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RESUMO

O fator de troca de nucleotideos guanina, RasGEF1b, é codificado por um gene de
expressdo induzida em células do sistema imune inato em resposta a ativacdo de
receptores do tipo Toll (TLRs). Um aumento em sua transcricdo ocorre em macrofagos
humanos e murinos estimulados com diferentes agonistas de TLRs, assim como em
camundongos infectados com protozoarios parasitas. Para melhor compreender seu papel
durante esse processo, € importante que se investigue cada aspecto da regulacdo e
funcionamento desse GEF. Atualmente, no entanto, 0os mecanismos moleculares
responsaveis por sua regulacdo transcricional sdo ainda desconhecidos. Portanto, nesse
trabalho caracterizamos uma regido regulatéria localizada a montante da sequéncia
codificadora do gene Rasgeflb murino. Nossas analises in silico indicam que a regido
investigada abriga sitios de ligacao para fatores de transcri¢do criticos na resposta imune
como AP-1, C/EBP, Spl, STAT1 e NF-xB. Para investigar funcionalmente essa regiao,
utilizamos DNA genémico obtido de camundongo C57BL/6 para amplificar e clonar no
plasmideo repdrter da luciferase pGL3-basic um segmento de 2.886 pb, gerando a
construcdo pGL3-2.8 kb. Esse segmento compreende 119 nucleotideos a jusante e 2.747
nucleotideos a montante do sitio de inicio da transcricdo (TSS) putativo de Rasgeflb (-
2.747/+119). A construcdo pGL3-2.8 kb, assim como mutantes gerados por delecéo,
foram transfectados em células humanas HEK293 e em macr6fagos murinos Raw264.7
para avaliacdo, por ensaios de gene repdrter, de sua atividade constitutiva e induzida apés
ativacdo das vias disparadas por TLRs e fatores de transcri¢do da familia NF-kB. N0ssos
resultados indicam que os segmentos analisados, exceto aquele com delecdo da regido
que abriga o TSS putativo (pGL3-A492), apresentam atividade constitutiva elevada
quando comparada ao vetor pGL3-basic. Ademais, a ativacdo das vias de TLRs resultou
em um aumento significativo dessa atividade tanto em células HEK293 quanto em
macrofagos Raw264.7. Além disso, em estudos de superexpressao conduzidos em células
HEK?293, as subunidades de NF-xB, p65(RelA) ou c-Rel foram suficientes para induzir
um aumento significativo da atividade dos segmentos analisados. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que a regido analisada corresponde a regido promotora de Rasgeflb e
ainda que os fatores da familia de transcricdo NF-xB parecem exercer um papel na
inducdo da expressao desse gene. Adicionalmente, fornecemos evidéncias experimentais
confirmando a presenga do TSS putativo no gene Rasgeflb atraves de nested RT-PCR, e,

por PCR em tempo real, demonstramos que os niveis do mMRNA de RasGEFlb em



macrofagos murinos derivados de medula éssea (BMDMSs) sdo dominantes em relacao

aos outros membros RasGEF1a e RasGEF1c.



ABSTRACT

The guanine nucleotide exchange factor RasGEF1b is encoded by a gene whose
expression is induced in innate immune cells in response to the activation of Toll-like
receptors (TLRs). RasGEF1b mRNA levels are increased in human and murine
macrophages upon stimulation with different TLRs agonists as well as in mice infected
with protozoan parasites. However, the molecular mechanisms responsible for its
transcriptional regulation are still unknown. Here we have characterized a regulatory
region located upstream to the coding sequence of the murine Rasgeflb gene. Our in silico
analysis indicates that the investigated region harbors putative binding sites for
transcription factors that are critical in the immune response, such as AP-1, C/EBP, Spl,
STAT1 and NF-xB. To functionally investigate this region, we used genomic DNA
obtained from a C57BL/6 mouse to amplify and clone, within luciferase reporter plasmid
pGL3-basic, a DNA segment of 2.886 bp, generating the construction pGL3-2.8 kb. This
segment comprises 119 nucleotides upstream and 2.747 nucleotides downstream
Rasgeflb putative transcription start site (TSS) (-2.747 /+119). The pGL3-2.8 kb
construction and the mutants generated by deletion were transfected into human HEK293
cells and murine RAW264.7 macrophages to evaluate, by gene reporter assays, their
constitutive and induced activity upon the activation of TLRs pathways and NF-xB
transcription factors. Our results indicate that the analyzed segments, except the one with
the deletion of the region that harbors the putative TSS (pGL3-A492), present an
increased activity compared to pGL3-basic vector. Furthermore, activation of TLR
pathways resulted in a significant increase in their activity both in HEK293 cells and
Raw264.7 macrophages. Moreover, in overexpression studies carried out in HEK293
cells, the NF-kB subunits p65 (RelA) or c-Rel were sufficient to induce a significant
increase in the activity of the analyzed segments. Taken together, our results suggest that
the analyzed region corresponds to the Rasgeflb promoter and that NF-kB family of
transcription factors appear to play a role in the induced expression of this gene.
Additionally, we provide experimental evidence confirming the presence of the putative
TSS in the Rasgeflb gene by nested RT-PCR, and, by real time PCR, we demonstrated
that mRNA levels of RasGEF1b in murine bone marrow derived macrophages (BMDMs)

are dominant when compared to RasGEF1a and RasGEF1c.



1. INTRODUCAO

1.1 O sistema imune inato e a sinalizacao celular via receptores do tipo Toll (TLRS)

O sistema imune inato desempenha um papel essencial na homeostase e na
protecdo do organismo contra patdgenos. E um sistema ancestral de reconhecimento
microbiano, evolutivamente conservado na maioria dos organismos multicelulares,
encontrado em animais invertebrados e vertebrados, assim como em plantas (Albiger et
al., 2007; Dempsey et al., 2003). E a primeira linha de defesa contra a infecgdo por
parasitas, essencial para a protecdo do organismo contra patogenos (Kawai and Akira,
2006).

Até recentemente, a imunidade inata era considerada uma resposta imune
inespecifica mediada por células fagociticas, tais como macrdfagos e neutrofilos, que
englobam e lisam patégenos microbianos (Akira et al., 2006). No entanto, estudos sobre
0 reconhecimento imunoldgico inato mostraram que esse sistema depende de um
conjunto diversificado de receptores, os receptores de reconhecimento padrdo (PPR, do
inglés Pattern recognition receptors). Os PRRs reconhecem classes de estruturas
moleculares comuns a varios grupos de microorganismos, em conjunto conhecidas como
PAMPs (do inglés pathogen-associated molecular patterns), assim como estruturas
moleculares endogenas derivadas de células danificadas, conhecidas como DAMPs (do
inglés, damage associated molecular patterns) (Janeway and Medzhitov, 2002). Os PRRs
sdo expressos em células do sistema imune inato, tais como células dendriticas,
macrofagos e neutréfilos. O reconhecimento dos ligantes por esses receptores dispara
uma rapida ativacao de vias de sinalizacdo intracelular que vai culminar na inducéo da
resposta imune através da sintese e producdo de citocinas, quimiocinas, proteinas
reguladoras de acdo intracelular e outros mediadores inflamatérios. Esse processo
desencadeia ndo sO a ativacdo de respostas imediatas do hospedeiro, como a inflamacao,
mas também auxilia na montagem e orquestracéo da reposta imune adaptativa (Kawasaki
and Kawai, 2014). Entre as classes caracterizadas de PRRs estdo os receptores do tipo
Toll (TLRs - do inglés Toll like receptors), receptores do tipo RIG-I (RLRs - do inglés
RIG-I-like receptors), receptores do tipo NOD (NLRs - do inglés NOD-like receptors),
receptores do tipo AIM2 (ALRs — do inglés AlM2-like receptors), receptores do tipo
lectina C (CLRs — do inglés C-type lectin receptors) e sensores citosélicos de DNA



(Kawasaki and Kawai, 2014). A combinagdo especifica do receptor envolvido pode
transmitir informacdes basicas sobre o tipo de patdgeno invasor (Kanzler et al., 2007).
A proteina Toll foi identificada inicialmente em um estudo da embriogénese em
drosodfilas, onde se mostrava essencial na regulacdo da polaridade dorsoventral do
embrido (Anderson et al., 1985). Posteriormente, (Lemaitre et al., 1996) forneceram a
primeira evidéncia de que a proteina Toll estaria envolvida no processo da resposta
imune, pois demonstraram que mutantes de droséfilas que apresentavam a perda da
funcdo em Toll eram altamente susceptiveis a infeccdo por fungo e apresentavam a
inducdo defeituosa de um peptideo antifangico. Esses resultados forneceram as primeiras
evidéncias de que essa proteina deveria ser responsavel pela detecgdo e mediacdo de
respostas a infeccdo causada por fungo em droséfila. Em seguida, Medzhitov e
colaboradores identificaram um homologo humano para a proteina Toll de droséfila - o
que cunhou o termo “receptor do tipo Toll” (TLRs). Eles mostraram que um mutante
constitutivo ativo do homdlogo humano de Toll era capaz de induzir a ativagdo de NF-
kB (do inglés, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) e
consequentemente a expressao de genes regulados por esse fator de transcri¢do, como
citocinas inflamatorias e moléculas co-estimulatorias, quando transfectado em células
humanas (Medzhitov et al., 1997). A partir dai o campo da imunobiologia dos TLRs se
expandiu rapidamente, e atualmente essa é uma das classes mais estudadas entre os PRRs.
E notério hoje que os TLRs sdo cruciais para a inducdo do sistema imune no
combate a microorganismos patogénicos. Esses receptores estdo presentes em células
residentes e imunes das superficies corporais de interface hospedeiro-patdgeno, como na
pele e em mucosas dos tratos respiratorio, gastrointestinal e urogenital (Anwar et al.,
2013; Mifsud et al., 2014). Atualmente, sdo descritos 10 membros da familia dos TLRs
em humanos (TLR1-TLR10) e 12 em camundongos (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13)
(Kawai and Akira, 2010). Os TLRs sao glicoproteinas transmembrana do tipo |
caracterizados por um dominio extracelular (ou luminal para os TLRs presentes em
endossomos) contendo repeticdes ricas em leucina (LRR, do inglés Leucine rich repeats),
responsavel pelo reconhecimento de diversos PAMPs provenientes de bactérias,
protozoarios, fungos e virus, assim como de alguns DAMPs, e um dominio intracelular
ou citoplasmatico homdlogo ao receptor de interleucina-1 (IL-1R, do inglés Interleukin-
1 receptor) nomeado dominio receptor Toll/IL-1 (TIR — do inglés Intracelular Toll-
Interleukinl (IL-1) receptor), responsavel pela ativacéo de vias de sinalizacdo intracelular
(Albiger et al., 2007). A homologia entre TLRs e o receptor IL-1 (IL1R) esta restrita aos
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seus dominios citoplasmaticos, enquanto que seus dominios extracelulares sdo
notavelmente diferentes. Os receptores de IL-1 possuem um dominio extracelular
semelhante a imunoglobulina, enquanto que os TLRs possuem repeti¢des ricas em
leucinas que formam uma estrutura em “forma de ferradura” (Figura 1). Apesar de
apresentarem uma conservacdo entre os dominios ricos em leucina, o dominio
extracelular dos TLRs pode reconhecer uma variedade de ligantes néo relacionados
estruturalmente devido a sua composi¢do variada de aminoacidos (Akira et al., 2006;
Albiger et al., 2007; Kawai and Akira, 2010; Takagi, 2011).

IL-1R TLR

Dominio
semelhante
Dominio
LRR

Citoplasma

Dominio
TIR

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

Figura 1: Representacdao 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
citoplasmdatico 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 repeticées ricas em leucina (LRR) em uma estrutura
caracteristica que se assemelha a forma de uma ferradura.

Diferentes subgrupos celulares podem expressar diferentes TLRs, o que faz com
que as células sejam capazes de desenvolver padrdes especificos de resposta imune a
diferentes patdgenos. Por exemplo, células dendriticas plasmacitdides expressam
predominantemente TLR7 e TLR9. Células dendriticas mieldides, por sua vez, expressam
os demais TLRs, permitindo que essas células sejam ativadas por diferentes tipos de

agonistas (Akira et al., 2001). Os TLRs sdo expressos tanto na superficie celular quanto
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associados a vesiculas intracelulares (Kawai and Akira, 2010). Segundo Kawasaki
(2014), TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 estdo localizados na superficie
celular e reconhecem uma ampla gama de componentes de membrana derivados de
agentes microbianos como lipideos, lipoproteinas e proteinas, enquanto que TLR3, TLR7,
TLRS8, TLRY, TLR11, TLR12 e TLR13 estdo localizados em endossomos e reconhecem
principalmente moléculas de &cidos nucléicos (Kawasaki and Kawai, 2014; Raetz et al.,
2015). Ademais, alguns TLRs como TLR2 e TLR4, podem ser removidos da superficie
celular apds o reconhecimento de moléculas ligantes e recrutados para o fagossomo
(Anwar et al., 2013). A Tabela 1 sumariza alguns dos mais importantes ligantes de cada

TLR e sua localizacdo celular.

Tabela 1: Localizacdo celular de TLRs e seus principais ligantes

Receptor do tipo Toll Localizacdo celular Ligantes
- Lipoproteinas
- Acido Lipotedico (LTA)
- Peptidioglicano derivado de
bactérias Gram-positivas
TLR1/2, TLR2/6 Superficie Celular - Lipoarabidomanana
- Glicosilfosfatidilinositol
mucina
- Zymozan
- Mannan

- dsRNA viral

TLR3 Endossomo -SIRNA ]
- RNA self derivado de células

danificadas

- Lipopolissacarideo (LPS)
- Proteinas estruturais de

TLR4 Superficie Celular virus
- Manose
TLR5 Superficie Celular - Flagelina
. - sSSRNA viral
TLR7 Endolisossomo

- RNA de streptococcus B

TLR8 Endolisossomo - RNA viral e bacteriano

11



- CpG DNA viral e bacteriano

TLR9 Endolisossomo .
- Hemozoina
TLR10/12 Superficie Celular - Listeria
- Componentes protéicos de
i de bactérias uropatogénicas -
TLR11 Endolisossomo ; . .
Moleéculas do tipo profilina de
Toxoplasma gondii
. - Moléculas do tipo profilina
TLR12 Endolisossomo de Toxoplasma gondii
- rRNA bacteriano 23S
TLR13 Endossomo - Componentes virais de virus

da estomatite vesicular

Baseado em (Kumar et al., 2011) e (Kawasaki and Kawai, 2014).

A sinalizacdo celular disparada pela ativacdo dos TLRs se inicia quando um
ligante se liga a porgdo extracelular (ou luminal) do receptor. Esse receptor se dimeriza e
recruta moléculas adaptadoras atraves de seu dominio citossélico, TIR. Esse processo vai
disparar vias de sinalizacdo intracelular que culminardo na ativacdo de fatores de
transcricdo centrais na resposta imune, como NF-xB, AP-1 (do inglés, activator protein
1) e IRFs (do inglés Interferon regulatory factor). Uma vez ativados, esses fatores sdo
translocados para o ndcleo onde se ligam a regido promotora e regulam a transcri¢ao de
genes inflamatdrios que codificam citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas, interferons
do tipo I, entre outras varias moléculas, incluindo proteinas reguladoras intracelulares
(Kahana and Cleveland, 1999; Kumar et al., 2011; Takagi, 2011).

Como mencionado, ap6s o reconhecimento dos PAMPs ou DAMPSs, a sinalizacédo
disparada por TLRs é primariamente mediada via recrutamento de moléculas adaptadoras
pelo dominio TIR. Dependendo do receptor ativado, diferentes moléculas adaptadoras
serdo recrutadas, e devido a complexidade dessa via, a sinalizacdo dos TLRs é
categorizada em vias MyD88-dependente e TRIF-dependente (Wang et al., 2010)
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(Figura 2). A via MyD88-dependente é utilizada por todos os TLRs, exceto por TLR3.
A via TRIF-dependente se d& apenas por TLR3 e TLR4, sendo que TLR4 recruta TRIF
através da molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM - do inglés TRIF-related
adaptor molecule) (Kanzler et al., 2007; Kumar et al., 2011).

Na via MyD88-dependente, a primeira proteina adaptadora a ser recrutada é a
proteina de resposta priméria de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88, do inglés Myeloid
differentiation primary response protein 88), a qual contém um dominio TIR que se liga
ao dominio TIR do TLR. Apds sua ligacdo, MyD88 recruta as cinases IRAK4 (do inglés
IL-1R-associated kinase 4) e IRAK1 (do inglés IL-1R-associated kinase 1). Com a
formagdo desse complexo, IRAK4 fosforila inicialmente IRAK1, o que induz a sua
atividade cinase e intensa autofosforilagdo em multiplos residuos de serina e treonina,
resultando em sua dissociacdo de MyD88. Em seguida, IRAK-1 fosforila as proteinas
Pellino (PELI-1, -2 e -3), um evento critico para promover a poliubiquitinacdo de IRAK-
1 mediada pelas proteinas Pellino. Uma vez poliubiquitinada, IRAK-1 liga-se a varias
outras proteinas, incluindo o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral
(TRAF®6, do inglés TNF receptor-associated factor 6). Em seguida, a atividade ubiquitina
ligase de TRAF6 é ativada, resultando na ativacdo da cinase TAKL1 (do inglés,
transforming growth factor-beta activated protein Kinase 1) que faz parte de um
complexo formado pelas proteinas ligadas a TAK1, TAB1, TAB2, TAB3 (do inglés,
TAK1-binding protein). Esse complexo entdo fosforila IKKf, componente do complexo
IKK (do inglés, IxB kinase) formado também por IKKa ¢ NEMO (IKKy). O complexo
IKK promove entéo a fosforilagdo do inibidor citosélico de NF-kB, o IkB (do inglés,
inhibitor of kB) que serd entdo marcado por ubiquitinacdo e degradado pelo proteassomo,
liberando por fim o fator de transcricdo NF-kB, que seré translocado para o nucleo para
promover a transcricdo de citocinas pré-inflamatorias e outros genes essenciais na
resposta imune. Paralelamente a ativacdo de NF-kB, o complexo TAK1 ativa ainda
membros da familia das MAP cinase (MAPK, do inglés Mitogen-activated protein
kinases) como ERK1/2 (do inglés, extracellular-signal-regulated kinases) p38 e JNK (do
inglés, c-Jun N-terminal kinases) que medeiam a ativacdo e translocacdo do fator de
transcrigdo AP-1 para o ndcleo (Kawasaki and Kawai, 2014; Lu et al., 2008; O'Neill and
Bowie, 2007). Nos casos de TLR2 e TLR4, a sinalizacéo ainda requer outro adaptador, a
proteina adaptadora contendo o dominio TIR (TIRAP —do inglés TIR domain containing
adaptor protein) que € importante para o recrutamento de MyD88 ao dominio TIR do

receptor (Figura 2)
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A ativacdo dos receptores TLR3 ou TLR4 ativa a via TRIF-dependente. A
proteina adaptadora contendo um dominio TIR e indutora do IFN-B (TRIF — do inglés
TIR domain containing adaptor protein inducing interferon IFN-p) interage tanto com
TRAF6 quanto TRAF3. TRAF6 recruta a cinase RIP-1 (do inglés, Receptor-interacting
protein 1) que vai levar a ativacdo do complexo TAK1 promovendo a ativacdo de NF-xB
e MAPKSs, como ja descrito (Kawasaki and Kawai, 2014). J& a interacdo de TRIF com
TRAF3, culmina no recrutamento de TBK1 (do inglés, TANK binding kinase 1) e IKK-
epsilon que juntas promoverdo a fosforilagdo, e subsequentemente a dimerizacdo e
translocacdo nuclear de IRF3, que vai regulara transcricdo de IFN-B e de genes
responsivos a interferon (Hayden and Ghosh, 2012; Kawasaki and Kawai, 2014; Kumar
etal., 2011) (Figura 2).

