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RESUMO

O reconhecimento de patdgenos, um evento essencial para o inicio das respostas
do sistema imune inato, é mediado por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs)
como os receptores do tipo toll (TLRs). A sinalizacdo celular disparada por meio dos
TLRs leva a ativacdo de varios fatores de transcricdo, que por sua vez participam da
regulacao de genes relacionados a resposta inflamatdria. Um fator de transcricdo central
nesse contexto é o NF-kappaB, que precisa ser devidamente modulado por diversos
mecanismos, pois a sua desregulacdo desempenha um papel fundamental em diversas
patologias. Portanto, o melhor entendimento dos mecanismos de modulacdo de NF-xB
pode fornecer novas abordagens terapéuticas para diversas doencas. RAP2A pertence a
superfamilia Ras, um grupo de proteinas envolvidas em diversos processos celulares e
que tém sua atividade regulada por moléculas denominadas GEFs e GAPs. Estudos
desenvolvidos em nosso laboratério demonstram que um GEF denominado RasGEF1B
é codificado por um gene de expressao induzida por agonistas TLRs e apresenta um
papel regulador negativo sobre a ativagdo de NF-kB mediada por TLRs (Andrade et al,
2010; Rocha, 2014). Em 2009, Yaman e colaboradores (Yaman et al, 2009)
descreveram RAP2A como uma molécula efetora de RasGEF1B. Assim, hipotetizamos
que, por ser efetor de RasGEF1B, RAP2A também desempenhe uma funcéo regulatoria
importante sobre a atividade de NF-xB. Logo, o objetivo principal desse trabalho foi
avaliar o efeito de RAP2A sobre a regulacéo da ativacdo de NF-«xB na via de sinalizagédo
celular disparada por TLRs. Primeiramente, determinamos por meio de PCR o perfil de
expressao de RAP2A em resposta a estimulacdo com agonistas de TLRs em linhagens
de macréfagos murinos e monécitos humanos. Interessantemente, os niveis de RAP2A
ja se encontram elevados nas células ndo-estimuladas, porém sdo drasticamente
reduzidos logo apds a estimulacdo com agonistas TLRs. A partir de estudos de
transfeccdo e ensaios de gene reporter, mostramos que a superexpressdo de RAP2A
inibe a ativacdo de NF-«xB induzida por diversas moléculas como TNF, proteinas da via
de sinalizacdo dos TLRs e agonistas de TLRs, exceto pelo agonista de TLR3. Nossos
dados suportam a ideia que RAP2A seja uma molécula importante que contribua para a
regulacdo da ativagdo de NF-xB na resposta imune mediada pelos TLRs, e que a
reducdo de sua expressdao logo apds a exposicdo das células a agonistas inflamatorios

seja um evento critico para permitir que a ativacdo de NF-kB seja bem sucedida.
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ABSTRACT

Pathogen recognition, a key event for the initiation of innate immune response, is
mediated by pattern-recognition receptors (PRRs) such as toll-like receptors (TLRS).
Cell signaling triggered through TLRs leads to the activation of several transcription
factors, which in turn participate in the regulation of genes related to inflammatory
response. A critical transcription factor in this context is the NF-kB, which needs to be
properly modulated by several mechanisms, as its dysregulation plays a key role in
several diseases. Therefore, a better understanding of NF-kB modulation mechanisms
may provide new therapeutic approaches for various diseases. RAP2A belongs to the
Ras superfamily, a group of proteins involved in various cellular processes which have
their activity regulated by molecules called GEFs and GAPs. Studies in our laboratory
demonstrate that a GEF called RasGEF1B is encoded by a TLR-inducible gene and has
a negative regulatory role on the NF-kB activation mediated by TLRs (Andrade et al,
2010; Rocha et al., 2014). In 2009, Yaman and colleagues (Yaman et al, 2009)
described RAP2A as a RasGEF1B effector molecule. Thus, we hypothesized that
RAP2A also plays an important regulatory role on the activity of NF-kB. Therefore, the
main objective of this study was to evaluate the effect of RAP2A in the regulation of
NF-kB activation in cell signaling pathways triggered by TLRs. First, we determined by
RT-PCR and RT-qPCR the expression profile of RAP2A in response to stimulation
with TLR agonists on murine macrophages and human monocytes. Interestingly,
RAP2A levels are already elevated in unstimulated cells, but are dramatically reduced
after TLR agonists stimulation. In transfection studies and reporter gene assays, we
evaluated the effect of RAP2A on the NF-xB activation induced by various molecules
such as TNF, TLRs agonists and downstream proteins of the TLRs signaling pathway.
The results show that when overexpressed, RAP2A inhibits the activation of NF-
kappaB induced by these molecules, except by TLR3 agonist. Our data support the idea
that RAP2A is an important molecule that contributes to the regulation of NF-kappaB
activation in the immune response mediated by TLRs, and that a repression in its
expression after exposure of cells to inflammatory agonists is a critical event to allow a

successful activation of NF-kappaB.
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1. Introducéo

1.1 Sistema imune inato e receptores do tipo Toll

O sistema imune de mamiferos é composto pela imunidade inata e pelo sistema
de imunidade adquirida. O sistema imune inato € a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra patdgenos e € mediado por fagocitos, incluindo macrofagos e células
dendriticas. A imunidade adquirida esta envolvida na eliminacdo de patdgenos em uma
fase mais tardia da infeccdo, assim como na geracdo de memaria imunoldgica (Akira et
al, 2006).

O reconhecimento de patdgenos microbianos € um evento essencial para o inicio
das respostas do sistema imune inato tais como a inflamacéo. Esse processo é mediado
por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs, do inglés pattern recognition
receptors) que reconhecem estruturas moleculares amplamente partilhadas por
patdgenos, conhecidas como padrdes moleculares associadas a patdgenos (PAMPs, do
inglés pathogen-associated molecular patterns). Os PRRs s&o ainda capazes de
reconhecer os padrées moleculares associados a danos (DAMPs, do inglés Damage-
associated molecular patterns), como moléculas enddgenas provenientes de células

necréticas ou de matriz extracelular. (Janeway, 1989; Lucas & Maes, 2013).

Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll like receptors) sdo os PRRs
mais bem caracterizados, sendo altamente conservados em vertebrados e invertebrados
(Wang et al, 2013; Medzhitov, 2007). O receptor originalmente denominado Toll, foi
descrito como uma molécula crucial na embriogénese de droséfilas (Anderson et al,
1985). No entanto, Lemaitre e colaboradores (1996), observaram que a ativacao de Toll
em drosofilas apresentava similaridades estruturais e funcionais notaveis com a cascata
de ativacdo de NF-kappaB induzida por citocinas (Lemaitre et al, 1996). Esses autores
demonstraram que mutantes de drosofilas com a perda de funcao no receptor Toll eram
altamente susceptiveis & infec¢do fungica assim como apresentavam uma expressao
defeituosa de um peptideo antifingico. No ano seguinte, Medzhitov et al (1997)
identificaram um homologo humano para a proteina Toll de drosofila - o que cunhou o
termo “receptor do tipo Toll”- mostrando que um mutante constitutivo do Toll humano
transfectado em células humanas era capaz de induzir a expressdao de citocinas

inflamatdrias (Medzhitov et al, 1997). Sabemos atualmente, que os receptores do tipo
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Toll sdo cruciais para a inducdo do sistema imune no combate a microorganismos
patogénicos. Os TLRs estdo presentes em células residentes e imunes de varias
superficies importantes de interface hospedeiro-patdgeno, como na pele e em mucosas
dos tratos respiratério, gastrointestinal e urogenital (Anwar et al, 2013; Mifsud et al,
2014).

Os TLRs séo proteinas transmembrana do tipo | caracterizados por um dominio
extracelular contendo repeticGes ricas em leucina (LRR, do inglés Leucine rich repeats),
uma unica hélice transmembrana e um dominio intracelular que ¢ homdlogo ao receptor
de interleucina-1 (IL-1R, do inglés Interleukin-1 receptor), conhecido como dominio
TIR (Toll/IL-1R), o qual é requerido para a transdugéo de sinal. Todos os ectodominios
dos TLRs compartilham de uma estrutura em “forma de ferradura”, mas a diferente
composicdo dos aminoacidos € que torna possivel o reconhecimento de diversos
PAMPs e DAMPs (Akira et al, 2006; Albiger et al, 2007; Kawai & Akira, 2010; Takagi,
2011)

—

Dominio extracelular
~ | contendo repeticoes ricas em
leucina

ﬁ} Dominios semelhantes a Ig I

| ' A RARARRRIMRARRRAARA
0 e g R

Dominio citoplasmatico
TIR

Dominio citoplasmatico

TIR

Figura 1: Representacdo 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 citoplasmatico 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 repeti¢cdes ricas em leucina (LRR) em uma estrutura

caracteristica que se assemelha a forma de uma ferradura. Adaptado de Albiger et al, 2007.



Até o presente momento, foram identificadas 10 moléculas de TLRs funcionais
em humanos (TLRs 1-10), e 12 em camundongos (TLRs 1-9 e TLRs 11-13). Cada TLR
detecta distintos PAMPs (Tabela 1) derivados de virus, bactérias, micobactérias, fungos
e parasitas (Kawai & Akira, 2011; Wang et al, 2013). Os receptores TLRs sdo expressos
tanto na superficie da célula quanto associados a vesiculas intracelulares (Kawai &
Akira, 2011). TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, e TLR6 estdo localizados na superficie
celular e reconhecem uma ampla gama de componentes de membrana derivados de
agentes microbianos, enquanto TLR3, TLR7, TLR8, e TLR9 estdo localizados em
vesiculas intracelulares e reconhecem acidos nucleicos (Blasius & Beutler, 2010).
Recentemente foi mostrado que TLR11, um receptor semelhante a TLR5, também ¢é
expresso em compartimentos intracelulares (Pifer et al, 2011). Entretanto, alguns TLRs,
como por exemplo, TLR2 e TLR4, sdo removidos da superficie celular apdés o
reconhecimento de moléculas ligantes e sao recrutados para o fagossomo de macréfagos
(Anwar et al, 2013).

Apo6s o reconhecimento dos PAMPs, a sinalizagdo disparada por TLRs é
primariamente mediada via recrutamento de moléculas adaptadoras para o dominio TIR
dos TLRs, o0 que ativa as proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPKSs, do inglés
Mitogen-activated protein kinases) e também vérios fatores de transcricdo como o NF-
kB (do inglés Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) e
IRF3/7 (do inglés Interferon regulatory factor). Uma vez ativados, esses fatores sdo
translocados para o nacleo onde se ligam a regido promotora de genes inflamatorios,
resultado na ativacdo transcricional de genes que codificam citocinas pré-inflamatorias
e interferons do tipo I. As principais moléculas adaptadoras do dominio TIR dos TLRs
sdo: o fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88, do inglés Myeloid differentiation
factor 88); a proteina adaptadora indutora de IFN-beta que contém o dominio TIR
(TRIF, do inglés TIR domain-containing adaptor inducing IFN-beta), também
conhecida como TICAM-1; a proteina adaptadora que contém o dominio TIR, também
chamada de molécula adaptadora do tipo MyD88 (TIRAP/Mal, do inglés TIR domain-
containing adapter protein/MyD88-adaptor-like) e a molécula adaptadora relacionada a
TRIF (TRAM, do inglés TRIF-related adapter molecule). Com a excecdo de TLR3 que
utiliza a via TRIF dependente, todos os TLRs recrutam MyD88, sendo que os TLRs 1,
2, 4 e 6 recrutam TIRAP para iniciar a sinalizacdo dependente de MyD88 (Kumar et al,
2011; Takagi, 2011).



Tabela 1: TLRs e seus ligantes. Modificado de Taro Kawai e Shizuo Akira, (2011); e Anwar

etal, (2013).
Ligantes
Receptores PAMPs DAMPs Adaptador
TLR1/2 Lipoproteinas; Né&o determinado Mal/MyD88
Triacil Lipoproteinas (Pam3CSK4).
TLR2/6 Lipoproteinas Diaciladas; HSP60, HSP70, Gp96; Mal/MyD88
Acido Lpoteicoico (LTA); HMGBI;
Zymosan Fragmentos de Matriz Extracelular
TLR3 dsRNA (poly I:C) mRNA TRIF
TLR4 Lipopolissacarideos (LPS); HSP22, HSP 60,HSP70, Mal/MyD88
Proteinas de envelope viral HSP72, Gp96; TRAM/TRIF
Glicoinositolfosfolipideos HMGBI;
Fragmentos de Matriz Extracelular;
Tenascina-C;
Fosfolipideos oxidados;
a-defensina 2
TLR5 Flagelina N4&o determinado MyD88
TLR6/4 N&o determinado Amiloide-§; MyD88
Lipoproteina TRIF
oxidada de baixa densidade
TLR7 SSRNA,; sSRNA do complexo imune MyD88
Imidazoquinolinas (R848);
Analogos de guanosina (loxoribina)
TLR8 SSRNA; sSRNA do complexo imune MyD88
Imidazoquinolinas (R848)
TLR9 CpG DNA nédo metilado ; Complexos IgG - cromatina MyD88
Oligodinucleotideos CpG;
Hemozoina
TLR10 Molécula tipo profilina N&o determinado MyD88
TLR11 Molécula tipo profiling; N&o determinado MyD88
Bactérias uropatogénicas
TLR13 rRNA 23S bacteriano Né&o determinado MyD88

TLR4 ativa tanto a via MyD88 dependente quanto TRIF dependente, utilizando

assim todos os quatro adaptadores. Inicialmente, TLR4 recruta TIRAP que facilita o

recrutamento de MyD88 para iniciar a primeira fase de ativagdo de MAPKs e NF-«kB.

Para a sinalizacdo TRIF-dependente, TLR4 é transportado para um endossomo via

endocitose e forma um complexo com TRAM e TRIF, o qual é requerido para a

ativacdo de IRF3, que induz a producéo de interferon beta. Essa via (TRIF dependente)

tambem aciona a segunda fase de ativagdo de NF-«xB e MAPKSs (Kumar et al, 2011).

