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RESUMO 

Slfn4 e Serpinb2 são genes expressos em macrófagos que podem ter seus níveis de mRNA 

aumentados em resposta à estimulação por agonistas inflamatórios de receptores do tipo Toll. Em 

análises de sequenciamento global de RNAs, um cluster contendo Slfn4 e Serpinb2 indica que a 

expressão desses encontra-se reduzida na ausência do fator de troca de nucleotídeos guanina 

RasGEF1b em macrófagos derivados da medula óssea de camundongos estimulados com LPS. No 

entanto, não se encontra completamente estabelecido como a expressão de Slfn4 é regulada em 

macrófagos condições de repouso ou inflamatórias, enquanto que Serpinb2 não possui evidências 

conclusivas. Ademais, permanece por ser estabelecida a caracterização do promotor de Slfn4 com 

os seus sítios de ligação para fatores de transcrição e sua consequente ativação transcricional, e o 

papel de RasGEF1b sobre a regulação transcricional de Serpinb2. Baseado nesses 

questionamentos, nós testamos a hipótese que o RasGEF1b regula a expressão de Slfn4 e Serpinb2 

em macrófagos. Análises por RT-qPCR confirmam que os níveis do Slfn4 e Serpinb2 são reduzidos 

em macrófagos RasGEF1b-KO não tratados ou tratados com LPS, e o efeito da ausência de 

RasGEF1b sob a expressão gênica observada em células não estimuladas é mantido após o 

tratamento com LPS. A expressão de Slfn4, Serpinb2 e genes do cluster também foram reduzidos 

em níveis basais em macrófagos RAW264.7 silenciados para RasGEF1b tratados e não tratados 

com LPS. Porém, em Ch25h foi identificado o efeito reverso. Análises dos motivos de ligação para 

fatores de transcrição específicos na região promotora putativa de Slfn4, Serpinb2 e de genes do 

mesmo cluster revelaram a presença dos motivos para os fatores reguladores IRFs, AP-1, STATs, 

ATF e GATA. De acordo, os níveis de Slfn4 e Serpinb2 em macrófagos de RasGEF1b-KO ativados 

com LPS e IFN mantiveram-se em níveis reduzidos e comparáveis aos de células não estimuladas. 

A super expressão de RasGEF1b induziu a atividade transcricional de Serpinb2, enquanto a mesma 

foi reduzida em macrófagos RAW264.7 silenciados para RasGEF1b. A mutação nos sítios de 

ligação para os fatores de transcrição CEBP e AP-1 reduziu a atividade de luciferase do promotor 

de Serpinb2 em células HEK293 super expressando RasGEF1b por 24 horas, mas não em 48 horas 

para o sitio mutado de CEBP. Nossos resultados sugerem que RasGEF1b facilita a transcrição 

gênica de Slfn4 e Serpinb2 em níveis suficientes para permitir sua expressão em níveis máximos 

após a ativação celular por agentes inflamatórios. 

Palavras-chaves: RasGEF1b, Schlafen-4, Serpinb2, macrófagos 



ABSTRACT 

Slfn4 and Serpinb2 are genes expressed in macrophages that can have their mRNA levels increased 

in response to stimulation by inflammatory agonists of Toll-like receptors. In analyzes of global 

sequencing of RNAs, a cluster containing Slfn4 and Serpinb2 indicates that their expression is 

reduced in the absence of the guanine nucleotide exchange factor RasGEF1b in stimulated mouse 

bone marrow-derived macrophages with LPS. However, it is not fully established how Slfn4 

expression is regulated in macrophages at rest or under inflammatory conditions, while Serpinb2 

lacks conclusive evidence. Furthermore, the characterization of the Slfn4 promoter with its binding 

sites for transcription factors and its consequent transcriptional activation, and the role of 

RasGEF1b on the transcriptional regulation of Serpinb2 remains to be established. Based on these 

questions, we tested the hypothesis that RasGEF1b regulates the expression of Slfn4 and Serpinb2 

in macrophages. RT-qPCR analyzes confirm that Slfn4 and Serpinb2 levels are reduced in untreated 

or LPS-treated RasGEF1b-KO macrophages, and the effect of the absence of RasGEF1b on gene 

expression observed in unstimulated cells is maintained after LPS treatment. Expression of Slfn4, 

Serpinb2, and cluster genes were also reduced from baseline levels in LPS-treated and untreated 

RAW264.7 macrophages silenced to RasGEF1b. However, at Ch25h the reverse effect was 

identified. Analysis of the binding motifs for specific transcription factors in the putative promoter 

region of Slfn4, Serpinb2 and genes from the same cluster revealed the presence of motifs for the 

interferon regulatory factors IRFs, AP-1, STATs, ATF and GATA. Accordingly, Slfn4 and 

Serpinb2 levels in RasGEF1b-KO macrophages activated with LPS and IFN remained at low 

levels, comparable to those of unstimulated cells. Overexpression of RasGEF1b induced 

transcriptional activity of Serpinb2, whereas it was reduced in RAW264.7 macrophages silenced 

for RasGEF1b. Mutation in the binding sites for the CEBP and AP-1 transcription factors reduced 

the luciferase activity of the Serpinb2 promoter in HEK293 cells overexpressing RasGEF1b for 24 

hours, but not at 48 hours for the mutated CEBP site. Our results suggest that RasGEF1b facilitates 

gene transcription of Slfn4 and Serpinb2 at sufficient levels to allow their expression at maximum 

levels after cellular activation by inflammatory agents. 