Todo esse processo é essencial para a inducdo da resposta imune inata do
hospedeiro, assim como pode auxiliar na montagem e orquestracdo da reposta imune
adaptativa (Kawasaki and Kawai, 2014). Nesse sentido, os receptores do tipo Toll
desempenham um papel essencial na manutencdo da homeostase do organismo, e,

portanto, é fundamental o estudo das respostas celulares mediadas por esses receptores.

14



Citoplasma

complex

IRF-3£

Degradacdo

// .
AP-1 NF-kB \NF'KB

“ IRF-35)
Q&; {&9 J\:Qa Qg \/ \/ Qa

Citocinas pro- IFN-B e genes
il inflamatérias induzidos por
Hese Interferon

Modificado de Akira et al. (2006)

Figura 2: Representagdo esquematica das vias de sinalizagdos de TLR4. O TLR4 esquematiza,
de um modo geral, a sinalizagdo dos TLRs, uma vez que ativa tanto a via MyD88-dependente
guanto TRIF-dependente e utiliza todos os quatro adaptadores (TIRAP/MyD88 e TRAM/TRIF).
A ativacdo da via MyD88-dependente leva ao recrutamento de TIRAP e MyD88, que vai recrutar
IRAK-4 e IRAK-1. IRAK-1 sofre fosforilagdo e recruta TRAF6, o que, por sua vez, vai ativar o
complexo TAK1, TAB1, TAB2/3. Esse complexo entdo fosforila a IKKB promovendo a ativacdo
do complexo IKK. O complexo IKK ativo ird fosforilar o IkB, que é entdo ubiquitinado e
degradado, liberando NF-kB que se transloca para o nucleo. Simultdneamente o complexo
TAK1 ativa membros da familia das MAP cinases, ERK1/2, p38 e JNK que vdo mediar a ativacdo
e translocacdo do fator de transcricio AP-1 para o nucleo. Na via TRIF-dependente, TRIF
interage com TRAF6 que recruta a cinase RIP-1 levando a ativagdao do complexo TAK1, o que
promove a ativacao NF-kB e MAPKs. A interagdo de TRIF com TRAF3, culmina no recrutamento
de TBK1 e IKK-epsilon que juntas promoverdo a fosforilagdo, e subsequentemente a
dimerizacdo e translocagdo nuclear de IRF3, que vai regulara transcricdo de IFN-B e de genes
responsivos a interferon.
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1.2 A familia NF-kB de fatores de transcricdo

O fator de transcri¢do nuclear NF-kB foi descrito em 1986 por Rajan Sen e David
Baltimore como um fator de transcri¢do nuclear que se ligava a uma regido reguladora do
gene da cadeia leve kappa (sitio kB) em células B (Sen and Baltimore, 1986). Desde sua
descricdo, 0 NF-«kB se tornou um dos mais estudados fatores de transcri¢ao devido ao seu
papel critico e complexo na sinalizacdo intracelular (Ghosh and Karin, 2002), na
regulacdo na imunidade inata e adaptativa (Vallabhapurapu and Karin, 2009), e na
hematopoiese (Grossmann et al., 1999). Como mencionado, seu papel na imunidade inata
e adaptativa inclui a regulacdo de genes que codificam para citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesdo celular, substancias antimicrobianas, proteinas importantes na
diferenciacéo celular, entre outros processos (Baker et al., 2011; Doyle and O'Neill, 2006;
Hayden and Ghosh, 2012).

A familia Rel/NF-xB é composta por cinco membros, sendo eles, RelA (p65),
RelB, c-Rel, as proteinas precursoras NF-kB1 (p105) e NFkB2 (p100), que sdo
processadas em p50 e p52, respectivamente (Gerondakis et al., 1999). Os membros se
combinam de forma homo ou heterodimérica, e entdo podem se ligar a um conjunto de
elementos especificos de DNA conhecidos como sitios kB, presentes em enhancers e/ou
promotores de uma série de genes alvos, regulando sua transcrigdo (Wang et al., 2012).
Muitos desses genes regulados por NF- kB estdo envolvidos na resposta imune inata e
adaptativa (Vallabhapurapu and Karin, 2009). A habilidade de ligacdo ao DNA deve-se
ao dominio N-terminal altamente conservado de aproximadamente 300 aminoacidos
chamado de dominio de homologia a Rel (RHD, do inglés Rel-homology domain)
(Gerondakis et al., 1999; Wang et al., 2012). Esse dominio, compartilhado entre todas as
subunidades, € o responsavel pela dimerizacdo, ligacdo ao DNA e interacdo com a
proteina inibitdria de NF-xB (IxB, do inglés inhibitor of kappa B) (Hoffmann et al., 2003).
No entanto, apenas as subunidades p65, c-Rel e RelB possuem os dominios C-terminais
de transativacdo (TADs, do inglés transactivation domains), que conferem a habilidade
de induzir a transcri¢do (Figura 3). Embora as subunidades p50 e p52 ndo possuam 0s
dominios TAD, elas podem regular a transcri¢do quando se combinam na forma de
dimeros com outras subunidades de NF-kB ou com proteinas ndo relacionadas que
possuam a capacidade de transativacdo. Alternativamente, homodimeros de p50 e p52
regulam negativamente a transcricdo ao competir pelos sitios kB do DNA com os dimeros
que contém TADs (Hayden and Ghosh, 2012). Portanto, 0 NF-kB pode tanto induzir
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quanto reprimir a transcricdo, e a composicdo do dimero confere, em partes, as
propriedades do potencial de transativacao e da especificidade de ligacdo ao DNA. Entre
0s possiveis heterodimeros, o mais frequente é formado pelos monémeros p65 (RelA) e
p50, que possui a capacidade de regulacdo transcricional de uma ampla gama de genes
(Hayden and Ghosh, 2004).

Como mencionado, em células ndo estimuladas, os dimeros de NF-kB sdo
encontrados associados a proteinas inibitérias da familia IkB, sendo IkBa, IkBp e IkBe
as principais a desempenhar esse papel (Hayden and Ghosh, 2004). As proteinas IkB
interagem com o dominio RHD de NF-kB mascarando parcialmente a sua sequéncia de
localizacéo nuclear e impedindo o seu transporte ao nucleo e consequente ligacdo ao DNA
(Bonizzi and Karin, 2004). Além dos IkBs classicos, ha um grupo de proteinas atipicas
que também fazerm parte da familia dos inibidores de NF-xB. Séo elas, BCL3 (do inglés
B cell CLL/ lymphoma 3), IkB(, IkBNS e ainda 0s mondmeros ndo-processados de NF-
kB, p105 e p100 (Hayden and Ghosh, 2012; Vallabhapurapu and Karin, 2009) (Figura
3). Os IkBs sdo caracterizados pela presenca de cinco a sete motivos de anquirina que
medeiam a ligacdo ao dominio de dimerizacdo de NF-xB (Hatada et al., 1992). As
proteinas IkB interagem com RHD de NF-xB mascarando a sua sequéncia de localiza¢do
nuclear, inibindo, portanto, o seu transporte ao nucleo e a ligacdo de NF-kB ao DNA
(Bonizzi and Karin, 2004). Em particular, estruturas cristalogréficas de IxBo e 1xBp
ligado aos dimeros p65/p50, revelaram que o IkB mascara somente a sequéncia de
localizacdo nuclear de p65, enquanto p50 permanece acessivel (Huxford et al., 1998;
Jacobs and Harrison, 1998; Malek et al., 2003).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura dos membros das familias NF-kB/Rel e IkB.
A familia dos fatores de transcricido NF-kB/Rel consiste em cinco membros: p65 (RelA), RelB, c-
Rel (Rel), e nas protéinas precursoras p100 (NF-kB2) and p105 (NF-kB1), que ddo origem a p52
e p50, respecivamente. Todos os membros possuem o dominio RHD, o que caracteriza a familia.
A familia IkB consiste de oito membros, IkBa, IkBB, 1kBg, IkBZ, BLC3, IkBNS, p100 e p105. Essa
familia é caracterizada pela presenca de multiplos dominios de repeticGes de anquirina. Os
dominios que caracterizam cada familia, assim como dominios especificos de alguns membros
estdo indicados. (ANK) Dominios de Anquirina; (DD) Dominio de morte (death domain); (RHD)
Dominio de homologia a Rel; (TAD) Dominio de transativa¢do; (LZ) Dominio de ziper de leucina;
(GRR) Regido rica em glicina.
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Para que o NF-kB possa regular a transcricdo génica ¢ necessario que haja a
degradagao do IkB. A ativacdo de NF-«kB pode se dar através de diversos estimulos que
vao levar a ativacdo de vias de sinalizagéo distintas. Essas vias podem ser classificadas
em candnica e ndo-candnica. A via canonica, ou classica, pode se iniciar por meio de
estimulos reconhecidos por diferentes receptores, como os receptores de TNF (TNFR,
TNF receptors), de IL-1 (IL-1R, IL-1 receptor), receptores de antigenos, ou PRRs, como
0s j& mencionados TLRs. Nessa via, 0 complexo IKK é necessario e suficiente para a
fosforilacdo de kB (Hayden and Ghosh, 2004). Esse processo vai levar a degradacao do
IxB possibilitando a translocagdo dos dimeros de NF-kB normalmente formados pelas
subunidades RelA, c-Rel e p50 (Rothwarf and Karin, 1999). A via ndo-canonica, ou
alternativa, é induzida por membros especificos da familia de TNF, como CD40L, LTa,
RANKL, BAFF, e tem um mecanismo de regulacao diferente. Em contraste com a via
classica, a via alternativa ¢ independente de NEMO (IKKy) e medeia a ativagao
persistente de dimeros de NF-xB formados por RelB/p52 (Hayden and Ghosh, 2012). Tal
via esta envolvida com a formacdo dos 6rgédos linfoides e com o desenvolvimento e

sobrevivéncia das células B (Karin and Ben-Neriah, 2000; Sun, 2011).

1.3 Ras-GTPases

A superfamilia Ras de pequenas proteinas ligadas ao nucleotideo guanina (do
inglés, small guanine nucleotide-binding G proteins), compreende mais de 150 membros
identificados em humanos, e com base nas funcbes e similaridade de sequéncia, sdo
divididas em cinco subfamilias principais: Ras, Rho, Rab, Arf e Ran. S0 proteinas
monoméricas, GTPases de baixo peso molecular (20 a 25 kDa), evolutivamente
conservadas, que regulam diversos processos celulares (Bos et al., 2007; Vigil et al.,
2010). As proteinas da subfamilia Rho desempenham um papel na organizacdo do
citoesqueleto, atuando na formacao dos filamentos de actina e na reorganizacao destes
filamentos em resposta a estimulos por fatores de crescimento (Ridley and Hall, 1992).
Os membros da subfamilia Rab e Arf regulam o trafego entre membranas citoplasmaticas
e o trafego de vesiculas, respectivamente (Novick et al., 1980). As proteinas da subfamilia
Ran regulam o trafico nucleoplasmatico e a organizagdo de microtibulos (Kahana and
Cleveland, 1999). A subfamilia Ras compreende 36 membros em mamiferos e é dividida
em trés grupos principais: Ras, Ral e Rap (Cherfils and Zeghouf, 2013). Essas proteinas

estdo envolvidas no controle da proliferacdo, diferenciacdo, forma e morte celular, sendo

19



H-Ras, K-Ras e N-Ras os membros melhor caracterizados em humanos (Bar-Sagi and
Feramisco, 1985; Coleman et al., 2004; Kauffmann-Zeh et al., 1997; Whitman and
Melton, 1992). Por regularem essas fungfes criticas, 0os genes Ras sdo alvo de intensa
pesquisa, pois sdo considerados proto-oncogenes, estando frequentemente associados a
oncogénese em humanos (Repasky et al., 2004).

As GTPases de baixo peso molecular funcionam como “interruptores
moleculares”, ciclando entre um estado inativo, quando ligadas a guanosina difosfato
(GDP), e ativo, ligadas a guanosina trifosfato (GTP). A conversao entre as formas ativa
e inativa é estritamente regulada por dois tipos de proteinas: fatores de troca de
nucleotideos guanina (GEFs — do inglés Guanine nucleotide exchange factors) que
possibilitam a ativagdo das GTPases por promover a transi¢ao do estado inativo ligado a
GDP ao estado ativo ligado a GTP; e as proteinas ativadoras de GTPases (GAPs — do
inglés GTPase-Activating Proteins), que estimulam a hidrélise de GTP, fazendo com que
retornem ao seu estado inativo ligado a GDP (Downward et al., 1990; Wolfman and
Macara, 1990). Existe ainda um terceiro componente na regulagdo das GTPases, 0s
inibidores da dissociacdo de guanina (GDI, do inglés guanine nucleotide dissociation
inhibitor), que podem inibir ou bloquear as acdes das GAPs e dos GEFs (Figura 4)
(Campbell et al., 1998). Embora todas as proteinas da superfamilia Ras apresentem o
mesmo mecanismo de regulacdo, cada subfamilia esta associada ao seu proprio grupo de
GEFs e GAPs (Bos et al., 2007; Cherfils and Zeghouf, 2013; Takai et al., 2001; van Dam
et al.; Wolfman and Macara, 1990).

Estimulo

d

GEFs
a

Ras Ras
GDP GTP g - } Resposta biolégica

GAPs Baseado em Takai et al. (2001)
Figura 4: Representacdo esquematica da regulagdo da atividade de Ras-GTPases. Diferentes
estimulos modulam a atividade dos RasGEFs e RasGAPs que, por usa vez, promovem a alteragao
entre o estado ativo e inativo das Ras-GTPases através da troca de GDP/GTP. As proteinas Ras
ativadas sdo capazes de interagir com varios efetores, desencadeando diversas respostas
bioldgicas como, por exemplo, proliferacdo celular e rearranjo de citoesqueleto
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1.4 Os fatores de troca de nucleotideos guanina das proteinas Ras (RasGEFs) e o
membro RasGEF1b

Os fatores de troca de nucleotideo guanina (GEFs) séo classificados em familias
de acordo com a similiaridade da sequéncia de aminoacidos que apresentam em sua
estrutura, e de acordo com o tipo de proteina ligadora de GTP que eles ativam (Zheng and
Quilliam, 2003). A relevancia dos estudos relacionados aos GEFs se deve ao fato de essas
proteinas serem capazes de ativar proteinas G, por exemplo Ras, e modular importantes
vias de sinalizacdo reguladas por diversos efetores, tais como proteinas cinases (Vigil et
al.).

Os RasGEFs (RasGEFs, do inglés Ras associated GEFs) tém em comum um
dominio catalitico carboxi-terminal de aproximadamente 250 aminoacidos, denominado
CDC25 (do inglés, cell division cycle 25 homology domain - também chamado dominio
RasGEF), e um dominio estrutural adjacente, amino-terminal, de aproximadamente 50
aminoacidos, chamado de dominio RasGEFN (Quilliam et al., 2002). Os GEFs que
possuem o dominio CDC25 regulam exclusivamente a familia Ras (RasGEFs) (Broek et
al., 1987; Robinson et al., 1987). Além do dominio catalitico CDC25, alguns RasGEFs
possuem ainda outros dominios importantes e funcionais. Por exemplo, o0 RasGRF1, o
Sosl e 0 Sos2 possuem os dominios de homologia DH (DH - do inglés Dbl homology) e
PH (PH — do inglés pleckstrin homology), que estdo arranjados em conjunto. O dominio
DH parece promover a troca de guaninas em GTPases da subfamilia Rho, enquanto o
dominio PH participa nas interacGes proteina-proteina ou proteinalipidios (Figura 5)
(Lemmon et al., 1996; Quilliam et al., 1995).
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Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura de diferentes RasGEFs. Os membros da
familia RasGEF apresentam o dominio estrutural N-terminal RasGEFN e o dominio catalitico C-
terminal, Cdc25, que caracterizam a familia. Diferentes RasGEFs podem apresentar ainda outros
dominios especificos que desempenham variadas funcdes, representados na figura: (RasGEFN)
Dominio RasGEFN; (Cdc25) Dominio cell division cycle 25 homology; (DH) Dominio de homologia
a Dbl; (PH) Dominio de homologia de plecstrina; (CR) Dominio rico em cisteina; (CC) Dominio
hélice-espira-espiralada.

Embora os mecanismos de ativacdo de Ras ocasionada pela troca GDP/GTP sejam
semelhantes, a modulacéo dos diferentes RasGEFs é regulada por sinais diversificados.
Tal sinalizagdo inclui, por exemplo, a fosforilagdo de proteinas e lipidios, o fluxo de célcio
e a geracdo de segundos mensageiros, como diacilglicerol (DAG). Por exemplo, Fleming
e colaboradores (1999) demonstraram que o RhoGEF Tiam 1 é fosforilada em sitios
distintos pela quinase Il dependente de célcio/calmodulina, pela proteina cinase C (PKC,
do inglés protein kinase C) e pela cinase Src (do inglés proto-oncogenic tyrosine kinase),
resultando em efeitos distintos em sua atividade (Fleming et al., 1999; Servitja et al.,
2003). Um outro exemplo é RasGRF1, um fator de troca de nucleotideo guanina regulado
por célcio que possui um motivo de ligacdo a calmodulina. Tal motivo parece ser crucial
para a ativacdo desse GEF em resposta ao calcio (Farnsworth et al., 1995; Shou et al.,
1992).

Como mencionado, em células ndo estimuladas, as proteinas Ras encontram-se
predominantemente em sua forma inativa associada ao GDP. Mediante estimulos

especificos, os RasGEFs promovem a dissociacdo do GDP da proteina Ras, tornando-a
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acessivel ao GTP que estd em excesso molar no citoplasma. Associada ao GTP, Ras
adquire sua conformac&o estrutural ativa, e pode iniciar a cascata de sinalizagdo atraves
da ativacdo de outras proteinas, que culmina na ativacdo da transcricdo de varios genes
ligados a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (Boguski and McCormick, 1993).
Dessa forma, estes sistemas compostos de GTPases, GAPs e GEFs permitem grande
versatilidade na construgéo de vias de sinalizagdo. Os sinais podem ser amplificados (um
GEF pode ativar varias GTPases), integrados (varias vias ativam os mesmos GEF e
GAPs) ou divididos (uma GTPase induz vérios efeitos) (Wilkins and Insall, 2001). Essa
versatilidade permite que, indiretamente, os GEFs medeiem diferentes fungdes biologicas
na célula.

Varios GEFs associados aos membros da subfamilia Ras foram isolados e
caracterizados em células de mamiferos, como Sos, RasGRF, RasGRF2, RasGRP,
C3Gm, Vav, entre outros (Bowtell et al., 1992; Gulbins et al., 1994). Muitas funcdes
bioldgicas essenciais dependem do funcionamento adequado de RasGEFs, como por
exemplo, a ativacdo de Ras através RasGEF-CDC25 em S. cerevisiae € essencial para a
proliferacdo e germinacdo de esporos (Broek et al., 1987). Em Dictyostelium, uma espécie
amebdide, o desenvolvimento embrionario é regulado por RasGEFM, um GEF
caracterizado nessa espécie (Arigoni et al., 2005). O GEF Sos, ao ativar Ras em Drosofila,
estabelece a diferenciagdo de fotoreceptores (Simon et al., 1991).

A familia RasGEF1 compreende os membros RasGEFla, RasGEFlb e
RasGEF1c. Assim como os outros RasGEFs, essas proteinas apresentam o dominio com
uma potencial funcéo estrutural, denominado GEF-N, e o dominio carboxi-terminal, que
se assemelha ao dominio catalitico CDC-25. Os estudos com os membros dessa familia,
sobretudo RasGEF1a e RasGEF1c, ainda s&o bastante escassos, no entanto, encontra-se
na literatura algum material disponivel a respeito de RasGEF1b. Essa proteina é expressa
em varios organismos, em diferentes tecidos, e em condicdes fisioldgicas normais e
patoldgicas. Por exemplo, em Zebrafish, a expressdo de RasGEF1b ocorre durante o
desenvolvimento embrionario, e parece ser fortemente regulada pelas vias de sinaliza¢éo
Nodal, de FGF e TGF- (Epting et al., 2007). Noutro relato, Chen e colaboradores (2007)
mostraram que a expressao de RasGEF1b é aumentada em hepat6citos de camundongos
que apresentam lesdo hepatica induzida por Leigongteng, uma planta da medicina chinesa
tradicionamente utilizada para tratar doencas auto-imunes como artrite reumatdide, além

de dermatoses (Chen et al., 2007). Entretanto, esses dados apenas sugerem uma
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correlacéo da expressdo de RasGEF1b ao fendtipo in vitro ou in vivo observado por esses
estudos.

Em concordancia com a grande variedade de funcbes bioldgicas reguladas pela
acao dos RasGEFs, evidéncias vem sendo demonstradas desde a ultima década sobre a
participacdo desses fatores na resposta imune. Nesse sentido, 0 RasGEF1b, inicialmente
denominado GPly4, foi identificado por Ferreira e colaboradores (2002), e descrito como
um GEF cuja expressédo é fortemente induzida durante a resposta imune inata mediada
por receptores do tipo Toll (Ferreira et al., 2002). Eles mostraram que em macrofagos
murinos estimulados com agonistas TLR2 e TLR4, assim como em 6rgdos como timo,
baco, rim, figado e coragdo de camundongos infectados com Trypanosoma cruzi, 0s
niveis de mMRNA de RasGEF1b sdo robustamente elevados. O mesmo ocorre em
macrofagos humanos estimulados com GPI-mucina de T. cruzi ou lipopolissacarideo
(LPS) (Ferreira et al., 2002). Andrade e colaboradores (2010) demonstraram ainda que,
in vivo, a expressao de RasGEF1b induzida durante a infec¢do por T.cruzi ou Plasmodium
chabaudi em camundongos é dependente de MyD88, TRIF, assim como de IFN-gama
(Andrade et al., 2010). Alem disso, estudos funcionais preliminares (ndo publicados)
conduzidos em nosso laboratorio tém sugerido um papel duplo de RasGEF1b na
regulacdo da expressao de genes associados a resposta imune mediada por TLRs. Nesses
estudos, observamos que em camundongos deficientes de RasGEF1b a transcricdo de
genes que codificam para citocinas, receptores e outros mediadores inflamatdrios
encontra-se alterada. Para alguns deles, a expressdéo do mRNA parece depender de
RasGEF1b, enquanto que para outros, RasGEF1b parece atuar como inibidor parcial da
transcricdo. Sobretudo, estudos de ganho-de-funcdo realizados em nosso laboratoério
apontam gque RasGEF1b inibe a ativacdo de NF-«xB induzida por TLRs, o que, em parte,
poderia explicar 0 aumento da transcricdo de alguns genes observado em macrofagos
RasGEF1b -/- estimulados por agonistas inflamatérios de TLRs (manuscrito em
preparacdo). Além disso, foi observado que o silenciamento de RasGEF1B através de
SiRNA leva a um aumento na atividade de NF-kB em macréfagos murinos Raw264.7
estimulados com Pam3CSK4 ou LPS (manuscrito em prepara¢do). Em conjunto essas
evidéncias sugerem que RasGEF1b deve desempenhar um papel importante durante a
resposta imune inata mediada por receptores do tipo Toll. Portanto, é importante que se
investigue cada aspecto da regulacdo e funcionamento desse GEF, de modo a melhor

entender o seu papel na célula.
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2. JUSTIFICATIVA

Os trabalhos voltados para a analise da expressdo e funcdo de RasGEF1b
acumulam evidéncias sugerindo que esse GEF esta intimamente associado a resposta
imune inata mediada por receptores do tipo-Toll. Ferreira et al. (2002) e Andrade et al.
(2010) mostraram que Rasgeflb tem sua expressdo aumentada tanto in vitro quanto in
vivo durante a resposta imune inata mediada por TLRs. Estudos conduzidos em nosso
laboratério tém sugerido um papel importante de RasGEF1b como regulador da
expressao de genes associados a resposta imune mediada por TLRs, com possivel papel
na regulacdo da ativacdo do fator de transcricdo NF-xB (Lima, 2012; Rocha, 2014;
Valverde, 2011). Uma vez que, em conjunto, esses dados sugerem que RasGEF1b seja
um importante modulador da resposta imune, é essencial que se investigue cada aspecto
da regulacdo de sua expressdo, de modo a fornecer subsidios para a investigacdo da
dindmica de seu papel em diferentes tipos celulares. No entanto, 0s mecanismos
moleculares responsaveis pela regulacdo transcricional do gene Rasgeflb sdo ainda
desconhecidos. Portanto, é de grande importancia a investigacdo da regido gendmica
regulatoria envolvida nessa funcgéo, assim como dos fatores de transcri¢do que se ligam a
ela, de forma a melhor compreender quais sdo e como funcionam os elementos que
orqguestram a regulacdo da expressdo desse gene, aléem de contribuir para o melhor

entendimento dos mecanismos basicos da regulacdo génica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar funcionalmente a regido promotora putativa que regula a expressdo do gene

Rasgeflb na resposta imune mediada por receptores do tipo Toll (TLRS).

3.2 Objetivos especificos

1- Avaliar os niveis do mMRNA de RasGEF1a, RasGEF1b e RasGEF1c em macrofagos

murinos derivados de medula 6ssea (BMDMs) apds ativacdo de TLR4.

2- Conduzir analises in silico da regido gendbmica a montante da sequéncia codificadora
de Rasgeflb para a identificacdo de elementos regulatorios de ligagdo a fatores gerais de
transcricdo (GTFs, do inglés general transcription factors) e fatores de transcri¢do

especificos envolvidos com a resposta imune inata.

3- Determinar a localizag&o do provéavel sitio de inicio da transcri¢éo de Rasgeflb através
de nested RT-PCR.

4- Avaliar, através de ensaios de gene reporter, a atividade dos segmentos da regido
promotora putativa de Rasgeflb em macréfagos Raw264.7 tratados com agonistas de
TLRs.

5- Avaliar, através de ensaios de gene reporter, o efeito de moléculas da via de sinalizacao

dos TLRs e de fatores de transcri¢do associados a resposta imune sobre a atividade dos
segmentos da regido promotora putativa de Rasgeflb.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 eram mantidos em gaiolas, em ambiente com
luminosidade e temperatura controlada (22 a 25°C), recebendo agua e racao ad libitum e
constantemente monitorados para identificacdo de possiveis infecgdes e zoonoses no
biotério de criacdo do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR), Fiocruz. Para a
extracdo das células da medula 6ssea apenas machos foram utilizados, com idade entre 8
a 12 semanas e peso médio de 20 gramas aproximadamente. O uso desses animais esteve
de acordo com resolugdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFMG) —
Protocolo N° 69/2014.

4.2 Cultura de células imortalizadas

Foram utilizadas nesse trabalho as linhagens imortalizadas de células de embrido
de rim humano HEK293 (cedido por Dr. Oscar B. Romero, ICB/UFMG), fibroblastos
murinos L929 (cedidos pelo Laboratorio de Virus, ICB/UFMG) e macréfagos murinos
Raw264.7 (gentilmente cedido por Dr. Bryan Williams, The Cleveland Clinic
Foundation, Cleveland, USA). Para o cultivo de HEK293 e L929, as células eram
retiradas do estoque armazenado em nitrogénio liquido, descongeladas imediatamente em
banho de agua a 37°C e transferidas para garrafas de superficie tratada para cultura de
células (TPP, 25 cm?) contendo 5 mL de meio DMEM (Meio Eagle Modificado
Dulbecco’s, LGC), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco - USA) e
antibidtico (100ug/mL estreptomicina / 100 U/mL penicilina — Gibco - USA). As células
eram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera a 5% de CO; e apds 4 horas o meio de
cultura era renovado para eliminacdo de debris celulares e DMSO proveniente do meio
de congelamento. Entre 24 e 48h ap0s esse procedimento, ao atingirem entre 80-90% de
confluéncia, era realizada a passagem das células para uma garrafa de maior area (TPP,
75 cm?) para a manutencao da cultura. Para a realizacéo das passagens, a cada 48 horas o
meio era desprezado e a monocamada de células era lavada com PBS 1X (do inglés
Phosphate buffered saline - NaCl 140mM; Na2HPO4 10mM; KH2PO4 1mM; KClI
2mM). Em seguida, 1,5mL de Tripsina (0,5%) — EDTA (Gibco) era adicionado, e a
garrafa era incubada a 37°C por 1 minuto. Posteriormente, 4,5 mL de meio DMEM

completo fresco era adicionado e as células eram ressuspensas em um volume total de 6
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mL. Parte da suspensao era desprezada e o restante era ressuspenso em um volume final
de 18 mL.

Para o cultivo das células Raw264.7 o procedimento era semelhante ao descrito
para as células HEK e L929, com a excecdo que o soro fetal bovino utilizado era
proveniente da Cultilab (Brasil), as garrafas estéreis para cultura de células utilizadas
eram de superficie ndo-tratada da marca NUNC (USA) e o meio de cultura ndo era
suplementado com antibidticos.

Para a manutencao da viabilidade das linhagens o estoque era constantemente
renovado atraveés do congelamento das culturas. Ao atingirem entre 80 a 90% de
confluéncia, as células eram lavadas com PBS e tripsinisadas como ja descrito, e entdo
ressuspendidas em meio de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino e 10% de
DMSO (Hybri-Max, Sigma). Um mililitro dessa suspensao era adicionado em tubo de
congelamento (TPP) e transferido para um freezer a -80°C. Apds 24 horas, 0s tubos eram

transferidos para botijdo de nitrogénio liquido a -196°C.
4.3 Obtencéo de sobrenadante rico em M-CSF

Fibroblastos murinos da linhagem imortalizada L929 foram cultivados para a
obtencdo do sobrenadante rico em Fator Estimulante de Colénias de Macrofagos (M-CSF,
do inglés Macrophage-Colony Stimulating Factor), utilizado no preparo do meio de
diferenciacdo dos BMDMs. A cultura era mantida, como descrito no topico 4.2. Para a
expansao da cultura, 0 meio era desprezado e a monocamada de células era lavada com
PBS 1X (do inglés Phosphate buffered saline - NaCl 140mM; Na2HPO4 10mM,;
KH2PO4 1mM; KCI 2mM). Em seguida, 1,5 mL de Tripsina (0,5%) - EDTA era
adicionado, e a garrafa era incubada a 37°C por 1 minuto. Posteriormente, 4,5 mL de meio
DMEM completo fresco era adicionado e as células eram ressuspendidas no volume total
de 6 mL. Esse volume era entdo dividido para trés novas garrafas (TPP, 75cm?) contendo
15 mL de meio DMEM completo até atingirem entre 80-90% de confluéncia. Esse
procedimento era repetido até que fossem geradas 15 garrafas. Feito isso, as células eram
mantidas por 10 dias em cultura em um volume final de 30 mL de meio DMEM completo.
Ao final desse periodo o sobrenadante era coletado, centrifugado a 400 x g, 4°C por 10
minutos, filtrado em filtro de 0.22 um, distribuido em aliquotas de 50 mL em tubos tipo

Falcon (BD Biosciences - USA), e armazenado a -80°C.
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4.4 Obtencao e cultivo de macrdéfagos derivados de medula 6ssea (BMDMS)

As células precursoras de macrofagos foram obtidas da medula 6Ossea de
camundongos C57BL/6. Os animais eram eutanasiados e os fémures e tibias eram
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 da
medula eram removidas e transferidas a um tubo de polipropileno estéril. Para a
diferenciacdo dos macrofagos derivados da medula dssea, as células eram ressuspensas
em meio de diferenciacdo contendo 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 20%
soro fetal bovino (Gibco - USA), 2 mM de glutamina (Gibco), 25 mM de HEPES pH 7,2,
100 unidades/mL de penicilina G potéssica (Gibco) e 30% de sobrenadante de cultura de
células L929. O sobrenadante de células L-929 contém quantidade significativa de M-
CSF que é um fator de crescimento essencial na diferenciacdo de células progenitoras a
macrofagos. A suspensdo de células era plaqueada em placas de superficie ndo tratada
(placas de Petri 100x15mm, Prolab) e incubadas a 37°C/5% CO> por 7 dias. No quarto
dia o meio de diferenciacédo era renovado. Ao sétimo dia em cultura, o sobrenadante era
descartado e a cultura era lavada com 5 mL de PBS estéril para eliminacdo dos debris e
das células ndo aderentes. Posteriormente, eram adicionados 10 mL de PBS a cultura na
placa, seguido de incubacdo no gelo por 10 minutos. As células aderidas na placa, ja
diferenciadas como macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM, do inglés Bone
marrow derived macrophages), eram removidas por raspagem com “Cell scraper”
(Corning, USA) ou entdo por ressuspensdo do PBS e de meio sobre a cultura de células,
e transferidas para tubo de polipropileno estéril. Os BMDMs eram centrifugados a 200 x
g /5 min a4 °C e ressuspensos em meio de manutencdo contendo 5 mL de meio RPMI
1640, 10% SBF, 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100 unidades/mL de

penicilina G potéssica e 5% de sobrenadante de cultura de células L929.

4.5 Detecgdo de contaminacéo por Mycoplasma ssp.

Cada lote de células utilizado era previamente submetido a testes para a deteccéo
de contaminacao por Mycoplasma ssp. através de PCR para amplificacdo do rRNA 16s
conservado entre as espécies de Mycoplasma (van Kuppeveld et al., 1994). Para isso, as
células eram cultivadas, como descrito no item 4.2, em meio livre de antibio6ticos por no

minimo 48 horas. Apds esse periodo 0 meio era desprezado, a cultura era lavada com PBS
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e tripsinizada como descrito, € uma aliquota de 500 pL da suspensao era coletada. Essa
aliquota era incubada em banho seco a 100°C por 10 minutos para o rompimento celular
e extravasamento de DNA. As amostras eram brevemente centrifgadas e as reag0es eram
preparadas com uma mistura de 2uL da amostra, 0,125 puL da enzima Tag DNA
polimerase (5U/uL, Phoneutria), 2,5 pL de Tampéao 10 10X (Phoneutria), 0,75 pL de
MgCI2 50mM (Phoneutria), 0,5 pL de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) a 10mM (Invitrogen), 16,625 pL de H20 Milli-Q autoclavada, e 1,25 pL a 10uM
dos oligonucleotideos foward GPO-3 e reverse MGSO (Tabela 2). As condicdes
termociclicas eram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 minutos seguidos
de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C durante 30
segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos, e um Gltimo ciclo de extensdo a 72°C durante
5 minutos. As amostram eram entdo fracionadas em gel de agarose 1,5 % preparado em
solucdo tampdo TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA) contendo brometo de
etideo (0,5ug/mL). A eletroforese era realizada a 100 V, e ao final da corrida, o gel era
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV) e as imagens capturadas atraves

de camera acoplada a sistema de fotodocumentagdo UV (MultiDoc-1t™, UVP).

4.6 Tratamentos e extracdo do RNA total

Macrofagos murinos derivados de medula 6ssea (BMDMSs) e células Raw264.7
foram tratados com LPS para obtencdo do RNA total. Os BMDMSs eram plaqueados em
placas de superficie tratada para cultura de células de 6 pogos (JET BIOFIL) a uma
densidade de 2 x 10° células/poco. Apos 24 horas de plagueamento era feito o tratamento
com 100 ng/mL de LPS (O55:B5 — Sigma-Aldrich, EUA) durante os tempos de 0, 4 e 8
horas. ApoOs os tratamentos, 0 meio de cultura era desprezado e imediatamente era
adicionado 1 mL do reagente TRIzol (Invitrogen) aos po¢os, seguido de homogeneizagédo
por 15 minutos em shaker orbital. Em seguida o contetdo era coletado e transferido para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Axygen Scientific). As amostras eram entdo
congeladas a -80°C ou procedia-se a extragdo do RNA total pelo método do TRIzol
seguindo-se o procedimento descrito pelo fabricante. Ao final o RNA era solubilizado em
agua DEPC (do inglés Diethylpyrocarbonate - Invitrogen) com o auxilio de uma
micropipeta. Em seguida as amostras eram incubadas a 55°C durante 10 minutos e
posteriormente estocadas a -80°C. Para a quantificacdo do RNA total, 2 pL de cada
amostra era lida em espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific - EUA).
Posteriormente era realizada a sintese da primeira fita de cDNA a partir do RNA total
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obtido, que por sua vez era utilizado como molde para reacdes de RT-gPCR para anélises
de expressao génica.

As células Raw264.7 eram plaqueadas em placas de cultura de células de 24 pocos
(JET BIOFIL) a uma densidade de 3 x 10° células por poco. Apds 24 horas de
plagueamento as células eram tratadas com 1 pg de LPS (055:B5 — Sigma-Aldrich, EUA)
durante os tempos de O e 3 horas. Em seguida 0 meio de cultura era desprezado,
imediatamente era adicionado 500 uL do reagente TRIzol (Invitrogen) aos pogos, e 0
RNA total era extraido, da mesma forma como descrito para 0s BMDMSs, para posterior

obtencdo do cDNA utilizado como molde para as reacdes de nested RT-PCR.

4.7 Obtencao da primeira fita de cDNA

Um micrograma de RNA total de cada amostra era adicionado a uma solugéo
contendo: 0,5 pg de oligo-dT (Prodimol), uma mistura de dNTPs (dATP; dCTP; dGTP;
dTTP) (Invitrogen) 10 mM e &gua Milli-Q. Apo6s incubacdo a 65°C durante 5 minutos e
2 minutos em gelo, eram adicionados 7 puL de um mix contendo 4 pL de tampéo First
strand buffer (Invitrogen), 2 pL de DTT 0.1 M (Invitrogen), e 1 uL (200U) da enzima
transcriptase reversa MMLV-RT (Invitrogen). Esta mistura era incubada a 37°C por 50
minutos para obtencdo do cDNA e posteriormente a 70°C durante 15 minutos para
inativacdo da MMLV-RT. Alternativamente, devido a sua maior eficiéncia e fidelidade,
1 yL (200U) da enzima Superscript Il (Invitrogen) foi adicionado e a reacdo incubada a
42°C por 50 minutos para a geragdo do cDNA que foi utilizado como molde nas reagdes
de nested RT-PCR.

4.8 PCR em tempo real (RT-gPCR)

Para analise dos niveis de mMRNA de RasGEF1la, RasGEF1b e RasGEF1c, assim
como do gene referéncia utilizado com normalizador, Rpl32, 1,5 uL de uma diluicdo 1:10
da reacéo da primeira fita de cDNA era utilizado como DNA molde para a reagdo de RT-
gPCR. A reacdo era preparada em um volume final de 5 puL de solucdo contendo 2,5 uL.
de 2X SYBR Green Master Mix (Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix, Thermo
Scientific) e 0,5 uL de cada iniciador a 10uM (forward e reverse) especificos do gene
alvo a ser amplificado (Tabela 2). A reacdo era montada em placa de 384 pocos

(MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate with Barcode, AppliedBiosystems), que

era entdo selada, vortexada e brevemente centrifugada por 1 minuto a 1000 x g antes de
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ser transferida para termociclador de tempo real (Applied Biosystems 7900HT Fast Real-
Time PCR System). As condi¢fes termociclicas eram programadas de acordo com o
protocolo de ciclagem de dois passos recomendado pelo fabricante do kit (Thermo
Scientific): desnaturacdo inicial a 95°C durante 10 minutos seguidos de 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento e extensdo a 60°C por 60 segundos.
Ao final dos ciclos, era incluido um passo adicional para determinar as curvas de
dissociacdo. Os resultados eram salvos em formato Microsoft Excel para anélise da
abundancia relativa do mRNA através da equagio 244 de Livak (Livak and Schmittgen,
2001). Os valores obtidos eram transferidos para o programa GraphPadPrism 5 para

plotagem gréfica e andlises estatisticas.

4.9 Nested RT-PCR

Para fornecer evidéncias sobre a localizacdo do sitio de inicio da transcri¢do (TSS,
do inglés transcription start site) putativo de Rasgeflb, foram realizadas reacdes de
nested RT-PCR a partir do cDNA de células Raw264.7 tratadas ou ndo com LPS. Uma
primeira RT-PCR foi realizada utilizando-se uma mistura de 2 uL da reacdo da primeira
fita de ¢cDNA como molde, 0,125 pL da enzima Tag DNA polimerase (5U/uL,
Phoneutria), 2,5 uL de Tampdo 10 10X (Phoneutria), 0,75 pL de MgCI2 50mM
(Phoneutria), 0,5 pL de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 10mM
(Invitrogen), 16,625 uL de H20 Milli-Q autoclavada, e 1,25 pyL a 10 pM dos
oligonucleotideos foward TSS +1 e reverse “ECO501R” (Tabela 2). As condicdes
termociclicas foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C durante 4 minutos seguidos
de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C durante 30
segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 45 segundos, e um Gltimo ciclo de extensao a
72°C durante 5 minutos. Parte do produto dessa reacao foi purificado utilizando-se o kit
“QIAquick PCR purification kit” (QIAGEN) e uma segunda reagdo de RT-PCR (nested
RT-PCR) foi realizada a partir do produto purificado utilizando-se os oligonucleotideos
foward Nested +22 e reverse qRT-REV4 (Tabela 2) que se alinham internamente aos
oligonulecotideos utilizados na primeira reacdo. As condi¢des termociclicas foram
similares, com excecdo que a temperatura de anelamento utilizada foi 55°C. Uma terceira
reacdo foi realizada, nas mesmas condi¢bes da primeira reagdo, também a partir do
produto purificado da primeira RT-PCR utilizando-se os oligonucleotideos foward
Nested +73, mais interno ao Nested +22, e reverse qRT-REV4 (Tabela 2). Ao final, os

amplicons eram submetidos a eletroforese em gel de agarose para visualizacdo dos

32



resultados. Brevemente, apos a adicdo de tampéo 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 uma aliquota da reacdo de PCR, os amplicons eram fracionados em gel de
agarose 1,5 % preparado em solucdo tampdo TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M
EDTA) contendo brometo de etideo (0,5ug/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 eram capturadas atraves de cdmera acoplada a sistema de fotodocumentacdo UV
(MultiDoc-It™, UVP).

4.10 Oligonucleotideos e condicbes termociclicas

Os oligonucleotideos utilizados nesse trabalho assim como as condi¢des termociclicas
utilizadas em suas respectivas reacdes estao listadas na Tabela 2:
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Tabela 2: Listagem dos genes alvos, dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e sua

sequéncia, e das condi¢des termociclicas utilizadas em cada reagdo.

Alvo/Rea .. Sequéncia CondigGes
-~ Iniciadores ) . -
¢ao 5->3 termociclicas
94°C/5’
rRNA 16s GPO-3 fwd GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT  94°C/30”"
55°C/30°"(35 ciclos)
PCR MGSO rev TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC  72°C/30”
72°C/5°
'(?:uifg i‘)’ gRT-mRGF1a (fwd) GTCACCCGTTGTGGACAAAG
RT-PCR gRT-mRGF1a (rev) TTGACCCGTTCCAGTTCAATG
RT-mRGF1b EX7_8 .
Rasgeftb (fwd3) GCTACAGCGAACGGAAGAA 95°C/10
(murino) 95°C/15°" (40 ciclos)
wropcq  ART-MRGF1b EX7_8 CTTCACAGGCATGCAGATTTC 60°C/60
q (rev3)
?;ziler{i)c ART-mRGF1c (fwd2) GCTGGAGCGACTAAGGCAC
AT-opC ART-MRGF1c (rev2) CTGTTGAACCACTTCACGTAGG
(n:r::?nZO) GRT-RPL32 (fwd) GCTGCCATCTGTTTTACGG
TGACTGGTGCCTGATGAACT
gRT-RPL32 (rev)
RT-qPCR
94°C/4’
';;ﬁ‘;’: ij’ TSS+1 (fwd) GGCGGGCGGGGGCGTGGCCTG 94°C/30"
60°C/30°"(30 ciclos)
RT_PCR ECO501R (rev) GGAATTCAGAGGGCGGCGAGTTTTC ~ 72°C/1°45”
72°C/5
Rasgef1b 94°C/4’
(murino) Nested+22 (fwd) CGGCAGGAGGCGGGCATTTC 94°C/30”
55°C/30°"(30 ciclos)
RT-PCR QRT-Rev4 (rev) CCAAGTGTTGGATAAGGGCTTC 72°C/1°45”
neste
( d) 72°C/5
Rasgeflb \ 4473 94°C/4
(murino) es:e d+ AGTTTCAGTATAAACAAGGAC 94°C/30”
(fwd) 60°C/30"*(30 ciclos)
RT-PCR RT-Revd CCAAGTGTTGGATAAGGGCTTC 72°C/1°45”
(nested) QRT-Rev4 (rev) 72°C/5’
94°C/3’
Rasgeflb ° / .
) Xho-P-mFWD1 CCGCTCGAGTTTAAACATCCTTCGCAAAC 94°C/15
(murino) 52°C/307(35 ciclos)
PCR Xho-PD1 CCGCTCGAGCGGGAAAACCCGCCGATC  68°C/4°

68°C/10°
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4.11 Analises in silico

A sequéncia gendmica a montante da sequéncia codificadora de Rasgeflb foi
recuperada a partir do banco de dados de sequéncias nucleotidicas do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (NUmero de acesso: NC_000071.6). Para analise dos
elementos regulatorios putativos presentes na sequéncia foram utilizados os programas
TFsearch versao 1.3 (atualmente fora de Servigo -
www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html), TEBIND (http://tfbind.hgc.jp/) e rVISTA
(Regulatory VISTA - http://genome.lbl.gov/vista/rvista/submit.shtm). Os elementos
identificados com score inferior a 85 foram ignorados (cutoff > 85).

Para analises da presenca de ilhas CpG foram utilizados os programas MethPrimer
(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi), EMBOSS-Cpgplot
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqgstats/emboss_cpgplot/) e  EMBOSS-Newcpgreport
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqgstats/emboss_newcpgreport/).

Para o alinhamento e identificacdo do grau de conservagao entre as sequéncias de
espécies diferentes, utilizamos os programas BLASTn (Nucleotide Basic Local
Alignment  Search  Tool —  blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e mVISTA
(http://genome.lIbl.gov/vista/mvista/submit.shtml).

As sequéncias de aminoacidos das proteinas RasGEF1a, RasGEF1b e RasGEF1c
foram recuperadas a partir do banco de dados UniProtKB (http://www.uniprot.org/ -
nameros de acesso E9Q1ING, Q8JZL7 e Q9D300, respectivamente). Para o alinhamento
das sequéncias de aminoacidos foi utilizado o programa Clustal Omega versdo 1.2.1

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

4.12 Amplificacdo e clonagem do promotor putativo de Rasgeflb

Para a construcdo dos plasmideos contendo parte da regido regulatéria de
Rasgeflb, um segmento de 3.000 pares de bases (-2881 a +119, onde a posi¢do +1
corresponde ao TSS putativo de Rasgeflb) foi amplificado a partir de DNA gendmico de
macrofagos peritoniais de camundongos C57BL/6. As reacdes eram preparadas em um
volume final de 25 pL de solugdo contendo 2,5 puL do tampéo Pfx Amplification Buffer
10X (Invitrogen), 0,75 pL de mistura de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 0,5 pL de MgSO4
50 mM (Phoneutria), 2,5 pL de PCRx Enhancer Solution 10X (Invitrogen), 0,5 pL da
Platinum Pfx DNA polimerase (Invitrogen); 0,75 puL (20uM) dos oligonucleotideos
foward XHO-P-mFWDL1 e reverse XHO-PD1 (Tabela 2), 2 uL de DNA gendmico
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murino (diluido em agua Milli-Q nas proporcdes 1:100 e 1:1000). As condi¢des da reacao
foram as seguintes: primeiro ciclo de 94°C/3 minutos, 35 ciclos de 94°C/15 segundos,
52°C/30 segundos, 68°C/4 minutos, e um ultimo ciclo de 68°C/10 minutos. Ao final da
reacao, foram adicionados 0,5 puL de dATP 10mM e 0,33 pL Tag DNA polimerase 5
U/uL (Phoneutria), seguidos de incubacéo a 72°C por 15 minutos.

O amplicon foi clonado inicialmente no plasmideo pGEM-T-Easy® (Promega).
Para isso foram misturados 5 puL do tampdo Rapid ligation 2X - T4 DNA ligase
(Promega), 1 puL plasmideo pGEM-T-Easy, 3 pL do amplicon e 1 pL de T4 DNA ligase
(Promega), totalizando 10 pL, e a reacdo foi incubada por 16 horas a 4°C. O produto da
reagdo foi entdo transformado em bactérias quimiocompetentes XL1-Blue, para
replicacdo do plasmideo e obtencdo do inserto em maior quantidade, como descrito nos
topicos 4.14 e 4.15. Aliquotas do plasmideo gerado (pGEM-T - 3kb) foram digeridas com
as enzimas Xhol (10 U/uL - Promega) e Xmnl (10 U/uL -Promega) por 90 minutos a 37°C
para obtencdo o inserto e em seguida fracionado em gel de agarose 1% contendo Brometo
de Etidio. O segmento de 3 kb foi recuperado e purificado utilizando-se o Kit “QIAquick
Gel Extraction Kit” da QIAGEN.

Em seguida procedeu-se a clonagem desse segmento no reporter de expressao da
luciferase pGL3-Basic (Promega). A fim de viabilizar a clonagem unidirecional do
inserto, procedeu-se uma reagdo de digestdo com a enzima Kpnl (10 U/uL - Promega)
por 90 minutos a 37°C. O vetor pGL3-basic foi preparado para a clonagem através da
digestdo com as enzimas Xhol e Kpnl durante 90 minutos a 37°C e posteriormente
incubado com a enzima CIAP 1/pL (do inglés Calf Intestinal Alkaline Phosphatase —
Promega) seguindo-se o protocolo do fabricante. Para a ligacdo do inserto foram
preparadas reagdes contendo 4 uL (150 ng) de pGL3-Basic, 4 uL de Ligation Buffer 5x
(Invitrogen) 1 uL de T4 DNA Ligase (1 U/uL — Invitrogen), e inserto nas proporc¢oes
molares 3:1, 2:1 e 1:1 (inserto:vetor). A reacdo era completada com agua Milli-Q para
um volume final de 20 pL e incubadas por 60 minutos a 25°C. O inserto foi clonado no
sitio maltiplo de clonagem (MCS — do inglés multiple cloning site) do plasmideo pGL3-
Basic entre os sitios de Kpnl e Xhol. Procedeu-se entdo a transformacéo do plasmideo
pGL3-2.8kb em bactérias XL1-Blue e a obtencdo do plasmideo pGL3-2.8kb em média
escala como descrito nos topicos 4.14 e 4.15.
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4.13 Geracao de mutantes por delecéo e sintese de DNA

Para a construcdo de mutantes por delecdo, o plasmideo pGL3-2.8 kb foi
submetido a reacdes de digestdo com diferentes enzimas de restricdo. Para gerar a
construcdo pGL3-A492 (-2.747/-374) o plasmideo pGL3-2.8kb foi digerido com a enzima
Bglll (10 U/uL - Promega) a 37°C por 90 minutos. As amostras foram fracionadas em
gel de agarose 1% e os fragmentos recuperados foram purificados utilizando-se o kit
“QIAquick Gel Extraction Kit” da QIAGEN. O plasmideo foi religado através de
incubagdo com 1 pL de T4 DNA Ligase (1 U/uL — Invitrogen) por 60 minutos a 25°C.
Para gerar a construcdo pGL3-1.7 kb (-1621/+119), foi realizada uma digestdo dupla com
as enzimas EcoRI (10 U/uL - Promega) e Kpnl (10 U/uL - Promega) por 90 minutos a
37°C. Para a construgdo do pGL3-0.8 kb (-706/+119), foi realizada uma digestdo dupla
com as enzimas Mlul (10 U/pL - Promega) e Kpnl (10 U/pL - Promega) por 90 minutos
a 37°C. As amostras foram fracionadas em gel de agarose 1% e os fragmentos
recuperados foram purificados utilizando-se o kit “QIAquick Gel Extraction Kit” da
QIAGEN. Uma vez que essas digestdes geraram extremidades coesivas, mas néo
complementares, as amostras foram submetidas ao tratamento com T4 DNA Polimerase.
Para isso, 10 puL de cada amostra foi incubado com 5 unidades de T4 DNA polimerase
(Invitrogen), 0,6 uL de dNTPs 10mM (Invitrogen), 12 pL de 5x T4 DNA Polymerase
Buffer (Invitrogen) e 6uL de BSA 10x (Invitrogen) em um volume final de 60 pL
completado com agua Milli-Q, por 15 minutos a 11°C, 5 minutos a 37°C e finalmente por
10 minutos a 75°C para inativacdo da enzima. Os plasmideos foram religados através de
incubagdo com 1 pL de T4 DNA Ligase (1 U/uL — Invitrogen) por 60 minutos a 25°C. A
construcdo pGL3-0.302kb (-183/+119) foi gerada através de sintese de DNA pela
empresa Genescript (USA). As construcbes geradas eram transformadas em bactérias
quimiocompetentes XL1-Blue e obtidas em pequena e média escala como descrito nos
topicos 4.14 e 4.15

4.14 Transformacéo bacteriana

Os plasmideos utilizados nesse trabalho eram transformados em bactérias
quimiocompetentes XL1-Blue para replicacdo e posterior obtencdo dos mesmos em
pequena e média escala. Para isso, as bactérias XL1-Blue quimiocompetentes eram
retiradas do botijdo de nitrogénio liquido e deixadas em gelo para descongelamento. Trés

microlitros de plasmideo — com concentragdo entre 0,2 e 0,5 pg/ul. — eram misturados a
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100 pL da suspensdo de bactérias. A amostra era incubada durante 30 minutos em gelo,
seguido de choque térmico em banho de agua a 37°C por 45 segundos e 2 minutos em
gelo. Em seguida, 900 pL de meio Luria Bertani (LB) sem antibiotico era adicionado e a
amostra era incubada por 1 hora em Shaker Orbital (MA410 — Marconi) a 220rpm. Apés
incubacdo, a amostra era centrifugada a 8.000 x g por 1 minuto, o sobrenadante era
descartado, o sedimento era ressuspendido em 100ul de LB liquido e esse volume era
plaqueado em placas de petri contendo agar a 1,5% preparado em meio LB com 100ug/uL

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

Colbnias eram selecionadas das placas de transformacdo e individualmente
inoculadas em tubos de polipropileno (15mL) contendo 4 mL de meio LB com
Ampicilina a 100 pg/mL. Os tubos eram incubados sob agitagéo a 37°C por 16 horas.
Para a extracdo dos plasmideos em pequena escala o “Kit QIA prep Miniprep” (QIAGEN)
era utilizado de acordo com o protocolo do fabricante. Para a obtencdo dos plasmideos
em média escala eram utilizados os kits “GenEluteTM HP Plasmid Midiprep” (Sigma-
Aldrich) e “GenElute Endotoxin-free Plasmid Midiprep” (Sigma-Aldrich) — para
obtencdo de DNA plasmidiano livre de endotoxinas para os experimentos realizados em

células Raw264.7 — de acordo com o protocolo do fabricante.

4.16 Digestdo com enzimas de restricao

Aliquotas de 10 pL de plasmideo — concentragdo entre 0,2 e 0,5 ng/puL — eram
adicionadas as soluc@es contendo o tampéo padrdo de cada enzima a 1X (fornecido pelo
fabricante), 1 unidade da enzima de restri¢cdo, BSA a 1X e agua Milli-Q para um volume
final de 20 pL. As reagdes eram incubadas a 37°C por 90 minutos em banho de agua. Para
digestdes duplas em que as enzimas ndo compartilhavam do mesmo tampéo padréo, a
primeira digestdo era realizada com a enzima cujo tampdo padrdo contém a menor
quantidade de sal. Em seguida era realizada a inativacdo da enzima a 65° C por 15 minutos
e, entdo, era adicionada a amostra a outra enzima de restri¢cdo, seu tampéo padréo a 1X,

BSA a 1X e o volume era completado com agua Milli-Q para 30uL final.
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4.17 Sequenciamento nucleotidico dos fragmentos

Os segmentos de DNA da regido promotora putativa de Rasgeflb clonados no
vetor pGL3-Basic (Promega, USA) foram sequenciados utilizando-se o0s
oligonucleotideos RVprimer3 e GLprimer2 (Promega), assim como 8(oito)
oligonucleotideos desenhados manualmente, descritos na Tabela 3, por eletroforese
capilar em aparelho ABI3130, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1 pela
empresa Myleus Biotechnology (www.myleus.com). As sequéncias nucleotidicas foram
comparadas a sequéncias existentes no banco de dados GenBank através do programa
“Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) contido no “National Center of
Biotechnology Information” (NCBI) (www.ncbi.nIm.nih.gov).

Tabela 3: Listagem dos oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento da regido
promotora putativa de Rasgefl1b clonada no vetor pGL3-Basic.

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

4.18 Transfeccdo e ensaio de gene reporter

Células HEK293 e Raw264.7 foram transfectadas com os plasmideos contendo
segmentos da regido promotora putativa de Rasgeflb para avaliacdo da atividade
constitutiva e induzida de cada construcdo mediante ativacdo das vias de TLRs ou de
fatores de transcricdo da familia NF-«B diretamente. As células HEK293 eram
plaqueadas em placas de superficie tratada para cultura de células de 24 pogos (JET
BIOFIL) a uma densidade de 1 x 10° células por pogo em 500 pL de meio DMEM
completo. As placas eram mantidas em estufa a 5% de CO e 37 °C, e as transfecgdes

eram realizadas apds 24 horas de plagueamento, quando as células apresentavam
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confluéncia 80-90%. Quatrocentos nanogramas do plasmideo pGL3-Basic ou dos
reporteres contendo segmentos regido promotora putativa de Rasgeflb (pGL3-0.302,
pGL3-0.8, pGL3-1.7, pGL3-2.8, pGL3-A492) eram transfectados, juntamente com 100ng
do plasmideo pRL-TK que promove a expressao constitutiva da luciferase de Renilla,
usado como normalizador nos ensaios de gene repérter. Para avaliar os efeitos de
moléculas das vias de sinalizacdo de TLRs e de fatores de transcricdo da familia NF-xB
na atividade dos segmentos, as células eram transfectadas ou ndo com 500 ng dos
plasmideos pFlag-Mal/TIRAP ou pFlag-p65, assim como 2,5 pg do plasmideo pFlag-c-
Rel utilizando-se o método polimero catiénico por meio do uso do reagente MAX-PEI
(Polietilenoimina, PolySciences, EUA) na propor¢éo de 5:1 (ul de MAX-PEI : ug de
DNA). A quantidade de DNA transfectado era mantida constante pela transfeccdo do
plasmideo pFLAG-CMV4 nas células que ndo recebiam os plasmideos de expressao
citados.

As células Raw264.7 eram plaqueadas em placas de superficie tratada para cultura
de células de 24 pocos (JET BIOFIL) a uma densidade de 2 x 10° células por pogo em
500 puL de meio DMEM completo. Quatrocentos nanogramas do plasmideo pGL3-Basic
ou do plasmideo pGL3-0.302 eram transfectados, juntamente com 100ng do plasmideo
pRL-TK, utilizando-se como reagente de transfeccdo a Lipofectamine 2000
(ThermoFisher Scientific) na proporcdo 2:1 (UL de lipofectamina : ug de DNA). Apds 24
horas 0 meio era trocado por DMEM fresco, e as células eram estimuladas ou ndo com
100 ng/mL de LPS (O55:B5 — Sigma-Aldrich, EUA) durante 3, 6, 9, 12 e 24 horas para
avaliar a atividade do promotor.

4.19 Obtencdo do extrato celular e ensaio de gene reporter

Para a obtencéo dos extratos celulares, 0 meio de cultura era aspirado por succ¢ao
a vacuo e eram adicionados por poco 200uL de tampao de lise passiva (PLB 1X, do inglés
Passive Lysis Buffer) fornecido pelo kit “Dual-Luciferase Reporter System” (Promega).
A placa era entdo incubada a temperatura ambiente sob baixa agitagdo em shaker orbital
por 15 minutos e entdo armazenada em freezer a -20°C até que a leitura da luminescéncia
fosse realizada. Para isso, ap0s descongelamento, as amostras eram transferidas para
tubos de microcentrifuga de 1,5mL (Axygen Scientific) e centrifugadas a 8.000 x g por 5
minutos. Cinco microlitros de cada amostra eram adicionados por po¢o em uma placa de
96 wells opaca, de cor branca (FluoroNunc, Nunc, EUA). Em cada pogo eram adicionados
40uL do reagente “LARII” (Promega), seguido da leitura das amostras em luminémetro
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(LumiCount™, Packard Instruments). Imediatamente apds a leitura da luciferase de
vagalume (Photinus pyralis) a placa era retirada do aparelho e eram adicionados 40pL do
reagente “Stop & Glo” (Promega) a cada pogo para a leitura da luciferase de Renilla. Os
valores obtidos das leituras eram registrados e salvos automaticamente pelo programa
“Reader” (Packard Instruments, USA). A atividade relativa da luciferase de cada reporter
transfectado era determinada e normalizada pela razdo do valor da leitura da luciferase
do vagalume sobre o valor da leitura da luciferase da Renilla (dada pelo plasmideo pRL-
TK transfectado).

4.20 Plasmideos

Os plasmideos utilizados nesse trabalho estdo listados na Tabela 4.
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Tabela 4: Listagem e descri¢cdo dos plasmideos utilizados para transfeccao.

Plasmideos Descricao

pFLAG-CMV4 Plasmideo de expressdo eucariética contendo epitopo FLAG
(Sigma, USA)

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

pFLAG-p65 Contém sequéncia codificadora do monomero p65 (RelA) de

NF-kB com epitopo FLAG, gentilmente cedido por Daniel
Mansur (UFSC, Brasil)

pFLAG-c-Rel Contém sequéncia codificadora do monémero c-Rel de NF-
kB com epitopo FLAG (Addgene, USA)
pGL3- 0.302 kb Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o

controle transcricional do segmento de DNA de 302
nucleotideos (-183/+119) da provavel regido promotora de
Rasgef1b murino.

pGL3- 0.8 kb Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional do segmento de DNA de 885
nucleotideos (-706/+119) da provavel regido promotora de
Rasgeflb murino .

pGL3- 1.7 kb Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional do segmento de DNA de 1740
nucleotideos (-1621/+119) da provavel regido promotora de
Rasgef1b murino.

pGL3- 2.8 kb Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional do segmento de DNA de 2.866
nucleotideos (-2747/+199) da provavel regido promotora de
Rasgef1b murino.

pGL3- A492 Contém o gene da luciferase de vagalume (Pluc) sob o
controle transcricional do segmento de DNA de 2.374
nucleotideos (-2747/-374) da provavel regido promotora de
Rasgef1b murino.

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

pPRL-TK Contém o gene da luciferase de celenterado Renilla sob o
controle transcricional do promotor do gene da timidina
cinase do virus HSV-1 (Promega)

4.21 Andlise estatistica

Os experimentos de RT-gPCR foram realizados em triplicata técnica e os valores
sdo representativos de trés experimentos independentes, expressos como média e desvio
padrdo. Os ensaios de gene repérter foram realizados em duplicata técnica e os valores

sdo representativos de dois ou trés experimentos independentes (como indicado nas
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figuras), expressos como média e desvio padrdo. Os dados foram analisados para
identificacdo de significancia estatistica atraves do programa GraphPad Prism 5.03

utilizando-se os testes One-way ANOVA ou Two-way ANOVA, seguido de pos-teste de
Bonferroni como indicado nas figuras.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise dos niveis do mRNA de RasGEFla, RasGEFlb e RasGEFlc em
macrofagos murinos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da regido promotora
putativa de Rasgeflb no contexto da resposta imune mediada por TLRs. Contudo, devido
a escassez de dados disponiveis na literatura sobre os membros da familia RasGEF,
julgamos necessério investigar o perfil de expressao desses genes em macrofagos sob a
Otica da resposta imune mediada por TLRs. Para isso, BMDMs murinos foram tratados
ou ndo com LPS e os niveis relativos de mRNA de RasGEF1a, RasGEF1b e RasGEF1c
foram determinados por PCR em tempo real, utilizando-se como normalizador, o gene
Rpl32 murino, cuja expressdo é estavel diante das condi¢Ges experimentais testadas. A
Figura 6a mostra os niveis relativos do mRNA de RasGEF1b e RasGEF1a em relacdo a
RasGEF1c, que nesse caso foi usado como calibrador, devido aos seus niveis serem
menores. Observa-se que os niveis do mMRNA de RasGEF1b sdo robustamente elevados
em relacdo aos niveis dos transcritos de RasGEF1la e RasGEF1c. A maior abundancia do
transcrito de RasGEF1b indica que a expressdo desse GEF é dominante em relacdo aos
outros membros da familia RasGEF. Esse resultado da suporte a ideia de que RasGEF1b
possa desempenhar um papel importante em macréfagos. A Figura 6b mostra o fold de
indug&o dos transcritos de RasGEF1a, RasGEF1b e RasGEF1c em resposta ao tratamento
com LPS durante 4 e 8 horas. Nas células tratadas, os niveis de mMRNA de RasGEF1b e
RasGEF1c tiveram um aumento de aproximadamente 4,5 vezes com 4 horas, e superior
a 2 vezes com 8 horas. No entanto, para RasGEF1a, os niveis do mRNA diminuem com
4 e 8 horas, sugerindo que a expressao desse gene seja reprimida em BMDMSs ap6s 0
tratamento com LPS.
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Figura 6: Analise dos niveis do mRNA de RasGEFla, RasGEF1b e RasGEFlc por RT-qPCR.
BMDMs eram plaqueados em placas de 6 po¢os a 2x10° células/poco e tratadas ou ndo (NT)
com LPS a 100ng/mL pelos tempos indicados. O cDNA era obtido a partir do RNA total e
utilizado como molde em reagbes de RT-gPCR para a amplificacdo dos genes alvo e do gene
referéncia (Rpl32) utilizado como normalizador. As reacdes eram realizadas em triplicata e os
valores sdo representativos de trés experimentos independentes, expressos como média +
D.P.; *p<0,05; **p<0,01 em relacdo ao calibrador. Os niveis relativos do mRNA foram
calculados através da equacdo 222%, A) Abundancia relativa do mRNA de RasGEF1lb e
RasGEFla em relacdo a RasGEF1c (calibrador). Teste estatistico: One-Way Anova/Bonferroni
posttest. B) Razdo dos niveis do mRNA de RasGEFla, RasGEF1b e RasGEFl1c entre células
tratadas e ndo-tratadas (calibrador). Teste estatistico: Two-Way ANOVA/Bonferroni posttests.
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5.2 Ildentificacdo de elementos regulatorios presentes na sequéncia do promotor

putativo de Rasgeflb através de analises in silico

Ferramentas de bioinformatica sdo importantes para a obtencdo de informacgoes,
mesmo que hipotéticas, sobre sequéncias nucleotidicas e também de aminoacidos ainda
ndo caracterizadas. Os resultados obtidos através dessas analises realizadas in silico
permitem guiar o trabalho experimental e fornecem subsidios para perguntas bioldgicas
pertinentes (Jareborg et al., 1999).

Dados da literatura mostram que Rasgeflb tem sua expressdo induzida em
resposta a ativacdo de receptores do tipo Toll (Andrade et al., 2010; Ferreira et al., 2002).
No entanto, os componentes moleculares que se ligam a regido promotora e modulam a
expressao desse gene séo ainda desconhecidos. Portanto, a investigacdo dos elementos
regulatérios presentes nessa regido e dos fatores de transcri¢cdo que sdo potencialmente
recrutados por eles é de grande importancia para o entendimento da regulacdo
transcricional de Rasgeflb. Para iniciar essa investigacdo, conduzimos anélises in silico
em uma sequéncia de 3.000 nucleotideos recuperada do banco de dados de sequéncias
nucleotidicas do NCBI (National Center for Biotechnology Information - ndmero de
acesso NC_000071.6). O segmento analisado compreende uma regido de 2.881
nucleotideos a montante e 119 nucleotideos a jusante do sitio de inicio da transcricdo de
Rasgeflb (-2.881 a +119, onde a posicao +1 corresponde ao TSS putativo). Utilizamos as
ferramentas TFsearch 1.3 e TFBIND para investigar a presenca de elementos regulatérios
putativos nessa sequéncia. Dentre os resultados obtidos, identificamos e selecionamos 0s
elementos regulatdrios para a ligacdo de fatores de transcricdo associados a resposta
imune cujo score fosse superior a 85 pontos (cutoff 85 - relativo a matriz de similaridade
com a sequéncia consenso). A Tabela 5 sumariza os principais elementos regulatérios
identificados, indicando suas sequéncias nucleotidicas, a fita codificadora (+) ou molde
(-) em que se encontra no DNA, a posic¢éo relativa ao TSS putativo, o score e 0 nimero
de acesso (registro no banco de dados TRANSFAC R.3.4). Estdo presentes na sequéncia,
sobretudo proximos ao TSS, Varios sitios putativos de ligacdo dos fatores de transcri¢ao
da familia NF-xB/Rel, assim como de AP-1. Esses fatores de transcri¢do sdo diretamente
ativados através da sinalizagdo disparada por TLRs e desempenham um papel central na
resposta imune inata. Ademais, outros fatores associados a modulagéo da resposta imune
como C/EBP (do inglés CCAAT-enhancer-binding proteins), STAT1 (do inglés, Signal

transducer and activator of transcription 1) e Spl (do inglés, Specificity protein 1)
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também foram encontrados nessa sequéncia. Essas andlises estdo em concordancia com

0s dados experimentais de expresséo de Rasgeflb.

Tabela 5: Principais elementos regulatdrios associados a resposta imune identificados na
sequéncia da regidao promotora putativa de Rasgeflb.

Numero de
Fator de Fita do Posigao a . acesso
. . Sequéncia Score .
transcrigao DNA relativa (Registro
TRANSFAC)
NF-kB - +119/ +110 GGGAAAACCC 88.6 MO0054
+ +110/+119 GGGTTTTCCC 85.7 MO0054
+ +109/ +118 CGGGTTTTCC 93.1 MO0052
- +43/431 GGGAAATGCC 87.5 MO0054
+ +32/+42 GGGCATTTCC 92.7 MO0052
+ +32/+42 GGGCATTTCC 91.6 MO0054
- -73/-87 CGGGGACTTGCCAG 86.5 M00194
- -74/-86 GGGGACTTGCCA 92.8 M00208
- -75/-85 GGGACTTGCC 85.4 MO0052
- -75/-85 GGGACTTGCC 91.3 MO0054
+ -109/-100 CGGGAGTCCC 86.2 MO0051
- -2267/-2280 TTTGGAAGTTCCGC 91.0 M00194
+ -2279/-2270 CGGAACTTCC 87.0 MO00052
c-REL + +109/ +118 CGGGTTTTCC 96.8 MO0053
+ +71/+80 TGGAGTTTCA 87.3 MO0053
+ +32/+42 GGGCATTTCC 93.4 MO0053
- -75/-85 GGGACTTGCC 85.4 MO0053
- -2269/-2278 TGGAAGTTCC 86.0 MO0053
+ -2279/-2270 CGGAACTTCC 86.8 MO0053
Spl + +9/+19 GGGGCGTGGCC 89.0 MO00008
AP-1 - -622/-630 TTGAATCAG 89.9 MO00199
+ -1157/-1149 TTGACTCAG 94.0 MO00199
+ -1158/-1148 ATTGACTCAGG 87.6 MO00173
- -2339/-2347 CTGAGTCAT 92.5 MO00199
+ -2347/-2339 ATGACTCAG 98.3 MO00199
+ -2348/-2339 GATGACTCAG 91.8 MO00173
C/EBP - -770/ -782 GATTTGGAGACTT 86.9 MO00159
+ -1950/-1939 TCTTTGGAAATGA 92.3 MO00159
+ -1973/-1959 AGCATGATGTAAGCT 85.5 MO00109
- -2554/-2567  CCTTTTGCAAAATCA 90.3 MO00116
- 2554/ -2566 CCTTTTGCAAAATC 85.4 MO00159
+ -2567/-2554 TGATTTTGCAAAGG 88.1 MO00109
+ -2688/ -2676 GATATGGTAAACC 86.2 MO00159
+ -2724/-2710  TTATTGATTAAACAT 86.5 MO00116
Statl - -2287/-2295 TTCCAGGAA 91.3 M00223
+ -2295/-2287 TTCCTGGAA 94.2 M00223
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Devido a presenca notavel dos sitios putativos de ligagdo a NF-kB na sequéncia,
sobretudo na circunvizinhanga do TSS, decidimos investigar se esses elementos estariam
conservados na sequéncia do RASGEF1B humano. Para isso, submetemos a sequéncia
ortdloga humana (NCBI — numero de acesso - NC_000004.12) a analise pelo programa
TFBIND, e utilizamos adicionalmente o programa rVISTA (regulatory VISTA), que faz
a busca automatica de elementos regulatorios conservados entre duas sequéncias atraves
da combinacéo do uso de bancos de dados de motivos de ligacéo a fatores de transcrigdo
e andlises comparativas de sequéncias. De acordo com essas andlises, dois dos seis
elementos regulatérios para NF-kB presentes na sequéncia de Rasgeflb murino estéo
conservados na sequéncia ortéloga humana. Na sequéncia murina esses elementos se
encontram centralizados nas posicdes -79 (na fita molde) e +75 (fita codificadora) em
relacdo ao TSS (+1), ao passo que na sequéncia humana esses elementos se encontram
centralizados nas posicOes relativas -123 (fita codificadora) e +17 (fita codificadora),

respectivamente (Figura 7).

CAMUNDONGO
NF-kB NF-kB NF-kB NF-kB NF-kB
2401 i . . ﬁ ._l +204
-104 -79 +1 +36 +75 +113
I I
I I
I I
I I
I I
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HUMANO | 1
NF-kB NF-kB
-439 " . F . +148
-123 +1  +17

Figura 7: Representagdo esquematica da regido circunvizinha ao TSS de Rasgeflb murino e
humano. A sequéncia de 3 kb (-3000 a +214) proveniente do DNA genémico murino foi
recuperada a partir do banco de dados de sequéncias do NCBI. Essa sequéncia foi comparada a
sequéncia ortéloga humana (-3000 ao +160) através do alinhamento por BLASTn. A figura
mostra a regido alinhada com 70% de identidade e os elementos regulatdrios para a familia NF-
kB/Rel identificados utilizando-se os programas TFSearch 1.3, TFBIND e rVista. As linhas
pontilhadas indicam os elementos conservados, identificados em concordancia pelos
programas mencionados. A identidade entre as sequéncias nucleotidicas dos elementos
conservados estdo indicadas.
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Elementos regulatérios comumente encontrados na circunvizinhanca do TSS séo
essenciais para promover a transcri¢cdo normal de genes eucarioticos. Esses elementos séo
responsaveis pelo recrutamento da maquinaria basal de transcricdo, que inclui a RNA
polimerase Il e os fatores gerais de transcricdo (GTFs, do inglés General transcription
factors) associados (Butler and Kadonaga, 2002). Com base em analises manuais e
através do programa TFBIND, verificamos que as sequéncias em torno do TSS de
Rasgeflb nédo abrigam os elementos mais comuns de ligagdo a GTFs, como o TATA box,
Inr (do inglés, initiator), BRE (do inglés, TFIIB recognition element), e DPE (do inglés,
downstream core promoter element). No entanto, corroborando observacgdes preliminares
sugeridas por Ferreira et al. (2002), identificamos a presenca de uma regido rica em
dinucleotideos Citosina-Guanina (CpG) na circunvizinhanca do TSS de Rasgeflb. Os
programas utilizados para a analise (Methprimer, EMBOSS CpgPlot e EMBOSS
newcpgreport) mostram que essa ilha CpG possui 439 nucleotideos, e se estende da
posicdo -281 ao +158. Portanto, embora os principais elementos eucariéticos para a
ligacdo de GTFs estejam ausentes, esses dados sugerem que essa regido possa conter o
promotor minimo de Rasgeflb devido a presenca notavel de uma ilha CpG.

O alinhamento entre sequéncias genémicas de diferentes espécies pode fornecer
informagdes importantes sobre regides funcionalmente conservadas (Blanchette and
Tompa, 2002) Com essa finalidade, utilizamos o programa BLASTn (Nucleotide Blast)
para alinhar as sequéncias regulatérias putativas de Rasgeflb murino (do -3000 ao final
do primeiro éxon, +214) e humano (do -3000 ao final do primeiro éxon, +160). Somente
aregido circunvizinha ao TSS putativo foi alinhada com sucesso entre as duas sequéncias,
apresentando 70% de identidade. Essa regido contém 605 nucleotideos (da posi¢éo -401
a +204 na sequéncia murina), abriga cinco elementos regulatorios para NF-kB como
mostrado na figura 7. Adicionalmente, submetemos a sequéncia completa do gene
Rasgeflb murino (NCBI - NC_000071.6), incluindo a regido regulatéria descrita, a
analise pelo programa mVISTA (http://genome.lbl.gov/vista/mvista/submit.shtml), que
busca por segmentos evolutivamente conservados entre sequéncias de diferentes espécies.
Essa analise incluiu o alinhamento entre a sequéncia de camundongo (Mus musculus),
com as sequéncias de rato (Rattus norvegicus), humano (Homo sapiens), chimpanzé (Pan
troglodytes), macaco rhesus (Macaca mulatta), boi (Bos taurus), cdo (Canis lupus
familiaris), galinha (Gallus gallus) e peixe zebrafish (Danio rerio). A figura 8 mostra
graficamente o grau de identidade entre as diferentes regifes ao longo das sequéncias.

Cada sequéncia é representada disposta no sentido horizontal, da direita para a esquerda
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(5"=>3"). Quanto maior o pico, maior a identidade de alinhamento (de 50 a 100%) dessa
regido com a regido ortologa de camundongo. Como esperado, observa-se alto grau de
conservacao entre as sequéncias de camundongo e rato, inclusive para a maior parte da
regido ndo-codificadora. Essa similaridade diminui em relacdo aos outros mamiferos
filogeneticamente mais distantes, no entanto, ainda se observa consideravel identidade
entre os éxons, UTRs, e parte das regides ndo-codificadoras. Interessante notar que nao
ha qualquer similaridade na regido 5’UTR da sequéncia de Canis familiaris. Em relacdo
as outras classes filogenéticas, a identidade entre as regiGes ndo-codificadoras €
praticamente inexistente, ocorrendo apenas entre os éxons. E importante notar que ha uma
regido ndo-codificadora conservada entre as sequéncias de todos os mamiferos, localizada
imediatamente a montante do primeiro éxon de Rasgeflb. Em relacdo ao alinhamento
com a sequéncia humana, essa regiao conservada contém 205 nucleotideos (do -401 ao -
197 em relagdo ao TSS, +1), variando o tamanho em alguns poucos pares de bases nas
sequéncias dos demais mamiferos analisados. Esse segmento faz parte da regido ja
descrita que apresentou 70% de identidade no alinhamento realizado através do BLASTn
entre as sequéncias de camundongo e humano. Em conjunto, esses resultados sugerem
que, por apresentarem um grau elevado de conservacao, essas regides nao-codificadoras

devem desempenhar algum papel funcional na regulacdo da expressao do gene Rasgeflb.
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Figura 8: Esquema grafico do alinhamento entre as sequéncias de Rasgeflb de espécies
diferentes. A sequéncia de Rasgeflb de camundongo (do -3000 ao ultimo éxon) foi analisada
através do programa mVISTA para a identificacdo de regidoes evolutivamente conservadas entre
as sequéncias de rato, humano, chimpanzé, macaco rhesus, boi, cdo, galinha e zebrafish. A
figura mostra graficamente o grau de identidade entre as diferentes regides ao longo das
sequéncias. As sequéncias estdo representadas dispostas no sentido horizontal, da direita para
a esquerda (5°>3"). Quanto maior o pico, maior a identidade de alinhamento (de 50 a 100%)
dessa regidao com a relativa de camundongo. Em azul escuro estdo representados os éxons, em
azul claro as regides ndo transcritas (UTR) e em vermelho as regides ndo-codificadoras. As setas
verdes indicam a regido ndo-codificadora conservada a montante do primeiro éxon, que faz
parte do promotor putativo investigado nesse trabalho.
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5.2 Determinacdo da provavel localizacdo do sitio de inicio da transcricdo de
Rasgeflb

Como mencionado, a sequéncia da regido promotora putativa de Rasgeflb,
descrita no presente trabalho, foi recuperada a partir do banco de dados de sequéncias
nucleotidicas do NCBI (ndmero de acesso NC_000071.6) e do navegador Ensembl
(http://www.ensembl.org - nimero de acesso ENSMUSG00000029333). A posicdo do
primeiro nucleotideo transcrito de Rasgeflb (TSS), utilizada como referéncia nesse
trabalho, encontra-se anotada nesses documentos e foi descrita essencialmente com base
em analises in silico (Figura 9a). Embora haja concordancia entre as sequéncias mais
recentemente depositadas em ambos os bancos de dados, a versdo anterior da sequéncia
referéncia depositada no NCBI (NC_000071.5), com a qual iniciamos o presente estudo,
apresenta uma anotacdo diferente para a posicdo do TSS (Figura 9b). Segundo essa
anotacdo, o TSS de Rasgeflb estaria localizado 73 nucleotideos a jusante do TSS descrito

na anotacdo atual (posicao +74 em relacdo a anotacdo mais recente).

TSS
2.866 pb =
C/EBPa AP-1 STATx NF-kB C/EBPB C/EBPa AP-1 C/EBPa AP-1 NF-kB SP-1 NF-kB NF-kB
00 0 M OM an [ | 0 a [N | 0 | A
-2717 -2682 -2561 -2343 -2291 -2275 -1966 -1944 -1153 -776  -627 -104 -79 +1 +14 +36 +75 +113 +119
Anotacgdo atual (NCBI- NC_000071.6)
TSS
2.866 pb e
C/EBPa AP-1 STATx NF-kB C/EBPB C/EBPa AP-1 C/EBPa AP-1 NF-kB SP-1 NF-kB NF-kB
00 0 @ OM an [ | 0 . [N | 0 m .
-2790 -2755 -2634 -2416 -2364 -2330 -2039 -2017 -1226 -852  -700 -177  -152 -59 -37 +1 +2 +40 +46

Anotagdo anterior (NCBI - NC_000071.5)

Figura 9: Representacdo esquematica da regido promotora de Rasgeflib de acordo com
diferentes anotag¢des. A) Esquema baseado na anotacdo atualmente depositada no NCBI
(nimero de acesso — NC_000071.6). B) Esquema baseado na anotac¢do anterior depositada no
NCBI, mostrando um TSS putativo diferente da anotagdo atual (nimero de acesso —
NC_000071.5).
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Uma vez que a discrepancia entre as anotacfes data da época em que iniciamos
nossos estudos, julgamos necessario fornecer evidéncias experimentais a respeito da
provavel localizacdo do TSS de Rasgeflb, de modo a obter um mapeamento mais
confiavel do segmento analisado. Nosso objetivo, portanto, foi investigar se o nucleotideo
indicado como o TSS na anotacdo mais recente (NC_000071.6) faz parte do mRNA que
é transcrito a partir de Rasgeflb. Para isso, realizamos reacdes de RT-PCR a partir do
cDNA de células Raw264.7 tratadas ou ndo com LPS. Uma primeira reacdo de RT-PCR
foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos forward RT-TSS+1 e reverse ECO501R
(Tabela 2). O oligonucleotideo forward TSS +1 foi desenhado de forma que sua
extremidade 5” se alinhe com o primeiro nucleotideo do transcrito de Rasgeflb (posicéo
+1 até +21, de acordo a anotacdo NC_000071.6). O oligonucleotideo reverse ECO501R,
se alinha dentro da regido codificadora de Rasgeflb (posi¢do +720 até +705) (Figura
10a). A figura 10b mostra o resultado dessa reacao, submetida a eletroforese em gel de
agarose, onde esperava-se que fosse gerado um amplicon de 720 pb. Embora observe-se
um rastro indicando um acumulo de varios produtos amplificados na amostra proveniente
de células tratadas com LPS (terceira canaleta), o resultado é inconclusivo devido ao alto
grau de amplificacdo inespecifica, supostamente em razdo da sequéncia pouco especifica
do oligonucleotideo TSS+1, rica em repeti¢ces de guanina e citosina. Para possibilitar um
diagndstico mais esclarecedor, uma aliquota da primeira reacéo foi purificada e o produto
foi utilizado como alvo para uma segunda reacdo de RT-PCR (nested RT-PCR)
utilizando-se os oligonucleotideos forward Nested+22 e reverse gRT-REV4 que se
alinham internamente a sequéncia do amplicon gerado pelos oligonucleotideos utilizados
na primeira reacdo (posicao +22/+41 e +371/350, respectivamente). A figura 10c mostra
o resultado dessa reacdo submetida a eletroforese em gel de agarose. Na canaleta onde foi
fracionada a amostra proveniente de células tratadas (terceira canaleta) observa-se uma
banda de 350 pb referente ao amplicon. Ademais, uma terceira reacdo foi realizada
utilizando-se como molde uma aliquota do produto da primeira reagdo e 0S
oligonucleotideos forward Nested+73 (posicdo +74/+94), a jusante do oligonucleotideo
Nested+22, e o reverse gqRT-REV4. Observa-se na figura 10d, a banda de 298 pb
referente ao amplicon. Os produtos dessas rea¢Ges confirmam, de maneira indireta, a
presenca do amplicon de 720 pb gerado como produto da primeira reacdo de RT-PCR.
Esses resultados sugerem que o transcrito de Rasgeflb inclui o nucleotideo indicado como

0 TSS pela anotacdo da sequéncia referéncia atual do gene. Nesse sentido, estes dados
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fornecem evidéncias experimentais que corroboram os dados obtidos in silico sobre a

posicdo do TSS de Rasgeflb.

A)
5"UTR Regido codificadora 3 UTR
I |
- = — «— <
Tss+1 Nested Nested gRT- Eco501R RasGEF1b
+22 +73 Revd mRNA
B) Q) D) o8
@V@ SRR
9 NN
650bp-
200bp- 300pb- 300pb-
100bp- 100pb-
1 2 3
1 2 3 1 2 3 2° nested RT-PCR
- I, (298bp)
Primeira RT-PCR nested RT-PCR
(720bp) (350bp)
E)
“TSS +1” “Nested +22” “Nested +73”

+1 GGCGGGCGGGGGCGTGGCCTGCGGCAGGAGGCGGGCATTTCCCCAGCAAGGGGGTGTGCGCGGCTCGGGCTGGAGTTTCAGTATAAACAA
e

+91 GGACCCCGACTGGATCGGCGGGTTTTCCCTTTCTTCTGGCGTTCGACCCTTCCCGGTCCTGAGCTCGCCTTTTGGGGCGCCTCGGTACGGCAGC

+185 CAGGAGGCAGAGGCTCCGAGCTGTGTGCGGGAAAGTATGCCTCAGACGCCCCCCTTCTCAGCAATGTTTGACAGCAGTGGCTACAACCGAAAC

“QRT-REV4”
+277 CTCTACCAGTCCGCAGAGGACAGCTGTGGAGGCTTGTACTACCATGACAACAACCTCCTTTCTGGGTCTCTGGAAGCCCTTATCCAACACTTGGT

+371 ACCCAATGTGGATTACTATCCTGATAGGACATACATCTTCACCTTCCTGCTTAGTTCTCGGTTATTCATGCATCCGTACGAGCTCATGGCTAAGGTTT
+468 GCCACCTGTGTGTTGAGCACCAGCGACTGAGTGAAGGGGACGGCGATAAGAACCAGATGAGAAAAATTGCACCTAAAATCCTTCAGCTCTTGA

+560 CAGAGTGGACAGAAACATTTCCGTATGACTTCCGGGACGAGAGAATGATGAGGAACCTCAAGGACCTGGCGCACAGGATGGCCAGTGGCGAG
“Eco501R”
+651 GAGCAGACGTACCGGAAGAACGTCCAGCAGATGATGCAGTGTCTGATCCGAAAACTCGCCGCCCTCAGCCAGTATGAGGAAGTCCTGGCCAAA
—_—

+743 CTCAGCTCCACAGCCACGGACCGGCTCACGGT

Figura 10: Determinagdo da provavel localizacdo do TSS de Rasgef1b através de nested RT-PCR. A) Esquema
das rea¢Oes mostrando a posicdo relativa de anelamento de cada oligonucleotideo ao cDNA de Rasgef1b. B,
C e D) Fracionamentos dos produtos de cada reagdo em gel de agarose 1,5%. As rea¢des foram realizadas a
partir do cDNA de macréfagos murinos Raw264.7 tratados ou ndo com LPS por 3 horas (canaletas 2 e 3
respectivamente). As bandas esperadas em cada reagdo estdo indicadas na figura. E) Esquema mostrando a
sequéncia e a posicdo de alinhamento de cada oligonucleotideo na sequéncia do transcrito de RasGEF1b.

54



5.4 Amplificacdo, clonagem e geracdo de mutantes por delecdo da regido promotora

putativa de Rasgeflb.

Para promover estudos funcionais sobre a atividade da regido promotora putativa
de Rasgeflb, primeiramente foi preciso amplificar e clonar essa regido em um plasmideo
de expressdo da luciferase, de modo a viabilizar os ensaios de gene reporter. Para isso,
primeiramente realizamos a amplificacdo, através de PCR, de um segmento de DNA de
3.000 nucleotideos a partir do DNA gendmico de macrdfagos peritoneais de camundongo
C57BI/6, utilizando-se oligonucleotideos especificos (Tabela 2) (Figura 11).
Considerando a anotacao recuperada do NCBI (numero de acesso NC_000071.6), esse
segmento contém uma regido de 2.881 nucleotideos a montante e 119 nucleotideos a
jusante do sitio de inicio da transcricdo de Rasgeflb (-2881 a +119, onde a posicéo +1
corresponde ao TSS). Sitios de restricdo para a enzima Xhol foram inseridos nos
oligonucleotideos para que estivessem presentes em ambas as extremidades desse
segmento amplificado por PCR (Tabela 2). O amplicon foi clonado inicialmente no vetor
pGEM-T-Easy (Promega) e o plasmideo foi transformado em bactérias
quimiocompetentes XL1-Blue para a replicacdo e obtencdo do inserto em média escala

através de Midiprep.