Os receptores do tipo Toll desempenham um papel importante no inicio e no

desenvolvimento da inflamacéo contra diversos patdgenos, afetando a homeostase do
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hospedeiro e permitindo também o principio da resposta imune adaptativa (Anwar et al,
2013; (Li et al, 2009). Vérios estudos utilizam moléculas agonistas de TLRs como
potenciais agentes profiléaticos e/ou terapéuticos contra doencas infecciosas (Mifsud et
al, 2014). Entretanto, exposi¢oes subsequentes dos TLRs aos seus ligantes levam a uma
insensibilidade ou hiporresponsividade dos mesmos, 0 que é conhecido como tolerancia
(LaRue & McCall, 1994). Além disso, os receptores do tipo Toll desempenham um
importante papel na tolerdncia a microbiota comensal do intestino por exemplo
(Kamdar et al, 2013). A ativacdo dos TLRs é controlada por varios sinais especificos e
reguladores, pois a ativacdo descontrolada ou prolongada dos TLRs pode levar ao
desenvolvimento de doencas autoimunes e inflamatdrias, como artrite reumatoide, lUpus
eritematoso sistémico e choque séptico (Yan et al, 2012; Li, 2009; Lucas & Maes,
2013).

Portanto, o melhor conhecimento sobre a modulacdo das vias inflamatdrias e dos
mecanismos complexos das vias iniciadas por TLRs, pode levar a um melhor

entendimento sobre diversas doencas e possibilitar novas abordagens terapéuticas.

1.2 Fatores de transcricdo NF-kappaB

A molécula de NF-«B foi descoberta em 1986 por Rajan Sen e David Baltimore
quando estes pesquisadores tentavam entender o mecanismo de ativacdo de sequéncias
do gene da cadeia leve kappa de imunoglobulina em linfécitos B. Sen e Baltimore
procuravam em extratos nucleares por moléculas que pudessem participar desse
mecanismo e descobriram uma proteina que se ligava a uma sequéncia nucleotidica
potencializadora (“enhancer”) do gene que codifica a cadeia leve kappa em células B, a
qual nomearam NF-kB (Doyle & O'Neill, 2006; Ghosh & Hayden, 2012; Sen &
Baltimore, 1986).

Desde o seu descobrimento, a familia de fatores de transcricdo NF-xB foi objeto
de pesquisas intensas em varias areas da ciéncia biomédica, e hoje se sabe que a via de
NF-kB ¢ importante para a funcionalidade de diversos tipos celulares e tem papel
crucial em varios eventos da imunidade, na inflamagdo, na proliferacdo e na
sobrevivéncia celular (figura 2). Na imunidade e nos processos inflamatérios, NF-xB €

importante para a producdo de citocinas e quimiocinas, moléculas de adesdo celular,
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para producdo de substancias antimicrobianas, diferenciacdo celular, entre outros
processos. Existem ainda, varios estudos que relacionam NF-xB a patologias como o
cancer e doencas metabolicas (Baker et al, 2011; Doyle & O'Neill, 2006; Ghosh &
Hayden, 2012; Hayden & Ghosh, 2011).

PAMPs
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Nao- codificantes

Figura 2: NF-kB é um fator de transcri¢do crucial para varias funcdes de diversos tipos
celulares. Sinais que variam de citocinas pro-inflamatorias a estresses incluindo espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a luz ultravioleta (UV) levam a ativagdo de NF-kB. Por sua vez,
NF-kB regula a transcri¢ao de varios genes importantes na imunidade, inflamagdo, proliferacéo

e sobrevivéncia celular. Modificado de: (Ghosh & Hayden, 2012)

Existem cinco membros na familia dos fatores de transcricdo NF- kB em
mamiferos: RelA (p65), RelB, c-Rel e as proteinas precursoras NF-xB1 (p105) e NF-
kB2 (p100), que sdo processadas em p50 e p52, respectivamente. Essas proteinas
formam dimeros que se ligam a regides kB em sequéncias regulatorias de varios genes
causando a inducdo ou repressdo da transcricdo dos mesmos (Hayden & Ghosh, 2004;
Pahl, 1999).

No citoplasma, os dimeros de NF-kB estdo associados a proteinas inibitorias
denominadas IkB, o que os deixa em condig¢do inativa. Quando h& estimulo para a
ativacdo de NF-kB, as proteinas IkB sdao fosforiladas e assim marcadas para

ubiquitinacdo e conseguinte degradacéo por proteassomas, liberando os dimeros de NF-
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kB que entdo sdo translocados para o nucleo (figura 3). A fosforilagao de IkB ocorre por
meio do complexo IKK (IkB cinases), que & composto por duas cinases cataliticamente
ativas, IKKo e IKKP, ¢ uma subunidade regulatoria denominada IKKy (NEMO, do

inglés Nuclear factorkB essencial modulator) (Oeckinghaus et al, 2011).
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Figura 3: Fosforilaciio e degradacio de IkB e consequente translocacio de NF-kB para
0 nucleo. Ao final da cascata de sinalizagdo para ativacdo de NF-kB apds um estimulo
inflamatorio, as proteinas kB sdo fosforiladas pelo complexo IKK e degradadas, liberando os

dimeros de NF-«B para o nucleo. Retirado de: (Ghosh & Hayden, 2008)

Os cinco polipeptideos do grupo de NF- kB pertencem a mesma familia devido a
presenca de uma sequéncia homologa proxima a regido N-terminal denominada regido
de homologia Rel (RHR, Rel homology region), que tem aproximadamente 300
residuos. O RHR é responsavel pela maioria das fungdes criticas de NF-kB, incluindo a
associagdo com os inibidores IkB e a ligagdo ao DNA dentro do ntcleo, sendo dividido
em trés regides estruturais: dominio N-terminal (NTD, N-terminal domain), dominio de
dimerizacdo (DD, dimerization domain), e o sinal de localizacdo nuclear (NLS, nuclear

localization signal) (Ghosh et al, 2012).
1.2.1 Vias de ativacdo de NF-xB

As vias de sinalizagdo que culminam na ativagdo de NF-xB podem ser
classificadas em candnica e ndo-canbnica. A via canénica, ou classica, pode se iniciar
por meio de estimulos reconhecidos por diferentes receptores, como 0s receptores de
TNF (TNFR, TNF receptors), de IL-1 (IL-1R, IL-1 receptor), receptores de antigenos,
ou PRRs como os receptores do tipo Toll. A via ndo-candnica, ou alternativa, é induzida
por membros especificos da familia de TNF, e em contraste com a via classica, a via
alternativa é independente de NEMO (Hayden & Ghosh, 2012).



A ativacdo classica de NF-kB via TLRs pode ser tanto MyD88 dependente
quanto TRIF dependente, o que esta relacionado & molécula de TLR acionada, como
descrito previamente. No caso de TLR4, por exemplo, as duas vias sdo ativadas, sendo
que MyD88 recruta IRAK-4 (IL-1R-associated kinases-4), IRAK-4 forma um complexo
com IRAKL, e este complexo é responsavel pela ligacdo de TRAF6 (TNFR-associated
factor 6), que por sua vez recruta os complexos TAK1 (TGF- activated kinase) e IKK,
levando a ativacdo de NF-xB (figura 4). A via TRIF de TLR4 ativa predominantemente
IRF3 que induz a producdo de interferons do tipo I, mas também ativa NF-xB ao
recrutar RIP1 (Receptor interacting protein 1) que por sua vez recruta e ativa TRAF®6,
TAK1 e IKK (Hayden & Ghosh, 2012).

Nucleo
e
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Figura 4: Representagdo simplificada da via de sinalizagdo MyD88 dependente iniciada em
TLR4 que leva a ativacdo de NF-kB. MyD88 recruta IRAK que é responsavel pela ligacdo de
TRAF6, que por sua vez recruta os complexos TAK1 e IKK, levando a ativagdo de NF-kB e sua
consequente translocacdo para o nlcleo. A via de TLR2 ocorre de forma semelhante, enquanto a
via de TLR3 utiliza como molécula adaptadora a proteina TRIF, e ndo Mal/TIRAP e MyD88.
Baseado em: (Kawai & Akira, 2007)



Outro modo de ocorrer a ativacdo da via de sinalizagdo candnica de NF-xB
acontece por meio do receptor 1 de TNF (TNFR1, tumor necrosis factor receptor 1). A
estimulagdo de TNFR1 leva a ligacdo de TRADD (TNFR, associated protein with a
death domain) nesse receptor, que fornece uma plataforma para o recrutamento de
FADD (Fas receptor-associated death domain) e TRAF2 (TNFR-associated factor 2).
FADD pode induzir morte celular por apoptose ou necroptose, enquanto TRAF2
coopera com RIP1 para o recrutamento dos complexos TAK1 e IKK, levando a ativagao
de NF-xB (Hayden & Ghosh, 2012; Oeckinghaus et al, 2011).

1.2.2 Regulagéo negativa de NF-kB

NF-xkB ¢ um regulador critico de mdltiplas funcbes biologicas incluindo a
imunidade e sobrevivéncia celular, e a sua ativacdo imediata é essencial para a defesa
do hospedeiro contra vérias classes de agentes patogénicos. Portanto, a regulagdo de
NF-kappaB deve ser finamente regulada, pois sua desregulacdo pode resultar em
condicdes patoldgicas como inflamacGes cronicas, choque séptico, autoimunidade e
cancer (Harhaj & Dixit, 2011; Harhaj & Dixit, 2012; Ruland, 2011).

A principal proteina inibitéria de NF-kB ¢ IkB, que mascara a sequéncia de
localizacdo nuclear (NLS) de NF-xB impedindo-0 de ser translocado para o nucleo,
além de inibir sua habilidade de se ligar ao DNA. Portanto, para que NF-kB seja
ativado, IxB precisa ser fosforilada por meio do complexo IKK. Além disso, estudos j&
mostraram que IkBa, quando expresso no compartimento nuclear, ndo sé inativa a
transcricdo dependente de NF-xB, como também transporta NF-xB de volta para o
citoplasma (Arenzana-Seisdedos et al, 1997; Beg et al, 1992; DiDonato et al, 1996;
Henkel et al, 1992).

A ativagdo de IKK ¢ promovida por mudangas conformacionais em IKKy apds a
ligacdo de ubiquitinas a esta proteina. Embora a ubiquitinagdo seja uma modificacao
pos-traducional reversivel mais conhecida por marcar uma proteina para a degradagéo
mediada por proteassomos, estudos recentes tém demonstrado numerosas fungdes ndo-
proteoliticas da ubiquitinacdo, incluindo o transporte de proteinas e ativacdo de cinases
e proteases. De fato, varias deubiquitinases (DUB), enzimas que degradam a ubiquitina

que foi adicionada a uma proteina-alvo, estdo criticamente envolvidas na regulacéo



negativa da sinalizacdo canonica de NF-kB, e a DUB mais bem estudada que modula
negativamente NF-xB ¢ denominada A20 (Harhaj & Dixit, 2011; Ruland, 2011).

A proteina A20, também conhecida como TNFAIP3 (do inglés, TNF-alpha-
induced protein 3), foi identificada em 1990 como um gene de expressdo rapidamente
induzida em resposta a estimulacdo por TNF em células endoteliais de veia umbilical
humana (Opipari et al, 1990). Em 1996, varios grupos mostraram que a super expressao
de A20 inibe a ativagcdo de NF-kB em resposta a estimula¢do por TNF ou IL-1 (Cooper
et al, 1996; Jaattela et al, 1996; Song et al, 1996). Em um desses estudos, foi indicado
que A20 interage com TRAF2, um molécula chave na sinalizagdo da via de TNF (Song
et al, 1996). Um trabalho interessante de Lee e colaboradores, mostra que fibroblastos
de embrido murino (MEFs, do inglés Mouse Embryonic Fibroblasts) deficientes de A20
exibem uma inducdo persistente da via de NF-xB induzida por TNF-o ¢ IL-1,
caracterizada por uma ativacao prolongada de IKK e consequente degradacdo de IkBa
(Lee et al, 2000). Existem ainda, estudos que mostram a interacdo de A20 com TRAF6
(Heyninck & Beyaert, 1999) e apontam RIP1 como outro potencial alvo de A20
(Heyninck et al, 1999). Na verdade, sabe-se hoje que A20 modula negativamente nao
apenas a via de TNFR1, mas também inibe a sinalizacdo da via candnica de NF-xB
disparadas por PRRs e receptores de antigeno. E importante ressaltar que a expressao de
A20 é diretamente induzida pela atividade de NF-xB, ou seja, A20 faz parte de um

mecanismo de retro-alimentacdo negativa (Ruland, 2011).

Outra proteina importante que age por meio de deubiquitinacdo na regulagdo
negativa de NF-xB é CYLD (do inglés, Cylindromatosis), que é capaz de deubiquitinar
moléculas como TRAF2, TRAF6, TAK1 e IKKy. Diferentemente de A20, a expressao
de CYLD ndo é diretamente induzida por NF-kB, mas a sua atividade ¢ ainda
controlada de uma maneira dependente de estimulo, por fosforilagdo ou localizagdo
celular (Ruland, 2011). Existem ainda varias proteinas e diferentes mecanismos de
regulacdo negativa de NF-xB descritos na literatura. Estudos sobre proteinas da familia
Ras que cumpram este papel também ja foram descritos. Um exemplo, é o da proteina
kB-Ras, que em um trabalho publicado por Tago e colaboradores, foi relacionada a
regulagdo negativa da via de NF-xB (Tago et al, 2010).
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1.3 Proteinas Ras

A superfamilia Ras de pequenas proteinas ligadas ao nucleotideo guanina (do
inglés, small guanine nucleotide-binding G proteins), também chamadas de pequenas
proteinas G devido a sua baixa massa molecular, compreendem mais de 150 membros
em humanos, e com base nas funcdes e similaridade de sequéncias sdo divididas em
cinco familias principais: Ras, Rho, Rab, Arf e Ran. Sdo proteinas monoméricas de
baixo peso molecular que varia de 20 a 25 kDa, e que regulam diversos processos
celulares incluindo a progressdao do ciclo celular, sobrevivéncia, organizacdo do
citoesqueleto de actina, polaridade e movimentacdo celular e transporte vesicular e
nuclear (Bos et al, 2007; Vigil et al, 2010).