Keywords: RasGEF1b; Schlafen-4; Serpinb2; macrophages 
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1. INTRODUÇÃO 

Umas das primeiras respostas do processo inflamatório é através da imunidade inata com 

células especializadas como macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, linfócitos e células 

Natural Killer, sendo umas das primeiras barreiras quando há um corpo estranho ou endotoxinas 

presentes no organismo. Alguns dos principais mecanismos realizados pelas células para defender 

o organismo é através da fagocitose, liberação de citocinas e quimiocinas inflamatórios e ativação 

de proteínas do sistema complemento (CRUVINEL et al., 2010). Moléculas e drogas sintéticas são 

usadas em experimentos para simularem e estimular inflamações em organismos ou tipos celulares, 

e assim estabelecer fundamentos biológicos para potenciais terapias (LU, Yong Chen; YEH; 

OHASHI, 2008; MEDZHITOV; HORNG, 2009).  

A administração de LPS (do inglês, Lipopolysaccharides), que são compostos da parede 

celular de bactérias gram-negativas, simula a infecção por patógenos e dispara a inflamação através 

de receptores do tipo Toll (TLRs), induzindo a expressão de citocinas proinflamatorias e de 

maturação funcional de antígenos apresentados às células do sistema imune inato (LUH; CHIANG, 

2007; MARKOVIC et al., 2009; MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005; MEI et al., 2007; SHEN et 

al., 2017). O TLR4 é uma das moléculas mais conhecidas e sensíveis ao LPS localizadas na 

membrana celular das células do sistema imune inato (KARNATI; PASUPULETI, 2015; LU, 

Yong Chen; YEH; OHASHI, 2008; ROGER et al., 2005). As vias de sinalização ativadas por 

LPS/TLR4 são divididas em duas, a dependente e a independente de MyD88 (do inglês, Myeloid 

Differentiation Primary Response Gene 88). A primeira via é responsável principalmente pela 

expressão de citocinas proinflamatórias, e a outra via medeia a indução de interferons (IFNs) do 

tipo I e os ISG’s (do inglês, Interferon-Stimulated Genes) (KARNATI; PASUPULETI, 2015; LU, 

Yong Chen; YEH; OHASHI, 2008). Ao final de cada cascata de sinalização, se encontram fatores 

de transcrição que irão regular a expressão de vários genes, promovendo um fenótipo no 

organismo. A regulação da expressão gênica em macrófagos ativados ou não é um processo 

complexo guiado por uma infinidade de mecanismos envolvendo diferentes componentes celulares 

que ainda permanecem inexplorados. 

Ao estudarmos a regulação da expressão de qualquer gene a identificação da cromatina 

acessível facilita a busca por sítios de ligação para os fatores de transcrição. As regiões da 

cromatina ativas geralmente possuem marcadores como metilação e acetilação de histonas que 
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indicam promotores e enhancers (KIM; SHIEKHATTAR, 2015; THURMAN et al., 2012). A 

regulação transcricional em células é importante para manter o estado ativado ou homeostático, 

funcional e o fenótipo da célula. Esse processo é guiado por mecanismos chave, tais como a 

modulação epigenética, fatores de transcrição, ligação de cofatores, interações de larga escala, 

metilação do DNA, edição de RNA e RNAs longo não codificantes (KUZNETSOVA et al., 2020; 

REDDY et al., 2014). Esses mecanismos ajudam a manter a função basal da célula, mesmo quando 

não há estímulos. O fator de transcrição PU.1 é um exemplo de regulador basal que junto com 

H3K4me3 contribui para a abertura da cromatina local permitindo a combinação com outros fatores 

como IRF1, IRF8, SP1 e SP3 (CHEN, Siyuan et al., 2020; GUPTA et al., 2010; MANCINO et al., 

2015). Um experimento usando macrófagos provenientes de camundongos knockout para o fator 

de transcrição ATF3 identificou este fator como um regulador basal, aumentadando a expressão 

para diversos genes em macrófagos tratados ou não com LPS e IFN. Entre esses genes, destacou-

se o Ch25h, que foi identificado em nosass análises de RNA-seq (LABZIN et al., 2015). O fator 

de transcrição C/EBP é responsável pela regulação dos genes como 1α-hydroxylase e Serpinb2, 

em macrófagos ativados ou não. Isso foi demonstrado em experimentos nos quais a inibição do 

fator C/EBP pelo seu dominante negativo LIP, ou mutações no local de ligação do fator no DNA, 

levaram à redução na expressão desses genes (ESTEBAN; VIDAL; DUSSO, 2004; UDOFA et al., 

2013).  

A participação de RNAs longos e não dificantes podem regular os genes a nível basal em 

macrófagos ativados ou não. Por exemplo, o RNA longo não codificante E330013P06 ao ser super 

expresso em macrófagos RAW264.7 elevou a expressão de genes inflamatórios Il10, Nos2, Il6, 

TNF, Ccl2 e Cd36 nas células não ativadas e ativadas por LPS (REDDY et al., 2014). O 

oncosupressor ARF que faz parte das superfamílias Ras-GTPases, também possui o seu papel na 

regulação negativa na expressão basal de genes, Ccl2, Ccl17, Ccl12, Cxcl10, Cxcl15, