofagos.

3- O promotor ativo de Rasgeflb estd contido em uma sequéncia proximal entre -
183 e +119 que ¢ conservada evolutivamente, abriga elementos regulatorios
responsivos a ativacdo de TLRs, estd contida em uma regido de cromatina

acessivel e ilha CpG, e potencialmente recruta constitutivamente a RNA Polll.

4- O fator de transcricdo NF-«B se liga a elementos kB especificos no promotor de
Rasgef1b assim como a regides distais e contribui para sua expressao induzida por

TLRs.

O presente trabalho fornece um conjunto de dados inéditos que contribuem para a
compreensdo da regulacdo transcricional de Rasgef1b, da regido gendmica envolvida
nessa func¢do, e de parte dos componentes moleculares que atuam sobre ela, fornecendo
subsidios para estudos futuros sobre o papel desse gene na resposta imune inata mediada

por TLRs em macrofagos.
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