As pequenas proteinas G alternam entre uma forma inativa, ligada a GDP, e
outra ativa, ligada a GTP. A troca entre as duas formas, é controlada pelos fatores de
troca de nucleotideos guanina (GEFs, guanine nucleotide exchange factors),que
catalisam a troca de GDP por GTP, e pelas proteinas ativadoras de GTPase (GAPs,
GTPase-activating proteins), que inativam as pequenas proteinas G ao induzir a
hidrélise do GTP. Embora todas as proteinas da superfamilia Ras apresentem o mesmo
mecanismo de regulacdo, cada subfamilia tem seu proprio grupo de GEFs e GAPs (Bos
et al, 2007; Cherfils & Zeghouf, 2013; van Dam et al, 2011).

A familia Ras compreende 36 membros em mamiferos e é dividida em trés
grupos principais: Ras, Ral e Rap (Cherfils & Zeghouf, 2013). O grupo das proteinas
Ras propriamente ditas é o fundador da linhagem de proteinas G de baixo peso
molecular (Bos et al, 2007; Johnson & Chen, 2012), e seus trés membros candnicos H-
Ras, N-Ras e K-Ras foram identificados devido a sua frequente ativacdo oncogénica
em tumores humanos (Castellano & Santos, 2011). Apds a estimulacdo por um fator de
crescimento ou outro estimulo extracelular, um receptor tirosina cinase (RTK) ativa um
GEF que por sua vez ativa Ras, e esta desencadeia trés vias efetoras primarias: a via
Raf/MEK/ERK, envolvida na proliferacdo celular, sobrevivéncia, mitose e migracéo; a
via PI3K, importante componente da transformacéao celular; e a via RalGDS, que ativa
RalA e RalB, as duas isoformas do grupo Ral (Colicelli, 2004; Friday & Adjei, 2008;
Johnson & Chen, 2012). O grupo das proteinas Ral (Ras-like) compartilha

aproximadamente 50% de homologia com Ras, e estdo envolvidas em processos
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celulares como transporte de vesiculas e progressdo do ciclo celular (Downward, 2003;
Johnson & Chen, 2012).

O grupo de proteinas Rap também apresenta cerca de 50% de homologia com
Ras e possui cinco membros: RaplA, RaplB, Rap2A, Rap2B e Rap2C, que possuem
uma sequéncia de aminoacidos idéntica em suas regides efetoras (Johnson & Chen,
2012; Paganini et al, 2006). Embora as proteinas Rap sejam amplamente expressas, a
quantidade relativa de membros individuais pode variar consideravelmente dependendo
do tecido ou do tipo de célula considerada (Paganini et al, 2006). As isoformas RaplA e
RaplB sdo as mais bem estudadas, enquanto que as proteinas Rap2 foram menos
investigadas (Johnson & Chen, 2012; Paganini et al, 2006). As proteinas Rap tém sido
ligadas principalmente a regulacdo da adesdo celular, e, além disso, Rapl tem sido
implicada no estabelecimento de polaridade, proliferacdo celular e no controle de
interacOes célula-célula (Gloerich et al, 2012; Johnson & Chen, 2012).

Bigler e colaboradores mostraram que Rap2A estd envolvida na expressao de
PSA (do inglés, prostate-specific antigen) andrdgeno-dependente, assim como no
crescimento andrégeno-dependente da progressdo do cancer de prostata em linhagens
celulares humanas (Bigler et al, 2007). Em um trabalho de 2010, Kawabe e
colaboradores concluem que uma via de sinalizacdo envolvendo Rap2A regula o
crescimento de neuritos em neurdnios de mamiferos (Kawabe et al, 2010). Rap2A
também estd envolvida na polarizacdo de células intestinais que leva a formacgdo da
borda em escova (Gloerich et al, 2012). Yaman e colaboradores mostraram ainda que
RasGEF1B funciona como um fator de troca de nucleotideo guanina para Rap2A
(Yaman et al, 2009). Este € um dado importante para a formulacdo da hipotese no
presente trabalho, pois andlises funcionais realizadas no nosso laboratorio (LGI-
Laboratério de Genes Inflamatérios) demonstram que RasGEF1B é um regulador
negativo da atividade de NF-kB mediada por TLRs (Lima, 2012; Valverde, 2011;

Rocha-manuscrito em preparagao).
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2. Hipotese e justificativa

RAP2A foi descrita como molécula efetora de RasGEF1B (Yaman et al, 2009).
Dados obtidos em nosso laboratério (LGI, Laboratério de Genes Inflamatdrios)
demonstam que a proteina RasGEF1B é codificada por um gene de expressao induzida
por agonistas TLRs. Além disso, estudos funcionais realizados no LGl mostram que
RasGEF1B é um regulador negativo da atividade de NF-xB mediada por TLRs (Lima,
2012; Valverde, 2011; Rocha-manuscrito em preparacdo). Tomando em conjunto essas
observagdes, hipotetizamos que RAP2A também desempenha uma funcdo regulatéria

importante sobre a atividade de NF-«xB.

A ativacdo das células seja por PAMPs microbianos, ligacdo de citocinas aos
seus receptores ou pelo reconhecimento de antigenos € mediada pela ativacdo do fator
de transcricdo NF-kB que controla a expressdo de varios genes pro-inflamatorios. As
observacgdes feitas nos ultimos 20 anos de que muitas doengas comuns, incluindo o
cancer, doengas autoimunes e até o choque séptico estdo associadas com a desregulacdo
da atividade do NF-kB, provocaram um grande interesse no estudo desse fator de
transcricdo e nas vias de sinalizacdo que controlam a sua atividade. Diante desse
cenario, ao investigar os efeitos de RAP2A na via de sinalizacdo dos TLRs que leva a
ativacdo de NF-kB podemos contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos de
regulacdo envolvendo esse fator de transcri¢cdo no controle da resposta inflamatéria e até
mesmo na compreensdo dos mecanismos de controle de patologias como doencas

inflamatdrias crénicas e o cancer.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito de RAP2A sobre a ativagdo do fator de transcrigdo NF-xB

mediada pela via de sinalizacéo de receptores do tipo Toll (TLRS).
3.2 Objetivos Especificos

e Determinar, por meio de RT-qPCR, se a expressdo de RAP2A é modulada em
resposta a estimulacdo com agonistas de TLRs em linhagens de macrofagos
murinos e mondcitos humanos;

e Avaliar, por estudos de transfeccdo e ensaios de gene repdrter, o efeito de
RAP2A sobre a ativagdo de NF-«xB induzida por TNF;

e Avaliar, por estudos de transfeccdo e ensaios de gene reporter, o efeito de
RAP2A sobre a ativacdo de NF-«B induzida por agonistas de TLRs;

e Avaliar, por estudos de transfeccdo e ensaios de gene reporter, o efeito de
RAP2A sobre a ativacdo de NF-xB induzida por proteinas criticas da via de
sinalizacdo dos TLRs como Mal/TIRAP, TRAF-6, TAKL/TABL, IKK-qa, IKK-f
e p65/RelA,;
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4. Metodologia

4.1 Células

Neste estudo, foram utilizadas células HEK293, THP-1, RAW264.7 e BMDMs.
HEK293 € uma linhagem imortalizada de células epiteliais de rim de embrido humano
contendo o antigeno tipo 5 de adenovirus. Para o seu cultivo, as células HEK293 eram
retiradas do estoque de nitrogénio liquido e, imediatamente, eram descongeladas em
banho de &gua a 37°C. A suspensdo de células era transferida para uma garrafa estéril de
cultura de células (TPP, 25cm?) contendo 5mL de meio DMEM (Meio Eagle
Modificado Dulbecco’s, LGC), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco-Invitrogen) e antibidticos (100pg/mL estreptomicina / 100 U/mL penicilina,
Gibco-Invitrogen). As células eram incubadas em estufa a 37°C, em atmosfera com 5%
de CO,. Apos 4 horas, 0 meio era desprezado com a finalidade de eliminarmos debris
celulares e DMSO (Sigma-Aldrich, EUA) proveniente do meio de congelamento, além
das células inviaveis que ndo aderiram a superficie da garrafa de cultura. Ao atingirem
80-90% de confluéncia, era realizada a passagem para outra garrafa de cultura estéril
(TPP, 75 cm?) para a manutencdo das células. Para realizar as passagens, 0 meio de
cultura era desprezado do frasco e a monocamada de células era entdo lavada com
PBS1X (NaCl 140mM; Na,HPO4 10mM; KH,PO, 1Mm; KCI 2mM). Em seguida,
eram adicionados 2mL de Tripsina 0,4%-EDTA (Gibco-Invitrogen) por frasco, que era
incubado a 37°C por 1 minuto. Posteriormente, eram adicionados 4 mL de meio
completo fresco, parte do volume total era desprezado dependendo da quantidade de

células e o restante era ressuspenso totalizando um volume de 20mL.

Para se realizar o congelamento esperava-se que as células atingissem de 80 a
90% de confluéncia, entdo eram lavadas em PBS 1X e tripsinisadas como descrito
anteriormente, sendo posteriormente ressuspensas em meio de congelamento contendo
90% de soro fetal bovino e 10% de DMSO (Hybri-Max, Sigma). Um mililitro dessa
suspensdo era colocado em tubo de congelamento (TPP), e transferido para um freezer a
-70°C. Apos 24-48 horas, os tubos eram transferidos para botijdo de nitrogénio liquido a
-196°C.

As células RAW?264.7 sdo uma linhagem imortalizada de macréfagos murinos

amplamente utilizada em estudos relacionados com a resposta inflamatoéria (Olsson &
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Sundler, 2006; Ramana et al, 2006), por expressarem os receptores do tipo Toll (TLRS)
(Applequist et al, 2002), além de outras caracteristicas de células fagociticas
profissionais. Os procedimentos para o seu cultivo, passagens e congelamento eram
semelhantes aos ja descritos para as células HEK293, exceto que o soro fetal bovino
utilizado era proveniente da HyCLONE (USA) ou Cultilab (Brasil), e as garrafas
estéreis para cultura de células de 25 e 75 cm? utilizadas eram de superficie no-tratada,
provenientes de outro fabricante (NUNC).

As ceélulas THP-1 s8o mondcitos provenientes de sangue periférico humano
retirados de individuo portador de leucemia monocitica aguda (Tsuchiya et al, 1980).
Diferentemente das demais linhagens celulares utilizadas no presente trabalho, as
células THP-1 ndo se aderem as garrafas de cultura, ou seja, sdo cultivadas em
suspensdo no meio. Para iniciar o cultivo, as células eram retiradas do estoque de
nitrogénio liquido e descongeladas em banho de agua a 37°C. A suspenséo celular era
entdo colocada em uma garrafa estéril de cultura de células (TPP, 25 cm2) contendo
meio RPMI-1640 (LGC Biotecnologia) suplementado com 10% SFB (Gibco), 2mM L-
glutamina (Gibco) e antibioticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL).
As células eram incubadas em estufa a 37°C com uma atmosfera de 5% CO,. Entre 24 e
48h apos esse procedimento, era realizada a passagem de todo o contetdo do frasco de
cultura para uma garrafa de cultura de 75cm? (TPP) onde as células eram mantidas com
30-40 mL de meio. Para manter as celulas em cultivo, a cada 2-3 dias metade da
suspensdo celular era desprezada (dependendo da quatidade de células) e quantidade
similar de meio RPMI-1640 suplementado era adicionado a cultura. Para o
congelamento, as células eram centrifugadas a 180 x g por 5 minutos, sendo
posteriormente ressuspensas em meio de congelamento contendo 90% de soro fetal
bovino e 10% de DMSO (Hybri-Max, Sigma).