3.000pb-

Figura 11: Amplificacdo do segmento de 3 kb da regido promotora putativa de Rasgef1b.
Foram realizadas duas rea¢Ges de PCR a partir de DNA gendmico murino em duas diluicGes
diferentes e as amostras foram fracionadas em gel de agarose 1%. Na canaleta 2 foi
fracionada a amostra da reacdo realizada a partir de 2 ul de DNA gen6mico murino
previamente diluido 1:100, onde observa-se a amplificagdo do segmento de 3 kb. Na
canaleta 3 foi fracionada a amostra da reacdo contendo 2ul de DNA genémico murino
diluido 1:1000. DNA marker: 1kb DNA ladder plus (Invitrogen).
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Em seguida, procedeu-se a clonagem do inserto no reporter de expressdo da
luciferase, pGL3-Basic (Promega). Diante das dificuldades encontradas para clonar o
inserto na orientacdo correta, foi necessario realizar a digestdo desse segmento com a
enzima Kpnl, cujo sitio de restricdo encontra-se proximo a sua extremidade 5°. Através
dessa digestdo, 134 nucleotideos foram removidos da extremidade 5° do inserto, gerando
um segmento de 2.866 pb (-2747/+199) e tornando possivel a clonagem unidirecional no
plamideo pGL3-Basic. A clonagem e a orientacdo do inserto foram confirmadas por
digestdo simples com a enzima Hindlll ou digestdo sequencial com as enzimas Xhol e
Kpnl, e posterior fracionamento eletroforético em gel de agarose (Figura 12a). Como
esperado, a digestdo com Hindlll gerou trés fragmentos de 7.072 pb, 584 pb e 360 pb, ao
passo que a digestdo dupla resultou na liberacdo do inserto de 2.8 kb e linearizacdo do
vetor de 4.8 kb. A figura 12b mostra a representacao esquematica do segmento clonado
com os principais elementos regulatérios associados a resposta imune presentes nessa

regido, identificados com base em analises in silico.
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B)

2.866 pb
C/EBPa AP-1 STATx NF-kB C/EBPB C/EBPa AP-1 C/EBPa  AP-1 NF-kB SP-1 NF-kB  NF-kB

. 00 0 m 0Of oo B DA @A C 0@ @8

-2747-2717 -2682 -2561 -2343 -2291 -2275 -1966 -1944 -1153 -776 -627 -104 -79 +1 +14 +36 +75 +113 +119

" p6L3-Basic
Vector
(4818bp)

Figura 12: Andlise da clonagem e representagdo esquematica do plasmideo pGL3-2.8 kb. A)
Uma aliquota proveniente de miniprep do plasmideo pGL3-2.8 kb foi digerida com Hindlll
apenas ou com Kpnl e Xhol sequencialmente e entdo fracionada em gel de agarose 1% para
diagndstico da clonagem. Uma aliquota do plasmideo ndo digerido foi fracionado na canaleta 7
como referéncia. DNA marker: 1kb DNA ladder plus (Invitrogen). B) O segmento de 2.866 pb foi
clonado entre os sitios de Kpnl e Xhol do plasmideo pGL3-Basic. No esquema esta indicado o
TSS putativo do gene Rasgeflb (+1), assim como os principais sitios de ligagdo para fatores de
transcricdo associados a resposta imune. Os elementos para a familia NF-kB/Rel foram
identificados utilizando-se os programas TFSearch 1.3, TFBIND e rVista. Os demais elementos
foram identificados utilizando-se o programa TFSearch 1.3. O limiar de corte utilizado foi um
score de 85 pontos (cutoff 85).
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Mutantes por delecdo foram gerados a partir do plasmideo pGL3-2.8 kb com o
objetivo de se realizarem estudos funcionais comparativos sobre a atividade de segmentos
de diferentes tamanhos da regido promotora do gene Rasgeflb. Para gerar a construgédo
pGL3-A492 (-2747/-374) o plasmideo pGL3-2.8kb foi digerido com a enzima Bglll. Essa
digestdo removeu 492 pares de bases da extremidade 3" do segmento clonado (da posi¢éo
-373 a0 +119), incluindo a regido do TSS putativo e parte do primeiro éxon de Rasgeflb.
Para gerar a construgdo pGL3-1.7 kb (-1621/+119), foi realizada uma digestdo dupla do
plasmideo pGL3-2.8kb com as enzimas EcoRI e Kpnl. Essa digestdo removeu 1.126
nucleotideos da extremidade 5 do segmento clonado (da posicdo -2747 ao -1622).
Finalmente, para a geragéo do pGL3-0.8 kb (-706/+119), foi realizada uma digestéo dupla
do pGL3-2.8kb com as enzimas Mlul e Kpnl. Essa digestdo removeu 1.981 nucleotideos
da extremidade 5" do segmento clonado (da posi¢do -2747 ao -707). A figura 13 mostra
o diagndstico da geracdo dos mutantes atraves de digestdo e eletroforese. Uma quinta
construcdo chamada pGL3-0.302kb (-183/+119) foi gerada através de sintese de DNA
pela empresa GenScript (EUA). A figura 14 mostra um esquema de todos os plasmideos
gerados onde estdo representados os sitios putativos de ligacdo dos principais fatores de

transcricao associados a resposta imune.
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A) B)
5000pb - 7000pb -
3000pb - 3000pb-
1650pb -
850pb -

Figura 13: Analise da geracdo das construgdes pGL3-2.8 kb, pGL3-1.7 kb, pGL3-0.8 kb e pGL3-
A492. Amostras provenientes de miniprep de cada plasmideo foram digeridas e fracionadas
para diagnéstico em gel de agarose 1% contendo brometo de étido. A) O plasmideo pGL3-2.8
kb foi digerido com Xhol e Kpnl, o pGL3-1.7 kb com EcoRl e Xhol e o pGL3-0.8 kb com Notl e
Xhol, para liberagdo do inserto. Amostras ndo digeridas foram fracionadas como referéncia. B)
O plasmideo pGL3-A429 foi digerido com a enzima Bglll para a linearizagao do plasmideo ou
sequencialmente com Bglll e Kpnl para a liberagdo do inserto. DNA marker: 1kb DNA ladder plus
(Invitrogen).
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Figura 14: Representacao esquematica das construgées contendo parte da regido promotora
de Rasgeflb. Os segmentos da regido promotora putativa de Rasgeflb foram clonados no

repoérter da luciferase, pGL3-Basic. Estdo indicados na figura o tamanho (em pares de bases) dos

segmentos clonados, a nomenclatura dada a cada constru¢do, e a posicao relativa do TSS

putativo de Rasgeflb e dos principais sitios de ligacdo para fatores de transcricdo associados a

resposta imune identificados por analises in silico (TF-Search 1.3 e TFBIND).
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5.5 Analise da atividade da regido promotora putativa de Rasgeflb

Como descrito anteriormente, anélises da regido promotora putativa de Rasgeflb
realizadas in silico mostram provaveis sitios para a ligacdo de fatores de transcrigcdo
ativados via TLRs, como AP-1 e NF-kB, assim como outros fatores associados a resposta
imune. Nesse sentido, com o intuito de se fornecer dados a respeito da regulacao
transcricional de Rasgeflb, decidimos investigar a atividade de parte da regido promotora
putativa do gene, sobretudo no contexto da resposta celular mediada por TLRs. Para isso,
0s reporteres gerados contendo segmentos da regido promotora putativa de Rasgeflb
foram transfectados por 24 horas em células HEK293 e a atividade de cada construgéo
foi analisada através de ensaio de gene reporter. Para avaliar o efeito da ativacdo das vias
de TLRs sobre a atividade dos segmentos, superexpressamos a molécula adaptadora
Mal/TIRAP através de transfeccdo do plasmideo pFLAG-Mal/TIRAP. A figura 15
mostra a atividade basal (barras brancas) e induzida (barras pretas) de cada segmento,
expressa em valores relativos de luciferase. Observa-se que as construgdes pGL3 2.8 kb,
1.7 kb, 0.8 kb e 0.302 kb apresentam uma atividade basal bastante elevada quando
comparada ao vetor vazio (pGL3-Basic). Além disso, esses segmentos apresentam um
aumento significativo em até duas vezes em sua atividade mediante ativacdo forcada das
vias de TLRs pela superexpressdo de Mal/TIRAP. Esse resultado sugere que a regido
analisada é induzivel pela ativacdo da via MyD88-dependente de TLRs. E importante
notar que o menor segmento, contendo apenas 302 nucleotideos (pGL3-0.302), mas
abrigando cinco sitios putativos para ligacdo a NF-xB, apresenta a maior atividade, o que
sugere que essa regido possa ser suficiente para a expressdo do gene. A construcao pGL3-
A492 ndo apresenta qualquer atividade, o que é verificado pelos valores despreziveis de
luciferase. A auséncia de atividade dessa construcdo se deve supostamente a perda de
acesso da RNA polimerase 1l e de outros fatores gerais de transcricdo sobre a sequéncia
nucleotidica remanescente, visto que houve a delecdo da regido que abriga a ilha CpG,
parte do primeiro éxon de Rasgeflb, e o TSS putativo. Esse resultado corrobora nossos
dados obtidos através de analises in silico, sugerindo que essa regido deve conter 0s

elementos regulatérios criticos para controlar a transcrigdo do gene Rasgeflb.
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Figura 15: Ensaio de gene repdrter - atividade constitutiva (vetor) e induzida por Mal/TIRAP
dos repdrteres da regido promotora putativa de Rasgef1b. Células HEK293 eram plaqueadas
em placas de 24 pogos a 1x10° células/pogo. As células eram transfectadas por 24 horas com
500 ng de pFLAG-Mal/TIRAP ou pFLAG-CMV4 (vetor), 400 ng dos repdrteres e 100 ng de pRL-
TK, utilizado como normalizador. A atividade de cada repdrter é expressa em valores
relativos obtidos pela razdo luciferase/renilla (pRL-TK). Os experimentos eram realizados em
duplicata e os valores sdo representativos de trés experimentos independentes, expressos
como média + D.P.; ¥**p<0,01; em relacdo ao pGL3-Basic/vetor (One-way ANOVA/Bonferroni
post tests); ***p<0,001 em relagdo ao vetor (barras brancas) (Two-way ANOVA/Bonferroni
post tests).
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Os resultados descritos acima sugerem que, em células humanas HEK293, os
segmentos da regido promotora putativa de Rasgeflb possuem atividade constitutiva
consideravel e parecem ser induzidos mediante ativagdo de TLRs. Para confirmar esses
dados e, adicionalmente, investigar a atividade da regido promotora em células murinas
e de funcdo na resposta imune inata, macrofagos Raw264.7 foram transfectados com a
construgdo pGL3-0.302 kb por 24 horas e entéo estimulados ou ndo com LPS (agonista
de TLR4) durante 3, 6, 9, 12 ou 24 horas. Na figura 16 observa-se que o segmento
analisado apresenta uma atividade basal (NT) elevada também nesse tipo celular. Além
disso, os valores relativos de luciferase aumentam progressivamente com o tempo de
tratamento com LPS (Figura 16a), atingindo seu pico 24 horas apés, onde a atividade do
segmento analisado teve um aumento superior a 3 vezes em relagdo as células nao-
tratadas (Figura 16b). Esse resultado mostra que o segmento de 302 nucleotideos da
regido regulatdria de Rasgeflb é de fato responsivo a ativacdo de TLR4, corroborando os
dados de ativacdo das vias de TLRs por Mal/TIRAP em células HEK. Ademais, esse
resultado reforca a idéia de que o segmento de 302 pb parece ser suficiente para regular

a expressdo induzida de Rasgeflb na resposta imune inata mediada por TLRs.
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Figura 16: Analise da atividade do segmento de 0.302 kb em macréfagos Raw264.7 tratados
ou ndo com LPS. Os macréfagos eram plaqueados em placas de 24 pogos a 2x10° células/poco.
As células eram transfectadas com 400 ng dos repdrteres e 100 ng de pRL-TK, utilizado como
normalizador. Apds 24 horas, as células eram tratadas com 100 ng/mL de LPS durante os tempos
indicados. A) Atividade relativa dos repdrteres pGL3-302 kb e pGL3-Basic em diferentes tempos
de tratamento com LPS. B) Fold de indugdo da atividade do segmento de 0.302 kb apds 24 horas
de tratamento com LPS (razdo entre tratado e ndo-tratado). Os experimentos eram realizados
em duplicata e os valores sao representativos de dois experimentos independentes, expressos
como média + D.P.; ***p<0,001 em relacdo ao ndo-tratado (NT) (Two-way ANOVA/Bonferroni

post tests).
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O NF-xB ¢ um fator de transcri¢ao crucial na regulacao da resposta imune. Sua
ativacdo ocorre atraves de diferentes estimulos, sobretudo pela ativacao de TLRs (Hayden
and Ghosh, 2012). Os segmentos investigados nesse trabalho abrigam vérios elementos
regulatérios para a ligacdo de membros da familia NF-xB, em sua maioria localizados
nas adjacéncias do TSS putativo de Rasgeflb. Estes dados provenientes de analises in
silico, juntamente com os dados experimentais obtidos através de ensaio de gene reporter,
sugerem que os fatores de transcricdo da familia NF-xB possam ser importantes
moduladores da atividade da regido promotora de Rasgeflb. Nesse sentido, decidimos
investigar o efeito da ativacdo forcada de NF-xkB através da superexpressdo das
subunidades p65(RelA) ou c-Rel, sobre a atividade da regido promotora putativa de
Rasgeflb. Para isso, células HEK293 foram transfectadas ou ndo com os plasmideos de
expressao pFLAG-p65 ou pFLAG-c-Rel, e com os reporteres pGL3-0.302 kb ou pGL3-
2.8 kb. A construcdo pGL3-0.302 kb abriga cinco elementos regulatérios para NF-xB
proximais ao TSS putativo, enquanto que o pGL3-2.8 kb abriga um sitio adicional na
posicao -2275. Na Figura 17 observa-se que a atividade relativa dos segmentos tem um
aumento significativo ap0s a ativacdo forcada de NF-kB. A superexpressdao de c-Rel
induziu um aumento de aproximadamente 3 vezes na atividade de ambos os segmentos,
enquanto que a superexpressao de p65 induziu um aumento de superior a 4 vezes para o
segmento de 302 pb, e proximo a 3 vezes para 0 segmento de 2.8 kb (Figura 18). De
acordo com esse resultado, o sitio adicional presente no segmento de 2.8 kb parece nédo
ser importante para o recrutamento do NF-kB, ao passo que alguns dos elementos
regulatorios proximais ao TSS muito provavelmente sdo funcionais. Esses dados
corroboram a ideia de que fatores de transcricdo da familia NF-xB podem se ligar a regido

promotora de Rasgeflb e desempenhar um papel na regulacéo transcricional desse gene.
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Figura 17: Ensaio de gene repdrter - atividade constitutiva e induzida por p65 ou c-Rel, dos
repdrteres da regidao promotora putativa de Rasgef1b. Células HEK293 eram plaqueadas em
placas de 24 pogos a 1x10° células/pogo. As células eram transfectadas por 24 horas com os
plasmideos de expressdo pFLAG-p65 (500 ng) ou pFLAG-c-Rel (2,5ug), 400 ng dos repdrteres e
100 ng de pRL-TK, utilizado como normalizador. O plasmideo pFLAG-CMV4 (500 ng) era
transfectado para manutengdo da quantidade de DNA transfectado (vetor). A atividade de
cada reporter é expressa em valores relativos obtidos pela razéo luciferase/renilla (pRL-TK). Os
experimentos eram realizados em duplicata e os valores sdo representativos de trés
experimentos independentes, expressos como média + D.P.; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
em relagdo ao vetor (Two-way ANOVA/Bonferroni post tests). A) Atividade constitutiva (vetor)
e induzida pela superexpressao de p65 (RelA) dos repdrteres pGL3-Basic, pGL3-2.8 kb e pGL3-
0.302 kb. B) Atividade constitutiva (vetor) e induzida pela superexpressdo de c-Rel dos
reporteres pGL3-Basic, pGL3-2.8 kb e pGL3-0.302 kb.
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Figura 18: Andlise comparativa do efeito da superexpressao de diferentes moléculas sob a
atividade dos segmentos de 0.302 kb e 2.8 kb. A figura mostra comparativamente o fold de
inducdo da atividade dos segmentos de 2.8 kb e 0.302 kb apds a superexpressdo de Mal/TIRAP,
p65 ou c-Rel. Os experimentos eram realizados em duplicata e os valores sdo representativos
de trés experimentos independentes, expressos como média + D.P.; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 em relacdo ao vetor (barras brancas).
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Para testar essa hipotese, foi realizado um experimento em que BMDMs murinos
imortalizados do tipo selvagem (WT) ou deficientes de p65 (p65-KO) foram deixados
sem tratamento ou tratados com LPS por diferentes intervalos de tempo. O RNA total foi
obtido, transcrito reversamente a primeira fita de cDNA que foi utilizado como molde em
reacao de RT-gPCR. O resultado, embora preliminar, indica que apés a estimulacdo com
LPS os niveis do mRNA de RasGEF1b s&o elevados nos BMDMs WT, porém reduzidos
nos BMDMs p65-KO, ao menos nos intervalos de tempo até 8 horas pds-estimulagédo
(Figura 19). Esse dado sugere que p65 contribui parcialmente para a expressao de
Rasgeflb em macrofagos estimulados com LPS, corroborando a idéia de que NF-xB
exerce um papel regulatério sobre a expressao desse gene. No entanto, é notavel que em
tempos tardios pos-estimulacdo, i.e 18h e 24h, os niveis do mMRNA de RasGEF1b

encontram-se mais elevados nas células p65-KO quando comparados com as WT.

BMDMs
5-
< — Wt
2
o 4 - -p65'/'
S
S
w 37
o
2
% 2
g
(%)
2 .
\2
: (K HI
0
Untreated ~ 2h 4h 8h 12h 18h 24h
LPS (100ng/mL)

Figura 19: Analise dos niveis do mRNA de RasGEF1b em BMDMs WT e p65-/- tratados ou nido
com LPS. Os BMDMs WT e p65-KO eram plaqueados em placas de 6 poc¢os a 2x10° células/poco
e tratadas ou ndo (NT) com LPS a 100 ng/mL pelos tempos indicados. O cDNA era obtido a partir
do RNA total e utilizado como molde em reagdes de RT-qPCR para a amplificagao dos genes alvo
e do gene referéncia (Rpl32) utilizado como normalizador. Os niveis relativos do mRNA foram
calculados através da equacdo 2. Valores representativos de um Unico experimento
realizado em triplicata técnica, expressos como média £ D.P.
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DISCUSSAO

Por ser um GEF, a proteina RasGEF1b esta supostamente envolvida, atraves da
regulacdo da atividade de proteinas Ras, em processos celulares importantes, como na
transducdo de sinal, biossintese de proteinas, regulacdo do citoesqueleto, transporte de
vesiculas, e no ciclo celular (Bos et al., 2007; Vigil et al., 2010). Sob a 6tica imunoldgica,
estudos mostram que os niveis do mMRNA de RasGEF1b sdo robustamente elevados tanto
in vitro em macrdéfagos murinos e humanos estimulados com agonistas de TLR2 e TLR4,
quanto in vivo em 6rgdos de camundongos infectados com protozodarios parasitas como
Trypanosoma cruzi ou Plasmodium chabaudi (Andrade et al., 2010; Ferreira et al., 2002).
Nossos estudos conduzidos em macr6fagos murinos derivados de medula 6ssea tratados
com LPS reproduzem esses resultados e fornecem dados adicionais sobre o perfil de
expressao de RasGEF1a e RasGEF1c. Embora a expressdo do mRNA de RasGEF1c seja
induzida em niveis semelhantes a0 MRNA de RasGEF1b, a figura 6a mostra claramente
a maior abundancia do transcrito de RasGEF1b nessas células. Esse resultado sugere que
a expressdo desse GEF é dominante em relacdo a RasGEF1c e RasGEF1la em BMDMs
murinos, o que, em parte, justifica nossa escolha em conduzir estudos sobre esse membro
da familia RasGEF. Além disso, o resultado apresentado na figura 6b mostra que o
MRNA de RasGEF1c é induzido em niveis semelhantes a0 mRNA de RasGEF1b, ao
passo que a transcricdo de RasGEF1a é inibida em BDMDs murinos tratados com LPS.
De acordo com andlises in silico conduzidas através do programa Clustal Omega versao
1.2.1 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), a sequéncia de aminoacidos da proteina
RasGEF1b apresenta 59.96% de identidade com RasGEF1a e 66.09% de identidade com
RasGEF1c. Embora essas proteinas apresentem um grau de conservacdo relativamente
elevado entre si, com excecdo do nosso resultado apresentado na figura 6b, ndo ha
qualquer outra evidéncia descrita na literatura que sugira um papel de RasGEF1c e
RasGEF1a no contexto da resposta imune.