As células precursoras de macrofagos foram obtidas da medula 6ssea de
camundongos C57BL/6 (selvagens). Os animais foram eutanasiados e os fémures e
tibias foram cuidadosamente extraidos e adicionados a um tubo de polipropileno
contendo PBS estéril e, posteriormente, deixados em etanol 70% por 1 minuto.
Utilizando-se meio RPMI 1640 (HyClone, LGC Biotecnologia) e uma seringa com
agulha 0,70 x 25 mm, as células foram removidas e transferidas para um tubo de

polipropileno estéril.
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Para a diferenciacdo de macrofagos derivados da medula 6ssea, as células foram
ressuspensas em 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 20% SFB (Soro Fetal
Bovino), 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100 unidades/mL de penicilina
G potéssica e também com 30% de sobrenadante de cultura de células L-929. O
sobrenadante de células L929 contém quantidade significativa de Fator Estimulante de
Colbnias de Macrofagos (M-CSF, do inglés Macrophage-Colony Stimulating Factor)
que é um fator de crescimento essencial na diferenciacdo de células progenitoras a
macrofagos. A suspensdo de células foi colocada em placas de Petri estéreis e incubadas
a 37°C/5% CO; por 7 dias, sendo que no quarto dia o meio foi renovado pela adi¢ao de
10 mL de meio RPMI contendo 20% de SFB e 30% de sobrenadante de cultura de
celulas L929, como descrito acima. Ao sétimo dia em cultura, o sobrenadante foi
descartado e a cultura de células na placa foi lavada com 5 mL de PBS estéril para
eliminar as células ndo aderentes. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de PBS a
cultura na placa, seguido de incubacdo no gelo por 10 minutos. As células aderidas na
placa, j& diferenciadas como macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs), foram
removidas por ressuspensdo com PBS gelado, e transferidas para tubo de polipropileno
estéril. Os BMDMs foram centrifugados a 200 x g / 5 min a 4°C e ressuspensos em 5
mL de meio RPMI 1640 contendo 10% SFB, 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES
pH 7,2, 100 unidades/mL de penicilina G potassica e 5% de sobrenadante de cultura de
ceélulas L929. As células foram entdo incubadas em estufa a 37°C, atmosfera a 5% CO,

e mantidas até o dia seguinte quando foram estimuladas.
4.2 Estimulacéo celular com agonistas TLR

Para analise da expressdo génica em resposta a estimulacdo com agonistas de
TLRs, foram utilizadas as células RAW264.7 ou BMDMSs murinas, e THP-1 humanas,
As células RAW264.7 ou BMDMs foram plaqueados em placa de 24 wells (JetBioFil)
na densidade de 3 x 10° células por poco num volume de 500uL de meio DMEM
completo. Os estimulos foram feitos com LPS 055:B5 (agonista de TLR4)(Sigma-
Aldrich, EUA) na concentracdo de 1pg/mL, poly-IC (agonista de TLR3)(Sigma-
Aldrich, EUA) na concentragdo de 100pg/mL, e Pam3CSK4 (agonista de
TLR2)(Sigma-Aldrich, EUA) na concentra¢do de 100ng/mL. Um grupo de células ndo
estimuladas foi usado como controle, enquanto que os outros grupos foram estimulados

nos intervalos de tempo de 3, 6, 12 e 24 horas para cada agonista.
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As celulas THP-1, devido a sua natureza de cultura em suspensdo, eram
primeiramente transferidas para tubos Falcon de 50mL (JetBioFil) e centrifugadas a 180
X g por 5 minutos antes da contagem. O sobrenadante foi descartado, as células foram
lavadas em PBS 1X e novamente ressuspensas em meio RPMI completo. As células
foram contadas em camara de Neubauer, e posteriormente plaqueadas em placas de seis
pocos (Corning, USA) na concentracéo de 3 x 10° células por poco em um volume de
2mL cada. Os estimulos foram realizados de forma semelhante ao que foi feito para as
células RAW264.7, com 0s mesmos agonistas € nos mesmos tempos. Ao término das
estimulacdes, tanto para as células THP-1 quanto para os macréfagos murinos, foi

seguido o protocolo de extragdo de RNA total descrito a seguir.
4.3 Extracdo de RNA total

Para as células THP-1, ao término das estimulagdes com os agonistas TLRs, as
suspensdes celulares foram transferidas para tubos cénicos de 15mL (Corning). Apesar
da sua natureza de cultura em suspenséo, parte das células THP-1 se aderem ao poco da
placa ap6s o estimulo com agonistas de TLRs. Portanto, para a extragdo do RNA de
celulas que se encontravam aderidas, um mililitro do reagente TRIzol (Invitrogen) foi
adicionado ao poco seguido de homogeneizacdo do conteudo das placas em shaker
orbital. Para a obtencdo do RNA total das células em suspensdo, os tubos de 15mL
foram centrifugados a 180 x g por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento
de cada tubo foi entdo ressuspendido a partir do homogenato com TRIzol recuperado do
respectivo poco. O homogenato final obtido foi transferido para tubo de microcentrifuga

1,5mL (Axygen Scientific) e entdo incubado por 5 minutos a temperatura ambiente.

Para as células RAW264.7 e BMDMs, que sdo aderentes a placa, o meio de
cultura foi desprezado, e 500uL do reagente TRIzol (Invitrogen) foi imediatamente
adicionado por poco. A placa de cultura células foi deixada por 15 minutos em shaker
orbital para homogeneizacdo do reagente e apds este tempo o contetido de cada poco foi
transferido para tubos de microcentrifuga identificados de 1,5mL (Axygen Scientific) e

as amostras foram entdo incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente.

Ap0s estes procedimentos, para a extracdo do RNA total nos dois tipos celulares
foi seguido o protocolo do reagente TRIzol segundo recomendado pelo fabricante. Ao

final, o RNA foi solubilizado em agua DEPC (Invitrogen) com o auxilio de uma
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micropipeta. Em seguida as amostras foram incubadas a 55°C durante 10 minutos e
posteriormente estocadas a -20°C. Para a quantificacdo do RNA total, 1uL de cada
amostra foi lida em espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, EUA), que
determina a concentracdo de RNA total em ng/pL, assim como a razdo RNA:proteina

das absorbancias 260nm e 280nm medidas.

4.5 Sintese da fita simples de cDNA

Um micrograma de RNA total de cada amostra foi adicionado a uma solugéo
contendo: 0,5ug de oligo-dTig, uma mistura de dNTPs (dATP; dCTP; dGTP; dTTP)
(Invitrogen) a 10mM e agua DEPC para completar um volume total de 13 pL. Apds
homogeneizacdo, as amostras foram incubadas a 65°C durante 5 minutos, e em seguida
colocadas no gelo por 2 minutos. Foram entdo adicionados 7uL de uma mistura
contendo 4uL de solugdo tampdo MMLYV first-strand buffer (Invitrogen), 2uL de DTT
0,1M (Invitrogen), e 1uL de enzima MMLV-RT (Invitrogen), obtendo-se o volume final
de 20pL. Esta solucdo foi incubada a 37°C por 50 minutos. Para inativacdo da enzima
transcriptase reversa MMLV, a mistura foi posteriormente incubada a 70°C durante 15

minutos. Em seguida as amostras foram armazenadas a -20°C.
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4.6 Oligonucleotideos (Primers) e condicbes de PCR
Para a realizagdo das PCRs foram utilizadas as condi¢des descritas na tabela abaixo:

Tabela 2: Oligonucleotidos utilizados nesse estudo,

termociclicas e genes alvos.

suas sequéncias,

condicdes

Gene alvo/Tipo de

Gapdh
Murino/RT-qPCR

QRT-mGapdh REV1

GAGTTGTCATATTTCTCGTGG

GAPDH
Humano/RT-qPCR

QRT-HUGAPDH FWD

QRT-HUGAPDH REV

ACAGTCAGCCGCATCTTCTT

ACGACCAAATCCGTTGACTC

Tnf Murino/
RT-qPCR

QRT-HUGAPDH FWD

QRT-HUGAPDH REV

ACAGAAAGCATGATCCGCG

GCCCCCCATCTTTTGGG

Iniciadores Sequéncia5 > 3’ Condigdes termociclicas
PCR
RT-mRap2a FWD CGATGCGCGAGTACAAAGTG  94°C/5min.
94°C/30 seg.
Rap2Aa
62°C/30seg. 25 ciclos
Murino/RT-PCR
72°C/1m.45s.
RT-mRap2a REV GCCTAGACGAATCCTGTCCG
72°C/5 min.
RT-mGapdh FWD CCTCAACTACATGGTCTAC ~ 94°C/5min.
94°C/30 seg.
Gapdh )
52°C/30seg. 25 ciclos
Murino/RT-PCR .
72°C/1m.45s.
RT- mGapdh REV CCTTCCACAATGCCAAAGT
72°C/5 min
QRT-mRap2a FWD AATACGACCCCACCATCGAG
Rap2a
Murino/RT-qPCR
QRT-mRap2a REV ACCTTCTCATACCGCTTCACG
QRT-HURAP2A FWD ATGCGCGAGTACAAAGTGGT
RAP2A
Humano/RT-qPCR
QRT-HURAP2A REV GCGACGAATCCACCTCGAT
95°C/10 min.
QRT-mGapdhFWD1  TATGTCGTGGAGTCTACTGGT
95°C/15 seg.

60°C/30seg. 40 ciclos
72°C/30seg.
72°C/30seg.
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4.7 Reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Para realizacdo de RT-PCR foram utilizados 2uL de cada amostra de reagéo da
fita simples de cDNA obtida. A este volume foi adicionada uma mistura contendo
0,125uL da enzima Tag DNA polimerase (5U/ul, Phoneutria), 2,5uL de Tampédo 10
10X (Phoneutria), 0,75uL de MgCl, 50mM (Phoneutria), 0,5uL de uma mistura de
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 10mM, e 16,625uL de H,O Milli-Q autoclavada.
Foram colocados também 1,25uL de cada um dos iniciadores a 10uM relativos a
amplificacdo do gene alvo (tabela 2), totalizando um volume de 25uL por reacdo. As
misturas foram entdo submetidas aos ciclos programados de temperatura no
termociclador MyCycler (BioRad) nas condicdes adequadas. Ao final, os amplicons
eram fracionados em gel de agarose e submetidos a eletroforese para visualizacdo dos
resultados. Brevemente, ap6s a adicdo de tampédo Loading Buffer 1X (Tris-HCI 10mM
pH 7.5, EDTA 50mM pH 8.0, glicerol 10%, Bromophenol blue 0,25% e Xylenecyanol
0,25%) a um volume da reacdo de PCR, os amplicons eram fracionados no gel 1%
preparado em solucdo tampdo TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA) contendo
brometo de etideo (0,5pug/mL). A eletroforese foi realizada a 100 V, e ao final da
corrida, o gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV) e as imagens
foram capturadas através de camera acoplada a sistema de fotodocumentacdo UV
(MultiDoc-1t™, UVP).

4.7.1 Andlise densitométrica

As imagens capturadas como descrito acima eram salvas em formato JPEG e
depois convertidas em TIFF Bitmap. As densitometrias eram realizadas no programa
ImageQuant, as imagens de gel abertas eram salvas em formato .gel e 0 espaco das
bandas a serem analisadas eram selecionados. Era realizada a correcdo de background
(local average) e o volume de pixels era calculado pelo programa. Os valores obtidos
para 0 gene a ser analisado eram divididos pelos valores obtidos para o gene

normalizador, e os resultados eram plotados em graficos no programa GraphPadPrism5.
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4.8 PCR quantitativa a partir da reagdo de transcricao reversa (RT-gPCR)

Os critérios para os estudos de RT-qPCR se basearam em conformidade com as
instrucdes de MIQE (Bustin et al, 2009). Para realizagcdo de RT-qPCR 0s cDNAs eram
diluidos em agua mili-Q na proporcdo de 1:10, entdo uma aliquota de 4,8uL de cada
amostra diluida era adicionada a 10,2uL de uma mistura contendo 7,5uL de 2X SYBR
Green Master Mix (Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix,Thermo Scientific),
1,2uL de &gua mili-Q e 0,75uL de cada iniciador (“forward” e “reverse”) a 10uM
especifico do gene alvo a ser amplificado de acordo com a tabela 2. Estes
procedimentos eram realizados em placas de 96 pocos (MicroAmp Fast Optical 96-well
com codigo de barras, AppliedBiosystems), que eram seladas, vortexadas e
centrifugadas a 400 x g por xx minutos antes de serem transferidas para termociclador
de tempo real (Step One Plus, AppliedBiosystems) e entdo submetidas aos ciclos de
temperatura conforme citado na tabela 2 . Ao final de todas as programacdes de ciclos,
era incluido um passo adicional para determinar as curvas de dissociacdo. Ao final das
reagdes os dados eram salvos em formato Microsoft Excel para anélise da abundancia
relativa do mRNA através da equacio 2*“' de Livak (Livak & Schmittgen, 2001). Os
valores obtidos eram transferidos para o programa GraphPadPrism5 para plotagem

gréfica e analises estatisticas.

4.9 Plasmideos

Para as transfeccGes foram utilizados os seguintes plasmideos:

> pcDNA3.1-RasGEF1B/V5, contém sequéncia codificadora de RasGEF1B
murino clonada no vetor pcDNA3.1/V5-HisA (Dall'orto, 2007)

> pClneo-Myc-RAP2A, contém sequéncia codificadora de RAP2A humano
clonado em pCI-Neo em fusdo com o epitopo Myc, gentilmente cedido por Ken-
ichi Kariya (Kawabe et al, 2010).

> PFLAG-CMV4, plasmideo vetor de expressao eucariética com epitopo FLAG
(Sigma).

> PpGL3-E-Sel, sequéncia codificadora da luciferase de vaga-lume sob controle
transcricional do promotor do gene de E-Selectina regulado por NF-xB.
(Schindler & Baichwal, 1994).
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pPRL-TK, sequéncia codificadora da luciferase de Renilla (um celenterado) sob
0 controle do promotor da timidina cinase do virus HSV-1 (neste promotor
ligam-se fatores transcricionais eucariéticos) (Promega).

pFLAG-IKKa, contém sequéncia codificadora de IKKo com epitopo FLAG,
gentilmente cedido por Daniel Mansur (UFSC).

pHA-IKK, contém sequéncia codificadora IKKB com epitopo HA,
gentilmente cedido por Daniel Mansur (UFSC).

pFLAG-Mal/TIRAP, contém sequéncia codificadorade Mal/TIRAP com
epitopo FLAG (Fitzgerald et al, 2001).

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

pcDNA-TABL, contém sequéncia codificadora de TAB1 (Sakurai et al, 1999)
pFLAG-TAKI, contém sequéncia codificadora de TAK1 com epitopo FLAG
(Sakurai et al., 1999)

pFLAG-TLR2, -TLR3 e -TLR4, contém a sequéncia codificadora de TLRs
humanos com epitopo FLAG, gentilmente cedido por Bryan Williams
(Cleveland Clinic Foundation)

pFLAG-TRAF6, contém sequéncia codificadora de TRAF6 com epitopo
FLAG, gentilmente cedido por Daniel Mansur (UFSC).

pcDNA3-CD14, contém sequéncia codificadora da molécula de CD14 humana,
gentilmente cedido pelo Dr. Douglas Golenbock (University of Massachusetts
Medical School, USA).

pFLAG-CMV1-hMD-2, contém sequéncia codificadora da molécula de MD-2
humana com epitopo FLAG, gentilmente cedido pelo Dr. Douglas Golenbock
(University of Massachusetts Medical School, USA).

4.10 Transformacéo bacteriana

As bactérias XL-1 Blue quimiocompetentes eram retiradas do botijdo de

nitrogénio liquido e deixadas em gelo para descongelamento. Trés microlitros de

plasmideo - com concentracdo entre 0,2 e 0,5ug/ul - eram adicionados a 100uL das

bactérias competentes. A mistura foi incubada em gelo por 30 minutos, seguido de

choque térmico em banho de &gua a 37°C por 45 segundos e incubacgdo no gelo por 2

minutos. Em seguida foi adicionado 1mL de meio Luria Bertani (LB) (Triptona 10g/L;
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NaCl 5g/L; extrato de levedura 5g/L) sem antibiético e a mistura foi colocada sob
agitacdo a 220 r.p.m. em shaker (Incubadora de agitacdo orbital Marconi, Modelo
MA410) por 1 hora a 37°C. Apds este tempo, a amostra foi centrifugada a 200 x g por 3
minutos, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 100uL de meio
LB sem antibiotico. O volume da ressuspensdo foi plaqueado em placas de Petri
contendo &gar a 1,5% preparado em meio LB com ampicilina (Sigma-Aldrich) a
100pg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas.

4.11 Obtencéo de DNA plasmidiano em média escala (Midiprep)

A partir de uma coldnia coletada da placa da transformacdo (item 4.1), foi
realizado um pré-inéculo em 4mL de meio LB contendo ampicilina (100ug/mL) que
por sua vez foi cultivado por 8 horas a 37°C sob agitacdo a 200 r.p.m. (Incubadora de
agitacdo orbital Marconi, Modelo MA410). Ao final deste tempo, cinquenta microlitros
da suspensédo bacteriana eram inoculados em 50mL de meio LB contendo ampicilina
(100ug/mL) e cultivados sob agitagdo a 200 r.p.m. em shaker por 16 horas a 37°C. O
DNA plasmidiano foi obtido através do kit “GenElute™ HP Plasmid Midiprep”
(Sigma), seguindo parcialmente o protocolo do fabricante, uma vez que algumas
adaptacdes foram necessarias como, por exemplo, a extensdo dos tempos de
centrifugacdo de modo a se adequar ao limite de rotacdo do rotor BioLine da centrifuga
(Heraeus Multifuge X3, Thermo Scientific) , porém sem prejuizos no rendimento de
DNA plasmideano obtido. Todas as solucdes, colunas e materiais plasticos (colunas,
seringas, tubos) utilizados durante o procedimento de obtencdo do DNA plasmideano
foram fornecidas pelo kit. Brevemente, a suspensédo bacteriana foi transferida para tubo
conico de 50mL e centrifugada a 2.739 x g durante 15 minutos, sendo o sobrenadante
desprezado ao final. Em seguida, o sedimento foi completamente solubilizado em 4mL
da Solucdo de Ressuspensdo Celular. Logo apés, foram adicionados ao contetdo 4mL
de Solucdo de Lise e 0 mesmo foi invertido por 6 a 8 vezes e incubado a temperatura
ambiente por 3 a 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 4mL de Solucdo de
Neutralizacdo a 4°C e o contetido foi misturado gentilmente, invertendo o tubo de 4 a 6
vezes. Apos formar um precipitado, foram adicionados 3mL da Solucéo de Ligagédo e o
tubo foi invertido de 1 a 2 vezes. A solucdo foi transferida para uma seringa de 20mL e
incubada por 5 minutos. Enquanto isso, a coluna de ligagcdo foi equilibrada ao serem
adicionados 4mL da solugéo de preparacdo da coluna, seguido de centrifugacéo a 2.739
X g por 3 minutos e descarte do eluato. Posteriormente, com o auxilio do émbolo da
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seringa, toda a mistura contida na seringa foi transferida para a coluna de ligacéo,
seguido de centrifugacdo a 2.739 x g por 3 minutos e descarte do eluato. A coluna foi
lavada pela adicdo de 4mL da solugéo de lavagem 1, seguida de centrifugacdo a 2.739 x
g por 3 minutos, e depois com 4mL de solucdo de lavagem 2, e foi novamente
centrifugada a 2739 x g por 7 minutos. Apos esses procedimentos, a coluna de ligagédo
foi transferida para um novo tubo e a ela foi adicionado 1mL da solugéo de eluigdo. Em
sequida, o tubo foi centrifugado a 2.739 x g durante 7 minutos, a coluna foi entéo

descartada e 0 DNA plasmidiano recuperado da eluicéo foi estocado a -20°C.

4.12 Obtencdo em média escala (Midiprep) de DNA plasmidiano livre de
endotoxinas (Endo-free)

Plasmideos livres de endotoxinas foram obtidos com o objetivo de serem
utilizados nos experimentos de gene repdrter onde eram conduzidos os estudos de
transfeccdo com TLR4. A obtencgdo de plasmideo em média escala livre de endotoxinas
foi realizada com o kit “GenElute Endotoxin-free Plasmid Midiprep” (Sigma-Aldrich),
seguindo as recomendacBes do fabricante, com as modificacdes nos passos de
centrifugacdo como mencionado anteriormente. Quarenta microlitros da suspensdo
bacteriana foram inoculados em 40 mL de meio LB com ampicilina (50pug/mL) e
mantidos sob agitacdo a 37°C, overnight. Apds esse tempo a cultura foi transferida para
tubos de 50 ml e centrifugada a 2.739 x g durante 15 minutos. Ao final da
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 1,2 mL da solucdo de
ressuspensdo aos sedimentos. Logo apés foram adicionados 1,2 mL da solucédo de lise,
invertendo o tubo 6-8 vezes, até a solucdo ficar clara e viscosa. Em seguida os debris
celulares foram precipitados adicionando 800 pL da solugdo de neutralizagdo,
invertendo o tubo 6-8 vezes e centrifugando o mesmo a 15.000 x g por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e em seguida foram adicionados 300 uL da solugdo de
remocao de endotoxinas ao lisado, invertendo o tubo por 1 minuto. Apos esse tempo o
tubo foi resfriado no gelo por 5 minutos, aquecido a 37°C por mais 5 minutos e
centrifugado a 2.739 x g por 7 minutos, entdo a fase clara, contendo o DNA plasmidial
sem endotoxinas foi transferida para outro tubo, entdo a etapa anterior foi repetida.
Novamente a fase clara foi transferida para outro tubo, onde foram adicionados 800 pL
da solucéo de ligacdo ao DNA, invertendo o tubo por 6-8 vezes. Em um tubo de coleta
foi colocada uma coluna e nela foram adicionados 3 mL da solugdo de preparagéo da

coluna, a qual foi centrifugada a 2.739 x g por 3 minutos, descartando-se o eluato em
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seguida. Apos a centrifugacao, a solucdo obtida na fase anterior foi transferida para a
coluna, e repetia-se a centrifugacdo. Apos adicionar 3 mL da solucdo de lavagem a
coluna, a mesma foi novamente centrifugada nas mesmas condi¢Ges citadas
anteriormente. Depois da centrifugacdo, a coluna foi transferida para um novo tubo, e
nela foi adicionado 650 pL de 4gua livre de endotoxinas para eluicio do DNA
plasmidial, seguida pela centrifugacdo a 2.739 x g por 7 minutos. Ao final dessa ultima
centrifugacdo a coluna foi descartada e 0 DNA plasmidiano obtido foi armazenado a -
20°C.

4.13 Transfeccoes

Para os estudos de transfeccdo foram utilizadas as células HEK293 empregando-se o
método polimero catibnico por meio do uso do reagente PEI (Polietilenoimina,
PolySciences, EUA). As células eram cultivadas conforme ja descrito e ao atingirem de
80 a 90% de confluéncia eram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspendidas em
meio DMEM suplementado fresco. Uma aliquota de 20 microlitros deste volume era
obtida e colocada em uma mistura para a contagem de células como descrito a seguir:
20pL da suspensdo celular, 30uL de meio DMEM e 50uL de azul de Trypan (Trypan
Blue Solution 0,4%, Sigma). Cerca de 10pL dessa mistura eram transferidos para
camara de Neubauer para a contagem e apds serem feitos os calculos era realizado
ajuste do volume de células de modo que fossem plagueados 1,0 x 10° células por well
em uma placa de 24 pogos (JetBioFil) totalizando um volume de 500uL por well. Para a
transfeccdo eram preparadas misturas com os plasmideos da seguinte maneira: em um
tubo de microcentrifuga de 1,5mL uma quantidade determinada de DNA era adicionada
a 100pL de meio DMEM livre de soro (SFM, do inglés serum-free medium). Em
seguida, era adicionado a mistura o reagente de transfeccdo PEI numa propor¢éo de 5:1
(5uL de PEI para cada 1jug de DNA plasmidiano). A mistura era submetida a agitagdo
vigorosa em vortex durante 10 segundos, seguido de incubacdo & temperatura ambiente
por 10 minutos. Ao término desses procedimentos, eram adicionados 200uL de meio
completo (DMEM contendo 10% SFB e antibioticos) a mistura, a qual era
homogeneizada por inversdo e centrifugada brevemente. A mistura de transfeccéo (PEI
+ DNA) era entdo adicionada as células, gotejando-a por toda a extensdo do poco de

forma a distribui-la uniformemente. A placa era submetida a movimentos circulares
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algumas vezes para que se garantisse a distribuicdo uniforme da mistura de transfeccéo

nos pogos. Finalmente, a placa era incubada em estufa a 37°C e 5% CO,.

Nos estudos realizados para examinar o efeito de RAP2A sobre a ativacdo de
NF-xB, as células HEK293 foram transfectadas com o gene repdrter para o NF-kappaB
(pGL3-E-Sel; 400ng por poco) e o plasmideo para normalizagdo das leituras (pRL-TK;
100ng por pogo) em combinacdo com diferentes quantidades do plasmideo para
expressao de RAP2A (pClneo-Myc-RAP2A; 500ng ou lug ou 2ug por pogo, como
indicado nos gréaficos). A quantidade total de DNA transfectado por po¢o nos diferentes
grupos experimentais foi mantida constante pela adi¢cdo do vetor pFLAG-CMV4, em

todos o0s experimentos.

Para inducdo da ativacdo de NF-kB por TNF, as células HEK293 eram
transfectadas com pGL3-E-Sel e pRL-TK, além de RAP2A, e ap6s 24h eram
estimuladas com TNF murino recombinante (Sigma) 10ng/mL por 8 horas, sendo o

extrato celular obtido como descrito adiante.

Para examinar o efeito de RAP2A sobre a ativagdo de NF-kB induzida por
agonistas TLRs ou por componentes da via de sinalizacdo de TLRs, as células HEK293
eram co-transfectadas com plasmideos de expressdo contendo a sequéncia codificadora
de receptores TLRs (TLR2, TLR3 ou TLR4), ou de moléculas da via de sinalizagdo de
TLRs que culmina na ativacdo de NF-«xB tais como Mal/TIRAP, TRAF-6 e TAK-1, ou
de componentes do complexo IKK tais como IKK-a e IKK-B, ou ainda do monémero
p65(RelA) da via classica de NF-kB, em diferentes experimentos. Nos experimentos em
que TLR2, TLR3 e TLR4 eram transfectados, as células foram estimuladas por um
periodo de 18 horas com Pam3CSK4 (100 ng/mL), &cido poliriboinosinico policitidilico
(poly-rl:rC) (100 pg/mL) ou LPS O55:B5 (1pg/mL), respectivamente. Ainda, nos
experimentos de transfecgdo com TLR4, foram co-transfectados CD14 e MD-2, uma
vez que o reconhecimento e ativacdo por LPS dependem desses componentes. Para a
obtencéo dos extratos celulares, 0 meio das culturas de células era aspirado por succ¢do a
vacuo e a monocamada em cada poco eram adicionados 200uL de tampédo de lise
passiva (PLB 1X, do inglés Passive Lysis Buffer) fornecido pelo kit “Dual-Luciferase
Reporter System” (Promega). A placa era entdo colocada em agitacdo em shaker orbital

por 15 minutos e depois guardada em freezer a -20°C até que fossem realizados 0s
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procedimentos para a leitura da atividade luciferase das amostras como descrito a

sequir.
4.14 Analise da atividade luciferase

Os ensaios eram realizados utilizando-se o Kit Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega) a partir dos extratos celulares totais obtidos dos experimentos de
transfeccdo. Apds descongelamento, as amostras eram transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5mL (Axygen Scientific). Apos centrifugacdo a 8.000 x g por 5
minutos, SuL do extrato celular de cada amostra era transferido por poco de uma placa
de 96 wells opaca, de cor branca (FluoroNunc, Nunc, EUA). Em cada poco eram
adicionados 40uL do reagente LARII (Promega), seguido da leitura das amostras em
lumindmetro (LumiCount™, Packard Instruments). Logo apds a leitura da luciferase de
vagalume a placa era retirada do aparelho e entdo eram adicionados 40uL do reagente
Stop & Glo (Promega) a cada poco para a leitura da luciferase de Renilla. Os valores
obtidos das leituras sdo registrados e salvos automaticamente pelo programa Reader
(Packard Instruments, USA). A atividade relativa da luciferase era determinada pela
razdo do valor da leitura da luciferase de vagalume (pGL3-E-Sel) sobre o valor da

leitura da luciferase da Renila (pRL-TK).
4.15 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média *+ desvio padrdo da média. Foi utilizada
analise de variancia Two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni nas anélises agrupadas
com mais de dois grupos. Resultados com p < 0,05 foram considerados significativos. A
plotagem dos graficos e as andlises estatisticas foram realizadas no

software GraphPrism5.0.
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5. Resultados