O promotor minimo de um gene ¢é definido como a sequéncia minima de DNA
onde atua a maquinaria de transcricdo basal da RNA polimerase Il para promover sua
transcri¢cdo (Butler and Kadonaga, 2002). Tipicamente, essa regido engloba o TSS e se
estende por, pelo menos, aproximadamente 35 nucleotideos a montante e a jusante
(Smale, 2001). A transcricdo eficiente de um gene requer a montagem da RNA polimerase
associada a fatores gerais (ou basais) de transcri¢do (GTFs), que vao reconhecer e se ligar

a motivos presentes na sequéncia do promotor minimo. No presente trabalho realizamos
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buscas na sequéncia de Rasgeflb pelos motivos de ligacdo a GTFs comumente
encontrados em promotores eucarioticos. Esses motivos incluem o TATA box, o Inr (do
inglés, initiator), BRE (do inglés, TFIIB recognition element), e DPE (do inglés,
downstream core promoter element) (Butler e Kadonga 2002) (Figura 20).

Através de analises in silico, utilizando-se o programa TFBIND, encontramos
alguns elementos TATA box na sequéncia de Rasgeflb murino. O mais proximal ao TSS
localiza-se na posicao -603/-589 da fita codificadora. No entanto, tipicamente um TATA
box funcional localiza-se aproximadamente entre 25 a 30 nucleotideos a montante do TSS
(Butler and Kadonaga, 2002). Portanto, devido a sua posic¢éo, julgamos que o elemento
TATA encontrado muito provavelmente ndo seja funcional. Elementos BRE s&o
tipicamente encontrados imediatamente a montante do TATA box funcional (Lagrange
et al., 1998). Uma vez que Rasgeflb parece ndo possuir um TATA box proximal ao TSS,
ndo foi possivel identificar um motivo BRE na sequéncia.

O InR é um elemento que inclui o0 TSS (+1) e se estende por poucos nucleotideos
a montante e a jusante (Figura 20) (Smale and Baltimore, 1989). Através de analise
manual, julgamos que a transcricdo de Rasgeflb muito provavelmente ndo depende de
InR devido a discrepancia entre a sequéncia nucleotidica circunvizinha ao TSS e a
sequéncia consenso do elemento. Os promotores que abrigam um elemento DPE
funcional, obrigatoriamente dependem também do elemento InR. A sequéncia consenso
para 0 DPE deve se localizar exatamente na posicdo +28 a +32 em relacdo ao +1 do
elemento InR (Kutach and Kadonaga, 2000). Como esperado, uma vez que o elemento
InR parece ndo ser encontrado no promotor de Rasgeflb, também ndo identificamos o

consenso de DPE na posicgéo estimada.
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Figura 20: Representagdo esquematica de elementos de ligagdo a GTFs comumente
encontrados no promotor minimo de genes eucaridticos. Estdo representados os elementos
mais comuns encontrados nessas regides, a sequéncia consenso de cada elemento, assim como
as variacOes possiveis, e sua posicdo relativa. Um promotor minimo pode abrigar varios, todos,
ou nenhum desses elementos. Quando presentes, esses elementos participam da transcri¢cdo
via RNA polimerase II.

Embora, supostamente, a regido circunvizinha ao TSS de Rasgeflb n&o abrigue
0s motivos de ligacdo a GTFs mencionados, sua sequéncia € rica em repeticdes de
dinucleotideos Citosina-Guanina. Regides como essa sao denominadas ilhas CpG, onde
normalmente estdo contidos os promotores minimos de Varios genes eucarioticos. Em
mamiferos, por exemplo, estima-se que 40% dos promotores minimos estejam contidos
em regides de ilha CpG (Fatemi et al., 2005; Larsen et al., 1992). Tipicamente, esses
promotores nao abrigam elementos comuns de ligagcdo a GTFs, como o TATA box e DPE.
No entanto, devido a sua natureza rica em repeticbes CG, € muito comum encontrar
elementos de ligacdo ao fator de transcricdo Spl nessas regides (Butler and Kadonaga,
2002). Notavelmente, nossas andlises in silico indicam que a regido de ilha CpG
encontrada na sequéncia de Rasgeflb abriga um sitio de Sp1 centralizado na posicao +14
da fita codificadora, como mostrado na Figura 12b. De fato, dados da literatura mostram
que Spl é capaz de ativar a transcricdo em promotores ausentes de TATA box,
desempenhando o papel de fator geral de transcricdo através do recrutamento da
maquinaria basal de transcri¢do (Butler and Kadonaga, 2002; Butta et al., 2006; Zhou et
al., 2005). Em conjunto, nossas analises in silico sugerem que o promotor minimo de
Rasgeflb deve estar contido na regido de ilha CpG descrita (do -281 ao +158) e que Spl
pode ser importante para sua regulagdo. De fato, através de ensaio de gene reporter,
fornecemos uma forte evidéncia que corrobora essa ideia. Como ja descrito, a construcao
pGL3-A492 foi gerada a partir do pGL3-2.8 kb através da delecdo de um segmento de
492 pares de bases (do -373 ao +119) que abrigava parte da ilha CpG, o primeiro éxon de
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Rasgeflb, o TSS putativo e o elemento de ligacdo regulatorio para a ligacdo de Spl. O
resultado apresentado na figura 15 mostra que em células HEK293 transientemente
transfectadas essa construgdo ndo apresenta qualquer atividade, sugerindo que a regiéo
deletada seja essencial para promover a transcri¢cao do gene Rasgeflb.

O disparo das vias de sinalizacdo de TLRs converge para a rapida ativagdo, ndo
apenas dos fatores de transcri¢do da familia NF-kB, mas também do fator de transcricéo
AP-1 através da atividade das proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKSs, do
inglés mitogen-activated protein kinases) (Guha and Mackman, 2001). Atraves da
utilizacdo de ferramentas de bioinformatica, identificamos na regido regulatoria
investigada, pelo menos trés elementos regulatérios putativos para a ligacdo de AP-1 e
seis para NF-kB. Ademais, nossos resultados obtidos através de ensaio de gene reporter
mostram que a ativacdo das vias de sinalizacdo de TLRs, através da superexpressdo da
molécula adaptadora Mal/TIRAP em células HEK293 ou da estimulacdo de macrofagos
Raw264.7 com o agonista de TLR4 (LPS), leva a um aumento significativo da atividade
do(s) segmento(s) da regido promotora de Rasgeflb (Figuras 15 e 16). Esses resultados
corroboram os dados descritos por Andrade et al. (2010), sugerindo que a ativacdo da via
MyD88-dependente é importante para a inducio da expressdo de Rasgeflb. E importante
notar que, a menor construcdo (pGL3-0.302 kb), abrigando cinco sitios putativos para a
ligagdo de NF-xB (Figura 14), apresentou a maior atividade (tanto constitutiva quanto
induzida) em todos os ensaios de gene repérter realizados, e, portanto, parece ser
suficiente para inducédo da transcricdo de Rasgeflb. Com bases nesses dados, é razoavel
inferir que os fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB possam desempenhar um papel na
regulacdo da atividade da regido promotora desse gene.

Em relacédo ao fator de transcricdo AP-1, embora o segmento de 0.302 kb (pGL3-
0.302 kb) ndo abrigue nenhum sitio putativo para ligacdo desse fator (Figura 14), sua
atividade induzida pela superexpressdo de Mal/TIRAP € igual ou superior a atividade dos
segmentos maiores, que abrigam um ou mais sitios (Figura 15). Esse resultado sugere
que elementos para AP-1 presentes nos segmentos maiores parecem nao ser funcionais.
No entanto, € possivel que o segmento de 0.302 kb abrigue outros elementos regulatorios
para AP-1 potencialmente funcionais que ndo foram identificados pelos mecanismos de
busca utilizados ou que foram desconsiderados em nossas analises devido ao seu score
reduzido. Portanto, para se investigar um possivel papel desse fator de transcri¢cdo na
regulacdo da expressdo de Rasgeflb, estudos subsequentes mais aprofundados sao

necessarios.
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As subunidades de NF-xB investigadas nesse trabalho, p65 e c-Rel, formam homo
ou heterodimeros tipicamente ativados atraves da via candnica de NF-xB. A ativagdo
dessa via pode ocorrer atraves de variados estimulos que sdo reconhecidos por diferentes
receptores, entre eles, os TLRs. As cinco subunidades de NF-kB podem se associar em
mais de 12 dimeros diferentes. Cada dimero pode se ligar a motivos caracteristicos no
DNA e regular, de forma especifica, seus promotores alvo. No entanto, grande parte dos
promotores sao regulados de forma redundante por dimeros distintos. Nao se sabe ao certo
se essa propriedade reflete uma simples redundancia na ativacdo génica, ou se faz parte
de um contexto de regulacdo mais complexo (Saccani et al., 2003). Os dimeros formados
pela subunidade p65, sobretudo com p50 (p65:p50), séo 0s mais comumente descritos.
Esses dimeros possuem a capacidade de regulacdo transcricional de uma ampla gama de
genes (Hayden and Ghosh, 2004). Camundongos deficientes de p65 ndo sobrevivem a
fase embrionéria devido ao elevado grau de apoptose em hepatdcitos, o que evidencia a
importancia dessa molécula na homeostase celular (Beg et al., 1995). A subunidade c-
Rel, ao contrério de p65 que supostamente é ubiqua, parece ser constitutivamente
expresso principalmente em mondcitos maduros e em linhagens linfocitéarias, enquanto
que, em outros tipos celulares como fibroblastos, sua expressao requer estimulos variados
(Grumont and Gerondakis, 1990; Liou et al., 1994). Dimeros que contém a subunidade
c-Rel parecem desempenhar um papel mais restrito, sobretudo na resposta imune
adaptativa. No entanto, esses fatores também sdo importantes e requeridos para a
regulacdo de alguns promotores e para o funcionamento normal do organismo. Por
exemplo, Sanjabi e colaboradores (2000) mostraram que c-Rel é necessario para a
inducdo de IL-12-p40 em macro6fagos (Sanjabi et al., 2000). Kontgen e colaboradores
(1995) mostraram que camundongos deficientes de c-Rel, embora viaveis, apresentam
problemas na proliferacdo de linfocitos e na imunidade humoral (Kontgen et al., 1995).
Nossos estudos sugerem fortemente que o fator de transcricdo NF-kB desempenha um
papel na regulacdo transcricional de Rasgeflb. De fato, como mostrado em nossos
resultados, as subunidades p65 e c-Rel promovem um aumento na atividade do promotor
de Rasgeflb (Figura 17). Alem disso, a auséncia de p65 em BMDMs sugere que esse
fator contribui para a inducdo da expressdo de Rasgeflb apos ativacdo de TLR4 em
tempos precoces (Figura 19). No entanto, em tempos mais tardios pds-estimulacdo com
LPS, os niveis elevados do mRNA de RasGEF1b nos BMDMs p65-KO poderiam ser
explicados pela atuacéo de outros fatores de transcricdo tardiamente ativados ou ainda

por um mecanismo compensatorio mediado por dimeros de NF-kB ausentes de p65,
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formados, por exemplo, por c-Rel. Contudo, por se tratar de um dado preliminar, estudos
mais aprofundados sdo necessarios para se confirmar a identidade dos possiveis dimeros
de NF-kB que atuariam sobre regulacdo desse gene.

O método de footprinting filogenético é utilizado para a identificacdo de regides
regulatdrias funcionais no DNA baseando-se em analises da conservacao entre sequéncias
ndo-codificadoras de genes ortélogos (Blanchette and Tompa, 2002). Como mencionado
no topico 5.2, nossa andlise de alinhamento por BLASTn mostra elevado grau de
conservacao entre as sequéncias nucleotidicas cincunvizinhas ao TSS de Rasgeflb
murino e humano (70% de identidade). Como mostrado na figura 9, essa regido abriga
cinco dos seis sitios putativos para a ligagdo de NF-kB identificados na sequéncia
promotora putativa de Rasgef1b murino. De acordo com o programa TFBIND e rVISTA,
dois desses elementos (posicGes -79 e +75) encontram-se conservados na sequéncia
ortdloga humana (posicdes +123 e +17). Ademais, parte dessa regido alinhada por
BLASTnN é também evolutivamente conservada entre as sequéncias de diferentes espécies
de mamiferos analisadas através do programa mVISTA. De acordo com o programa Rank
VISTA, a conservacdo dessa regido € estatisticamente significante, com um valor de
p<0,024 para o alinhamento entre as sequéncias de camundongo e humano. Isso significa
que a probabilidade de uma sequéncia qualquer apresentar o grau de identidade verificado
com uma outra sequéncia que evolui independentemente, por mero acaso, € menor que
2,4x10 2. Portanto, nossas analises in silico ndo sé corroboram a ideia de que a familia
dos fatores de transcrigdo NF-«xB atuam na regulagdo da atividade da regido promotora
de Rasgeflb, mas também suportam a observacdo de que a regido proximal ao TSS é
essencial nesse contexto.

As delecBes realizadas a partir da construcdo pGL3-2.8 kb resultaram em
segmentos que abrigam um conjunto de possiveis elementos regulatérios distintos entre
si. Certamente, mesmo na auséncia de um estimulo ou ativacéo forcada pela expresséo de
um fator de transcricdo, é esperado que se observe diferenca entre as atividades dos
segmentos devido a combinagdo de componentes moleculares distintos que podem atuar
sobre cada um, implicando em uma regulacdo conjunta diferencial. De fato, isso parece
ocorrer em nossos resultados. De um modo geral, observa-se que a atividade relativa dos
segmentos menores - 0.302 kb e 0.8 kb - é maior que atividade relativa dos segmentos
maiores (1.7 kb e 2.8 kb). Essa diferenca de atividade pode ser explicada, por exemplo,
pela presenga, nos segmentos maiores, de sitios putativos para reguladores negativos da

transcricdo constitutivamente expressos. Observa-se, por exemplo, que as construgdes
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pGL3-2.8 kb e pGL3-1.7 kb abrigam elementos regulatorios putativos para a ligacao do
fator de transcrigdo C/EBP que ndo estéo presentes nas constru¢des pGL3-0.8 kb e pGL3-
0.302 kb (Figura 14). A familia C/EBP contém 6 membros (C/EBPa, B, v, 9, €, (), que
podem ser expressos constitutivamente em diferentes tipos celulares, e que em conjunto
desempenham funcdes variadas no organismo, atuando desde a regulacdo de genes
associados a processos basicos como o controle do ciclo celular, até na imunidade
(Lekstrom-Himes, 1998; Mikita et al., 1998; Udofa et al., 2013)). Esses fatores podem
atuar tanto como ativadores ou repressores da transcricdo, dependendo do promotor em
que ligam (Kandel 2002). Como mostrado por Sachdeva ¢ colaboradores (2012), C/EBP
pode atuar como um regulador negativo da expressdo do miRNA-145 em células
humanas. Adicionalmente, (Ralph et al., 2006; Wang et al., 1996) mostraram que C/EBPf
se liga a regido promotora e reprime a expressao do gene humano HPV11. Em vista desses
dados, é razoavel considerar que, além de C/EBP, outros fatores de transcricdo
constitutivamente expressos podem estar atuando na diminuigédo da atividade relativa dos
segmentos de 2.8 kb e 1.7 kb. No entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios
para se esclarecer essa questao.

Finalmente, nossos dados de nested RT-PCR mostram que o nucleotideo indicado
como o inicio da transcricdo de Rasgeflb faz parte do mMRNA desse gene. No entanto,
esses dados em si ndo confirmam se o nucleotideo indicado é, de fato, o primeiro
nucleotideo transcrito do gene. Atualmente, o padrdo ouro utilizado para se responder
essa questdo sdo os ensaios de RACE (do inglés, Rapid amplification of cDNA ends).
Embora julguemos necessario fornecer essa evidéncia, hd de se considerar que o inicio
da transcricdo de Rasgeflb pode ocorrer em diferentes pontos ao longo do promotor
minimo, uma vez que essa é uma caracteristica comum de genes que ndo possuem TATA
e cuja transcricdo basal é regulada por Spl, como parece ser o caso de Rasgeflb (Butler
and Kadonaga, 2002).
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CONCLUSOES

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

[EEN
1

A expressdo do mRNA de RasGEF1b em BMDMs murinos é dominante em
relacdo a RasGEFla e RasGEF1c.

A expressdo do mRNA de RasGEF1c também é induzida assim como RasGEF1b,
enquanto que RasGEF1a é reprimido em BMDMs murinos apds tratamento com
LPS.

A regido regulatéria a montante da sequéncia codificadora de Rasgeflb murino
abriga elementos regulatorios putativos para a ligacdo de fatores de transcricéo
associados a resposta imune e parte dela é evolutivamente conservada entre
diferentes espécies de mamiferos.

A regido circunvizinha ao TSS putativo de Rasgeflb abriga uma ilha CpG que
contém o promotor minimo de Rasgeflb, sendo necesséaria para a ativacdo
transcricional do gene.

O nucleotideo +1 indicado através de andlises in silico como o TSS de Rasgeflb
de fato esta presente no transcrito desse gene.

A regido gendmica investigada no presente trabalho faz parte da regido promotora
de Rasgeflb. A excecio do segmento desprovido da regido circunvizinha ao TSS,
todos os segmentos investigados apresentam uma atividade constitutiva intrinseca
e induzivel mediante ativacdo das vias de sinalizacdo de TLRs.

A expressdo forcada das subunidades de NF-«kB, p65 e c-Rel, induz a um aumento
da atividade da regido promotora de Rasgeflb em células HEK293.

A subunidade NF-xB/p65 parece desempenhar um papel importante na regulagéo
transcricional de Rasgeflb.

O presente trabalho fornece um conjunto de dados inéditos que contribuem para a

compreensdo da regulacdo transcricional de Rasgeflb, da regido gendmica envolvida

nessa funcdo, e dos provaveis componentes moleculares que atuam sobre ela, fornecendo

subsidios para estudos futuros mais aprofundados sobre os mecanismos moleculares que

modulam a expresséo desse gene.
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