5.1 Expressdo reduzida de Rap2A em macrofagos murinos estimulados com
agonistas de receptores do tipo Toll

O principal objetivo do presente trabalho foi de avaliar o efeito de RAP2A sobre
NF-kappaB, um fator de transcrigdo critico na resposta inflamatoria. Contudo, uma vez
que ndo h& dados na literatura que relatem sobre a expressdo de RAP2A apo6s estimulos
inflamatdrios, nds decidimos analisar a expressdo do gene murino e humano em
resposta a estimulacdo com agonistas TLRs. Inicialmente, a partir de macrofagos
murinos RAW264.7 ndo tratados ou estimulados com LPS ou poly-IC, analisamos a
expressdo de Rap2a por RT-PCR. Observamos que a expressao de Rap2a ja se encontra
em niveis elevados nas células ndo-estimuladas, notando-se um decréscimo em sua
expressao logo apds o tratamento com LPS ou poly-IC (Figura 5). De modo a
corroborar essa observacdo, decidimos analisar a expressdo de Rap2a por PCR
quantitativa da transcricdo reversa (RT-gPCR), por ser uma técnica bastante sensivel e

precisa.
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Figura 5: Anélise por RT-PCR da expressao de Rap2A em linhagem de macrdfagos murinos
estimulados com LPS (1pg/ml) ou Poly-IC (100pg/ml). Células RAW?264.7 foram deixadas sem
estimulacdo (NT) ou estimuladas com o0s agonistas TLRs em diferentes intervalos de tempo nas
concentracdes indicadas. Ao final das estimulacdes, o RNA total foi extraido e posteriormente
transcrito & primeira fita de cDNA que foi utilizada como molde em reagGes de RT-PCR para a
amplificacdo especifica de fragmentos de cDNAs correspondentes aos mMRNAs de Rap2A (593pb) e
GAPDH (401pb). Ap6s o fracionamento dos produtos de PCR em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo, as bandas foram visualizadas através de luz ultravioleta e a imagem capturada
em cadmera CCD. Analises densitométricas a partir do resultado do gel de agarose sdo representadas

nos gréaficos no painel inferior.
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Ao analisarmos os resultados gerados a partir de RT-gPCR utilizando-se 0s
cDNAs obtidos de outro experimento com macrofagos RAW?264.7 estimulados ou nédo
com agonistas de TLR 2, 3 e 4, podemos observar que a expressdo de Rap2a sofre uma
significativa reducdo nos intervalos de tempo em 3h e 6h para todos os estimulos
testados (Figura 6-A). Importante observar que no tempo de 3h fica evidente uma
reducdo da expressdo de Rap2a em mais de 50% para os estimulos com LPS e poly-IC,
e uma reducdo de aproximadamente 70% para o estimulo com Pam3CSK4. Quando a
expressdo de Rap2a foi avaliada em tempos mais tardios, i.e., 12 e 24 horas,
observamos a natureza transiente de sua regulagdo uma vez que seus niveis sdo
retomados aos niveis basais de expressdo, ou até mesmo mais elevados. Esses
resultados sugerem que Rap2a é um gene cuja expressdo em macréfagos é reprimida
logo apds o estimulo de vias inflamatdrias disparadas através dos TLRs. Ainda, analises
realizadas para outro gene alvo a partir dos mesmos cDNAs, mostram o conhecido
perfil de expressdo de Tnfa, que codifica a citocina pro-inflamatéria TNF, que é
fortemente induzido ap6s estimulos inflamatorios (figura 6-B). Como pode ser
observado, h4 uma correlacdo inversa na expressao de Rap2a e Tnfa em resposta ao
tratamento com agonistas TLRs tanto nas primeiras horas (3h) quanto em tempos

tardios (12h e 24h) ap6s o estimulo.

Uma vez que a maior reducdo na expressao de Rap2a ocorreu logo ap6s 3 horas
de estimulagdo com os agonistas TLRs, nos perguntamos 0 qudo precoce ocorreria a
gueda na expressao de Rap2a. Para isso, macréfagos RAW264.7 foram tratados por 30
minutos, 1h, 2h, 4h e 6h com LPS, e os RNAs totais obtidos para analise da expressao
de Rap2a por RT-qPCR.. Como pode ser observado nos resultados da Figura 7, até 1h
apos o tratamento com LPS ndo existem diferencas significativas em relagdo ao controle
(células ndo estimuladas). No entanto, o inicio da queda na expressdo de Rap2a parece
ocorrer entre 1h e 2h apdés o tratamento com LPS. Além disso, observamos que a
repressdo maxima da expressdo de Rap2a parece ocorrer entre 2h e 4h apos o

tratamento.
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Figura 6: Analise por RT-qPCR da expressdo de Rap2A em linhagem de macréfagos
murinos estimulados com agonistas de receptores do tipo Toll (TLRs). Células RAW264.7
foram deixadas sem tratamento (NT) ou foram estimuladas conforme indicado na figura. Ao final
da estimulacdo, o RNA total foi extraido e posteriormente transcrito na primeira fita de cDNA
que foi utilizada como molde em reacbes de RT-gPCR para a amplificacdo especifica de
fragmentos de cDNAs correspondentes aos mRNAs de Rap2A e GAPDH (normalizador). Ao
final das reacOes os dados eram salvos em formato Microsoft Excel para anélise da abundancia
relativa do mRNA através da equacdo 2*“". Os valores sdo expressos como média + desvio

padrado calculados a partir de duplicata técnica da qPCR.
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Figura 7: Analise por RT-qPCR da expressdo de Rap2A em linhagem de macrdéfagos
murinos estimulada com LPS (1ug/ml). Células RAW264.7 foram deixadas sem tratamento
(NT) ou foram estimuladas com LPS (lpg/ml) conforme indicado na figura. Ao final da
estimulacdo, o RNA total foi extraido e posteriormente transcrito na primeira fita de cDNA que
foi utilizada como molde em reacfes de RT-qPCR para a amplificacdo especifica de fragmentos
de cDNAs correspondentes aos mRNAs de Rap2A e GAPDH (normalizador). Ao final das
reacOes os dados eram salvos em formato Microsoft Excel para analise da abundancia relativa do
mRNA através da equacdo 2**“. Os valores sio expressos como média = desvio padrio

calculados a partir de duplicata técnica da gPCR.
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Realizamos também um estudo em culturas primarias de macréfagos derivados
de medula 6ssea de camundongos (BMDMs), e observamos que a expressdo de Rap2a é
reprimida drasticamente em resposta ao LPS, ao passo que em resposta ao poly-I1C, essa
repressdo ocorre de modo menos intenso (Figura 8-cedida por Aristobolo Mendes da
Silva). Esses resultados suportam a idéia que, de fato, a expressdo de Rap2a é reduzida

em macrofagos logo apos a estimulagdo com agonistas TLRs.
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Figura 8: Anélise por RT-qPCR da expressdo de Rap2A em macrofagos derivados de
medula éssea (BMDMs) estimulados com agonistas de receptores do tipo Toll (TLRs).
BMDMs foram deixadas sem tratamento (NT) ou foram estimuladas conforme indicado na
figura. Ao final da estimulacéo, o RNA total foi extraido e posteriormente transcrito na primeira
fita de cDNA que foi utilizada como molde em reacGes de RT-gPCR para a amplificagcédo
especifica de fragmentos de cDNAs correspondentes aos mRNAs de Rap2A e GAPDH
(normalizador). Ao final das reacGes os dados eram salvos em formato Microsoft Excel para
anélise da abundancia relativa do mRNA através da equacdo 2. (Resultado cedido por
Avristobolo Mendes da Silva)
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5.2 A expressdo de RAP2A é reduzida também em monadcitos humanos estimulados
com LPS

Decidimos averiguar também a expressdo de RAP2A em uma linhagem celular
de mondcitos humanos. Para tanto, células THP-1 foram estimuladas com LPS por
diferentes intervalos de tempo. Logo apds a estimulacdo em intervalos de tempo de 3h e
6h, observa-se que ha forte queda na expressao de RAP2A, com uma rapida diminuigéo
de aproximadamente 75% apds 3h de tratamento (Figura 9). Apos 9h de estimulo com
LPS, a expressdo de RAP2A continua em um nivel mais baixo quando comparada as
células ndo tratadas, embora pareca haver uma tendéncia de seus niveis retornarem aos
basais de células ndo estimuladas. Porém, nos tempos de 12h e 24h, a expressdo de

RAP2A volta a sofrer reducao.

Estes resultados sugerem que, em mondcitos humanos THP-1, RAP2A também
tem sua expressdo reduzida logo apos o estimulo com LPS de forma semelhante ao
perfil observado para os macréfagos murinos. Entretanto, a reducdo na expressdo de

RAP2A em mondcitos humanos parece ser mais duradoura que em macrofagos murinos.
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Figura 9: Andlise por RT-gPCR da expressdo de RAP2A em linhagem de promondcitos
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humanos estimulada com LPS (1pg/ml). Células THP-1 foram deixadas sem estimulacdo
(NT) ou estimuladas com LPS (1pg/ml) conforme indicado na figura. Ao final da estimulacao, o
RNA total foi extraido e posteriormente transcrito na primeira fita de cDNA que foi utilizada
como molde em reagcfes de RT-gPCR para a amplificagdo especifica de fragmentos de cDNAs
correspondentes aos MRNAs de RAP2A e GAPDH.. Ao final das reagdes os dados eram salvos
em formato Microsoft Excel para analise da abundancia relativa do mRNA através da equacéao
224 Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo calculados a partir de duplicata

técnica da qPCR.
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5.3 Efeito de RAP2A sobre a ativacdo de NF-kB induzida por TNF

A ligacdo de TNF ao seu receptor em uma célula é capaz de ativar diferentes
vias de sinalizacdo, incluindo vias que levam a ativacdo de NF-kB. Logo, para verificar
a influéncia de RAP2A sobre a ativacdo de NF-kB, células HEK293 foram transfectadas
com pGL3-E-Sel e pRL-TK e com diferentes combina¢des dos plasmideos pCl-neo-
RAP2A e pcDNA3.1-RasGEF1B-V5, e posteriormente estimuladas com TNF. Como é
observado na Figura 10, o tratamento com TNF das células transfectadas com os genes
reporteres e que foram co-transfectadas com o vetor pFLAG-CMV4 apenas, resultou em
ativacgdo significativa de NF-kappaB. Nas células em que RAP2A é superexpresso e que
posteriormente foram tratadas com TNF, observamos que a ativagdo de NF-kappaB
também ocorreu, no entanto, de maneira atenuada — uma diferenca de 36% menor — se

comparada a de células transfectadas com o vetor pFLAG-CMV4.

Rocha et al. (2014) mostram que RasGEF1B, uma outra proteina regulatéria em
estudo em nosso laboratdrio, participa na regulacao negativa da ativacdo de NF-kB nao
apenas quando é induzido por agonistas de TLRs, mas também na ativacdo de NF-xB
induzida por TNF (Valverde, 2011; Rocha et al., 2014) No grafico da figura 10, esses
dados séo corroborados ao analisarmos as células estimuladas com TNF e transfectadas
com o plasmideo pcDNA3.1-RasGEF1B/V5, pois similarmente ao observado para
RAP2A, a ativacdo de NF-kappaB ainda ocorre, porém de maneira atenuada quando
comparada ao grupo de células controle transfectadas com o vetor. Como um dos
principios norteadores desse estudo baseou-se na hipotese que RAP2A ¢é um efetor de
RasGEF1B na regulacdo da ativacdo de NF-kappaB, nds analisamos o efeito combinado
de RasGEF1B e RAP2A nas células tratadas com TNF. Como pode ser observado na
figura 10, ndo ha um efeito atenuante significativo na ativacdo de NF-kB induzida por

TNF quando essas duas proteinas sdo co-expressas.
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Figura 10: Analise por ensaio de gene repdrter do efeito da expressao forcada de RAP2A e
RasGEF1B sobre a ativagdo de NF-kB induzida pelo tratamento com TNF. As células
foram co-transfectadas com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng) em combinacdo com o
plasmideo vetor pFLAG-CMV4 e/ou pClneo-Myc-RAP2A e/ou pcDNA3.1-RasGEF1B/V5,
como indicado na figura. A quantidade de DNA por transfeccdo foi mantida constante pela
adicdo do plasmideo pFLAG-CMV4. Vinte e quatro horas ap6s a transfeccdo, as células foram
deixadas sem estimulacdo ou entéo estimuladas com TNF (10ng/ml) por 8 horas. Ao final das
estimulacfes, os extratos celulares foram obtidos para determinar a atividade de luciferase em
lumindmetro. Os resultados estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase obtida do
plasmideo pGL3-E-Sel sobre a atividade do gene reporter do vetor pRL-TK. As transfeccdes
foram realizadas em triplicata. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. *P < 0.05,
em relagdo a pFLAG-CMV/4, tratado.
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Nosso proximo passo foi determinar se uma maior expressao de RAP2A poderia
resultar em menor ativacdo de NF-kappaB ap0s o tratamento das células com TNF. Para
isso, células HEK293 foram transfectadas com 0s genes reporteres e quantidades
crescentes de RAP2A e posteriormente tratadas com TNF. Como pode ser observado no
resultado apresentado na Figura 11, ocorreu ativagédo significativa de NF-kB apos o
tratamento com TNF. No entanto, a medida em que quantidades crescentes de RAP2A
foram transfectadas, tal ativacdo foi reduzida significativamente. Ainda, pode ser
observado que a reducdo méaxima da atividade de NF-kB ocorreu nas células
transfectadas com 1ug de RAP2A, onde h4 uma redugdo de aproximadamente 41% em
relacdo as células onde ndo ha superexpressdo de RAP2A. Nao foi observado um efeito
mais potente quando a quantidade transfectada de RAP2A foi de 2 microgramas.

Baseando-se nos resultados mostrados nas figuras 10 e 11, pode-se afirmar que
RAP2A exerce efeito regulador negativo sobre a ativacdo de NF-kB em resposta ao
TNF.
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Figura 11: Andlise por ensaio de gene repérter do efeito da superexpressao de Rap2A sobre
a ativacdo de NF-kB induzida pelo tratamento com TNF. As células foram co-transfectadas
com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng) em combina¢do com o plasmideo vetor pFLAG-
CMV4 e/ou pClneo-Myc-RAP2A. A quantidade de DNA por transfecgdo foi mantida constante
pela adicdo, ou ndo, do plasmideo pFLAG-CMV4. Vinte e quatro horas apds a transfeccdo, as
celulas foram deixadas sem tratamento ou foram estimuladas com TNF (10ng/ml) por 8 horas. Ao
final das estimulagdes, os extratos celulares foram obtidos para determinar a atividade de
luciferase em lumindmetro. Os resultados estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase
obtida do plasmideo pGL3-E-Sel sobre a atividade do gene reporter do vetor pRL-TK. As
transfeccGes foram realizadas em triplicata. Os valores sdo expressos como média + desvio
padrdo. *P < 0.05, em rela¢do a pFLAG-CMV4, tratado.

41



5.4 Efeito de RAP2A sobre a ativacdo de NF-kB induzida por agonistas de TLRs

Nosso préximo passo foi avaliar o efeito de RAP2A sobre a ativacdo de NF-«xB
induzida por PAMPs agonistas de receptores do tipo Toll (TLRs). Para isso, células
HEK?293 foram transfectadas com os genes reporteres e com diferentes TLRs, a saber: o
TLR2, TLR3 ou TLR4/MD2/CD14, e posteriormente estimuladas com seus respectivos
agonistas. Num primeiro experimento, avaliamos o efeito de RAP2A sobre a ativagao
de NF-kB induzida por LPS. Pode ser observado que nas células que foram
transfectadas com TLR4/MD2/CD14 e com o plasmideo pFLAG-CMV4, e
posteriormente tratadas com LPS, houve uma ativacdo significativa de NF-kB. No
entanto, quando RAP2A foi co-transfectado com TLR4/MD2/CD14 nas células
HEK293, e posteriormente tratadas com LPS, essa ativacdo nao foi tdo forte, sendo
observada uma reducdo de aproximadamente 70% na ativacdo de NF-xkB quando
comparamos ao grupo tratado onde ndo hé& superexpressdo de RAP2A (Figura 12).
Esses resultados indicam que RAP2A, quando superexpresso, exerce um efeito
regulador negativo sobre a ativagdo de NF-kB disparada por LPS/TLR4/MD2/CD14.
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Figura 12: Analise por ensaio de gene reporter do efeito da superexpressdao de RAP2A
sobre a ativacdo de NF-kB induzida pelo tratamento com agonista de TLR4. As células
foram ctransfectadas com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng), pCMV-FLAG-TLR4,
CD14 e MD2 em combinacdo com o plasmideo vetor pFLAG-CMV4 e/ou pClneo-Myc-
RAP2A. A quantidade de DNA por transfeccdo foi mantida constante pela adi¢do, ou ndo, do
plasmideo pFLAG-CMV4. Vinte e quatro horas apos a transfeccéo, as células foram deixadas
sem estimulagdo ou foram estimuladas com LPS (lug/ml) por 18 horas. Ao final das
estimulacGes, os extratos celulares foram obtidos para determinar a atividade de luciferase em
lumindmetro. Os resultados estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase obtida do
plasmideo pGL3-E-Sel sobre a atividade do gene reporter do vetor pRL-TK. O grafico
apresentado é representativo de dois experimentos independentes e as transfeccbes foram
realizadas em triplicata para cada experimento. Os valores sdo expressos como média + desvio
padrdo. P < 0.05, em relacdo a pFLAG-CMV4, tratado.
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Num segundo experimento, avaliamos o efeito de RAP2A sobre a ativagédo de
NF-kB induzida por poly-IC. Para isso, células HEK293 foram transfectadas com os
plasmideos reporteres, TLR3 e duas quantidades de RAP2A. A figura 13 apresenta o
resultado representativo de dois experimentos realizados independentemente, porém em
condicdes similares ja descritas anteriormente. Como pode ser observado, ocorreu uma
ativagdo significativa de NF-kB quando as células transfectadas com pFLAG-CMV4
foram tratadas com poly-IC, sendo que o aumento de atividade de luciferase é cerca de
6 vezes. No entanto, ndo houve diminuicéo da ativacdo de NF-kB nas células que foram
transfectadas com RAP2A e tratadas com poly-IC, diferentemente do que foi observado
nos experimentos realizados com LPS. De fato, ao compararmos as células que foram
transfectadas com pClneo-Myc-RAP2A e aquelas transfectadas com pFLAG-CMV4 e
posteriormente tratadas com o agonista de TLR3, concluimos que ndo ha diferencas

significativas da atividade de luciferase.
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Figura 13: Andlise por ensaio de gene reporter do efeito da superexpressao de RAP2A sobre
a ativacdo de NF-kB induzida pelo tratamento com agonista de TLR3. As células foram
transfectadas com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng) e pCMV-FLAG-TLR3 em
combinagdo com o plasmideo vetor pFLAG-CMV4 e/ou pClneo-Myc-Rap2A. A quantidade de
DNA por transfeccdo foi mantida constante pela adi¢do, ou ndo, do plasmideo pFLAG-CMV4.
Vinte e quatro horas apds a transfeccdo, as células foram deixadas sem estimulagdo ou foram
estimuladas com poly-IC (100ug/ml) por 18h. Ao final das estimulagdes, os extratos celulares
foram obtidos para determinar a atividade de luciferase em lumindémetro. Os resultados estéo
expressos pela razéo da atividade da luciferase obtida do plasmideo pGL3-E-Sel sobre a atividade
do gene reporter do vetor pRL-TK. O grafico apresentado é representativo de dois experimentos
independentes e as transfeccBes foram realizadas em triplicata para cada experimento.  Os

valores sdo expressos como média + desvio padréo.
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Por fim, analisamos o efeito de RAP2A sobre a ativacdo de NF-kB induzida por
Pam3CSK4. Para isso, células HEK293 foram transfectadas com os plasmideos
reporteres, TLR2 e duas quantidades de RAP2A. Como pode ser observado no ensaio
de gene reporter mostrado na figura 14, as células HEK293 foram tratadas com
Pam3CSK4, e, como esperado, ocorre uma ativacgéo significativa de NF-kB. A exemplo
do que foi observado anteriormente para 0s experimentos onde as células foram
estimuladas com LPS, podemos observar que ha uma queda de cerca de 70% na
ativacdo de NF-kB ao compararmos o grupo de células transfectadas com vetor pFLAG-
CMV4 aquele transfectado com 2ug de pCIneo-Myc-RAP2A.

Portanto, esses resultados sugerem que RAP2A exerce um efeito de regulacdo

negativa sobre a ativagdo de NF-kB induzida por Pam3CSK4 via TLR2.
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Figura 14: Analise por ensaio de gene reporter do efeito da superexpressdao de RAP2A sobre
a ativacdo de NF-kB induzida pelo tratamento com agonista de TLR2. As células foram
transfectadas com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng) e pCMV-FLAG-TLR2 em
combinacdo com o plasmideo vetor pFLAG-CMV4 e/ou pClneo-Myc-RAP2A. A quantidade de
DNA por transfeccdo foi mantida constante pela adi¢do, ou nao, do plasmideo pFLAG-CMV4.
Vinte e quatro horas ap6s a transfec¢do, as células foram deixadas sem estimulagdo ou foram
estimuladas com Pam3CSK4 (100ng/ml) por 18 horas. Ao final das estimulacfes, os extratos
celulares foram obtidos para determinar a atividade de luciferase em lumindmetro. Os resultados
estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase obtida do plasmideo pGL3-E-Sel sobre a
atividade do gene repoérter do vetor pRL-TK. O gréfico apresentado € representativo de dois
experimentos independentes e as transfecgdes foram realizadas em ftriplicata para cada
experimento. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. *P < 0.05, em relacdo a
pFLAG-CMV4, tratado.
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5.5 Efeito de RAP2A sobre a ativacdo de NF-kB induzida por componentes a
jusante da via de sinalizacdo dos TLRs

No presente trabalho, induzimos em células HEK293 cascatas de sinalizacdo que
levam a ativacdo de NF-kB pelo estimulo de importantes receptores no reconhecimento
de PAMPs e, interessantemente, verificamos um efeito regulatorio negativo de RAP2A
sobre essa ativacgdo, iniciada pelos receptores TLRs 2 e 4. De modo a definir potenciais
moléculas alvo sobre a(s) qual(is) RAP2A exerce tal efeito na ativacdo de NF-kB na via
de sinalizacdo dos TLRs , conduzimos estudos de ganho de funcdo de varias moléculas
em células HEK293.

Iniciamos nossa investigacdo a partir de uma importante molécula adaptadora
(Mal/TIRAP) comum as vias de TLR2 e TLR4. As proteinas MalTIRAP e MyD88 séo
recrutadas para o dominio TIR dos TLRs logo apds o reconhecimento de moléculas
associadas a patdgenos por estes receptores, iniciando assim a cascata de sinalizacéo.
Portanto, para investigar o efeito de RAP2A sobre a ativagdo de NF-kB induzida a partir
dessas moléculas adaptadoras, células HEK293 foram transfectadas com os genes
reporteres e com o plasmideo pFLAG-Mal/TIRAP na presenca de quantidades
crescentes de RAP2A. A guantidade de DNA por transfec¢do foi mantida constante pela
adicdo do plasmideo pFLAG-CMV4.

Os resultados desse experimento estdo representados pelo grafico da figura 15 e,
como esperado, mostra que em todos os grupos de células que foram transfectadas com
Mal/TIRAP a ativacdo de NF-kB ocorre de maneira significativa. No entanto, é possivel
constatar que nos grupos de células transfectadas com RAP2A, essa ativacdo também
ocorre, porém de modo atenuado, sendo observada uma reducdo da ativagdo de NF-xB.
A maior diferenca pode ser visualizada no grupo de células transfectadas com
Mal/TIRAP e com 2ug de RAP2A, onde se observa uma redu¢do em mais de 70% na
atividade de luciferase em relacdo ao grupo de células controle que foram transfectadas
com a molécula adaptadora apenas. Ainda, a diminui¢do da atividade de NF-kB causada
pela superxpressdao de RAP2A parece ser dose-dependente, pelo que se observa no

perfil apresentado no mesmo gréafico (figura 15).
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Figura 15: Andlise por ensaio de gene repdérter do efeito da superexpressdo de RAP2A
sobre a ativacdo de NF-kB induzida por Mal/TIRAP. As células foram transfectadas com
pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng) em combinagdo com o plasmideo vetor pFLAG-
CMV4 efou pClneo-Myc-RAP2A. A excecdo das células transfectadas com o vetor (NT) foi
co-transfectado também o plasmideo pFLAG-Mal/TIRAP. A quantidade de DNA por
transfeccdo foi mantida constante pela adi¢do do plasmideo pFLAG-CMV4. Vinte e quatro
horas apds a transfeccdo, os extratos celulares foram obtidos para determinar a atividade
luciferase em lumindmetro. Os resultados estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase
obtida do plasmideo pGL3-E-Sel sobre a atividade do gene repdrter do vetor pRL-TK. O
grafico apresentado é representativo de dois experimentos independentes e as transfeccdes
foram realizadas em triplicata para cada experimento. Os valores sdo expressos como média +
desvio padrdo. *P < 0.05, em relagdo a pFLAG-CMV4/MalTIRAP.
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Ap0s o inicio da cascata de sinalizacdo, MyD88 é responsavel pelo recrutamento
de proteinas que levardo a fosforilacdo do complexo IKK. Duas importantes moléculas
para esse evento sdo a proteina TRAF6 e o complexo TAKL/TAB1. Assim, foram
realizados dois ensaios de luciferase independentes com a superexpressao de TRAF6 ou
TAK1:TAB1 em células HEK293 (figura 16). De forma bastante semelhante ao que foi
visto no experimento com tratamento de Mal/TIRAP (figura 15), ao superexpressarmos
proteinas intermediérias na via de sinalizacdo dos TLRs, observamos clara ativacdo de
NF-xkB em todos os grupos, mas com uma diminui¢do dose-dependente na ativacdo de
NF-kB nos grupos transfectados com quantidades crescentes de RAP2A. Para o
experimento em que TRAF6 é superexpresso (figura 16-A), a diferenca entre as células
transfectadas com o vetor e aquelas com menor quantidade de RAP2A transfectada, é de
aproximadamente 55%, e chega a cerca de 80% quando comparamos com as células
transfectadas com 2pug de RAP2A.
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Figura 16: Analise por ensaio de gene repdrter do efeito da superexpressao de RAP2A sobre a
ativacdo de NF-kB induzida por TRAF6 (A) ou TAK1/TAB1 (B). As células foram transfectadas
com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng), pcDNA3.1-TRAF6 (painel A) ou pcDNA3.1-TABl e
pCMV-FLAG-TAK1 (painel B) em combina¢do com o plasmideo vetor pFLAG-CMV4 e/ou pClneo-
Myc-RAP2A. A excecdo das células transfectadas com o vetor foi co-transfectado também o
plasmideo pFLAG-TRAF6 (A) ou os plasmideos pFLAG-TAK1 e pcDNA-TAB1 (B). A quantidade
de DNA por transfeccdo foi mantida constante pela adicdo do plasmideo pFLAG-CMV4. Vinte e
quatro horas apds a transfeccdo, os extratos celulares foram obtidos para determinar a atividade
luciferase em lumindmetro. Os resultados estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase obtida
do plasmideo pGL3-E-Sel sobre a atividade do gene reporter do vetor pRL-TK. As transfeccdes
foram realizadas em triplicata. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. *P < 0.05, em
relacdo a pFLAG-CMV4/TRAF6 (A) ou pFLAG-CMV4/TAK1:TAB1 (B).
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O mesmo perfil é observado quando induzimos a superexpresséo de proteinas do
complexo IKK (IKK-a ou IKK-B, figura 17-A e figura 17-B, respectivamente), com
uma reducdo de aproximadamente 70% em relacdo as células transfectadas com o vetor

para aquelas com maior quantidade de proteina RAP2A.

Ao final da cascata de sinalizagdo, o complexo IKK fosforila kB para que NF-
kB seja ativado. O dimero de NF-kB mais abundante nas células é p50/p65 (Chen et al,
1998). Por isso, realizamos um experimento de gene reporter onde superexpressamos a
proteina p65(RelA). O perfil mostrado no resultado desse ensaio (Figura 17-C) néo é
diferente do que foi observado para os demais experimentos onde superexpressamos
componentes das vias de TLRs, mas, a atenuacgdo na atividade de NF-kB por efeito de

RAP2A é mais discreta nesse caso.
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Figura 17: Andlise por ensaio de gene repérter do efeito da superexpressdao de RAP2A sobre a
ativacdo de NF-kB induzida pelo complexo IKK (A e B) ou p65(RelA) (C). As células foram
ctransfectadas com pGL3-E-Sel (400 ng), pRL-TK (100 ng), IKK-alfa, IKK-beta ou p65 em
combinagio com o plasmideo vetor pFLAG-CMV4 e/ou pClneo-Myc-RAP2A. A excecdo das
células transfectadas com o vetor foram co-transfectados também os plasmideos pFLAG-IKK-a (A)
ou pHA-IKK-B (B) ou o plasmideo pFLAG-p65 (C). A quantidade de DNA por transfecgdo foi
mantida constante pela adicdo do plasmideo pFLAG-CMV4. Vinte e quatro horas apés a transfeccao,
os extratos celulares foram obtidos para determinar a atividade luciferase em lumindmetro. Os
resultados estdo expressos pela razdo da atividade da luciferase obtida do plasmideo pGL3-E-Sel
sobre a atividade do gene repdrter do vetor pRL-TK. As transfec¢cdes foram realizadas em triplicata.
Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. *P < 0.05, em relagdo a pFLAG-CMV4/IKK-
o (A), ou pFLAG-CMV4/IKK-B (B) ou pFLAG-CMV4/p65 (C).

53



6. Discussao

Uma ativacdo eficiente de NF-kB é necessaria para uma resposta imune bem
sucedida, mas esta resposta ndo pode ser permanente e precisa ser adequadamente
controlada para evitar danos aos tecidos e até mesmo morte devido a choque e faléncia
de 6rgdos. Véarios mecanismos distintos estdo envolvidos na regulagdo do NF-kB, e
exercem seus efeitos em diferentes niveis (Vallabhapurapu & Karin, 2009).

Em nosso estudo, identificamos RAP2A como uma nova molécula que exerce
efeitos de regulacdo negativa sobre a ativacdo de NF-kappaB induzida na resposta
imune mediada por TLRs.

Um dos reguladores negativos de NF-kB mais bem estudados ¢ a proteina A20, e
sabe-se que na maioria das células sua expressdo € rapidamente induzida ap6s ativacdo
de NF-kB. Mas, a expressio de A20 em linfocitos encontra semelhangas com a
expressdo de RAP2A observada no presente trabalho, pois linfocitos expressam altos
niveis de A20, e ap0s estimulos nos receptores de antigeno dessas células, ocorre rapida
diminuicdo e subsequente reaparecimento de A20, o que sugere que a remocdo de A20
seja necessaria para a ativacdo de NF-kB nesse caso (Duwel et al, 2009). Ainda, Kong e
colaboradores mostraram que SIRPa, uma proteina reguladora negativa enddgena da
ativacdo do sistema imune inato em macréfagos apds a exposicdo a LPS, tem seus
niveis proteicos expressivamente diminuidos apds o tratamento com o agonista TLR4
em células RAW264.7 (Kong et al, 2007).

Vérias moléculas que regulam a ativacdo de NF-kB geralmente tem a sua
expressao induzida e regulada por esse fator de transcricdo como um mecanismo de
retroalimentacdo negativa (Ruland, 2011). A fim de comparar a expressao de Rap2A
com a de um gene conhecidamente e fortemente induzido apds estimulos com PAMPs,
e de confirmar a reacdo das células RAW264.7 aos estimulos realizados, fizemos
analises ndo apenas da expressao de Rap2A, mas também da expressao da citocina pro-
inflamatdéria TNF. Comparativamente a expressao de TNF, e a expressao de Rap2A nos
grupos estimulados com agonistas de TLRs, podemos observar que o gene de Rap2A
possui uma expressdo ja elevada em células ndo estimuladas, o que também pode ser

percebido pelos resultados com RT-PCR. Além disso, é importante notar a correlacdo
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inversa da expressdao do gene de TNF em relacdo a expressdo de Rap2A nas células

estimuladas.

Ainda, nos resultados de expressdo de Rap2A em células RAW?264.7 ¢
interessante lembrar que a reducdo mais discreta apos estimulos com agonistas de TLRs
foi vista ap6s o tratamento com poly-IC. Ao correlacionarmos este dado com o0s
resultados de estudos funcionais, percebemos que Rap2A também apresenta um perfil
diferente para o tratamento com poly-IC nos ensaios de gene reporter, pois nesses
experimentos observamos pouca diferenca na ativacdo de NF-xB entre as células com e
sem superexpressao de Rap2A. No entanto, pudemos demonstrar que Rap2A exerce um
efeito significativo de diminuicdo na atividade de NF-kB nas vias de TLRs 2 ¢ 4, além
de desempenhar este mesmo papel, de forma mais discreta, via TNF. A surpresa diante
dos resultados de gene repérter, que mostraram um papel para Rap2A como regulador
negativo da ativagdo de NF-kB, foi em alguns aspectos sobrepujada pelo fato de ndo

vermos o mesmo efeito na via de TLR3.

Ao considerar tais observagdes, podemos sugerir que ha especificidade na
atuacdo de Rap2A sobre as vias inflamatorias dos TLRs 2 e 4 nos casos estudados. Ou
seja, Rap2A parece desempenhar efeito na atividade de NF-kB apods o reconhecimento
de moléculas oriundas de bactérias, mas ndo de dsRNAs virais nos resultados
apresentados. E importante lembrar, que tanto TLR2 e TLR4 possuem vias MyD88

dependente, enquanto que TLR3 é exclusivamente TRIF dependente.

Ao transfectarmos as células HEK293 com plasmideos para a superexpressao
das moléculas Mal/TIRAP, TRAF-6, TAKL/TABL, IKK-0, IKK-B e p65/RelA,
pudemos investigar, indiretamente, a atuacdo de Rap2A dentro da via que leva a
ativacdo de NF-kB. Além disso, confirmamos os resultados vistos anteriormente, pois
para grande maioria dos experimentos em que proteinas das vias de TLRs foram
superexpressas neste estudo, observamos significativa reducdo na ativacdo de NF-xB

por efeito do ganho de Rap2A.

E interessante perceber que em varios dos experimentos de gene reporter, vemos
tambem uma diminuicdo na atividade de luciferase nas células ndo tratadas e
transfectadas apenas com o vetor e RAP2A, sendo que essa redugdo acompanha as

guantidades crescentes de RAP2A transfectado. Tal fato pode ter ocorrido devido a
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influéncia de RAP2A sobre uma atividade pré-existente de NF-xB nas células HEK293.
E importante lembrar que essas sdo células tumorigénicas e que NF- kB esta envolvido

na proliferacdo e sobrevivéncia celular (Ghosh & Hayden, 2012).

Ao observarmos os resultados apresentados nos graficos para os experimentos
com o objetivo de analisar os efeitos de Rap2A sobre a ativagdo de NF-kB induzida por
proteinas das vias iniciadas em TLRs, percebemos uma tendéncia de gradativa
diminuicdo do efeito regulador negativo de Rap2A a medida que a via se aproxima da
ativacdo de NF-xB. Tal fato pode ser um indicio de que a regulacédo exercida por Rap2A
sobre a ativagdo de NF-kB ocorra mais proxima ao inicio da via. Ressalta-se que, nesses
mesmos resultados, as maiores reducfes na ativacdo de NF-xB entre as células com e
sem expressdo de Rap2A, foi vista nos experimentos com tratamento de Mal/TIRAP e
TRAF®6, as proteinas mais a montante da via de TLRs dentre aquelas utilizadas neste

estudo.

Estes dados coincidem com a especificidade dos efeitos de Rap2A para as
cascatas iniciadas em TLR2 e TLR4, pois estas compartilham as mesmas proteinas em
suas vias de sinalizacédo para ativagdo de NF-kB, enquanto que TLR3 recruta as mesmas
proteinas apenas a partir de TAKL1 a jusante da via. Ndo obstante disso, além de
necessitar de TRAM para recrutar TRIF para o dominio TIR, mesmo a via TRIF
dependente de TLR4 utiliza TRAF®6.

Embora os resultados apresentados aqui revelem uma nova molécula que reduz a
atividade de NF-xB nas vias inflamatorias de TLR2 e 4, mais estudos serdo necessarios
para confirmar e mensurar a partir de outras técnicas o efeito de RAP2A observado no
presente estudo. Obtivemos aqui, resultados de estudos a partir da expressao forcada de
RAP2A, o que nos leva a crer que um desdobramento normal deste trabalho, seria fazer
novos testes a partir da perda de funcdo do gene de RAP2A. Na verdade, estudos
utilizando-se siRNAs para Rap2A foram realizados nesse trabalho de dissertagdo, mas o

resultados sdo ainda inconclusivos.

Trabalhos futuros poderdo elucidar também de que maneira a expressao de
RAP2A é regulada ap0s os estimulos com agonistas de TLR. Recentemente Hu e
colaboradores mostraram que o fator de transcricdo HNF1b parece estar conjuntamente

associado a RAP2A e o risco de cancer de prostata (Hu et al, 2013). Estudos in silico,
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poderdo indicar possiveis sequéncias de ligacdo de outros fatores de transcri¢ao a regiao
promotora de RAP2A. Outras possiveis moléculas reguladoras para RAP2A incluem os
micro-RNAs. Recentemente, foi mostrada uma relagcdo entre miR-376a néo-editado e
Rap2a na migracdo e invasdo de células de glioma (Choudhury et al, 2012). Ainda,
estudos sobre 0s niveis proteicos de Rap2a apds o estimulo de macréfagos murinos com
agonistas de TLRs e andlises por Western Blot estdio em andamento no nosso
laboratério.

Outras linhas de investigacdo, podem ainda apontar os mecanismos pelos quais
RAP2A exerce sua fungdo apos o estimulo por agonistas de TLRs. Em outra iniciativa
em nosso laboratdrio, ja trabalhamos com experimentos de co-Imunoprecipitacdo para
averiguar possiveis alvos de RAP2A, tendo como candidatos iniciais as moléculas de
TRAF6 e Mal/TIRAP.

Experimentos de co-Imunoprecipitacdo poderdo também confirmar ou refutar a
afinidade entre RAP2A e RASGEF1B, um GEF ativador de Rap2a (Yaman et al.,
2009), como ja foi mencionado. Na verdade, em um trabalho mais recente que mostra o
envolvimento de Rap2A na polarizagdo de células do intestino, foi descrito outro GEF
que participa da ativacdo de Rap2A, o PDZGEF (Gloerich et al, 2012).

A descoberta de novas moléculas reguladoras de NF-kB, ¢ o desvendar de seus
mecanismos de acdo, podem ser de grande importancia para a area biomédica, ja que a
atividade inapropriada de NF-kB esta relacionada a varias doengas, inclusive o cancer.
Interessantemente, dados recentes mostraram que tecidos com tumor em células gliais
tem baixa expressdo e baixa atividade de Rap2A, e que, diferentemente de outras
proteinas da familia Ras, Rap2A parece atuar como supressor na patogénese de gliomas.
Aparentemente, a superexpressdao de Rap2 inibe a migracdo e invasdo de gliomas ao

regular negativamente a proteina AKT (Wang et al, 2013).

Mostramos que Rap2A exibe um efeito regulatorio negativo na ativacdo de NF-
kB induzida por vias inflamatérias iniciadas por TNF, e, principalmente por receptores
do tipo Toll. Portanto, mais estudos que indiquem de forma especifica os alvos e 0
mecanismo de acdo de Rap2A, além de sua possivel atuacdo em diferentes tipos

celulares do sistema imune e outros sistemas do organismo, podem levar ao
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estabelecimento de medidas preventivas ou intervencdes terapéuticas para doencas

relacionadas a inflamagGes cronicas, autoimunidade, choque séptico e cancer.
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7. Conclusoes

A expressdo de Rap2A encontra-se elevada em macrofagos murinos, e é
reprimida logo apds a estimulagdo com agonistas TLRs, mas com recuperacéo e
elevacdo de seus niveis em tempos tardios.

O perfil de expressaio de RAP2A em mondcitos humanos logo apds a
estimulacdo com LPS obedece a um padrdo semelhante ao observado em
macrofagos murinos.

A expresséo forcada de RAP2A em células HEK?293 é suficiente para atenuar a
ativacdo de NF-«xB induzida por TNF, por agonistas de TLRs e por proteinas da
via de sinalizacdo dos TLRs.

RAP2A parece ndo exercer efeito regulatério negativo sobre a ativacdo de NF-
kB induzida através de TLRS3.

Esses resultados, em conjunto, indicam que Rap2A é codificado por um
gene de expressdo transiente durante a resposta inflamatoria, e que o produto
codificado exerce o papel de uma molécula reguladora negativa da ativacao de
NF-kB na via MyD88-dependente.
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9. Figuras Anexas
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Figura 18: Curvas de dissocia¢do para os primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR de
Rap2a murino (pico com curvas em vermelho) e Gapdh murino (pico com curvas em verde/azul).

As linhas inferiores representam os controles negativos.
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Figura 19: Curvas de dissociacao para os primers utilizados nos experimentos de RT-gPCR de
TNF murino (pico com curvas em vermelho/amarelo) e Gapdh murino (pico com curvas em

roxo/rosa). As linhas inferiores representam os controles negativos.
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Figura 20: Curvas de dissociagdo para os primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR de

RAP2A humano (pico com curvas em vermelho) e GAPDH humano (pico com curvas em verde).
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As linhas inferiores representam os controles negativos.
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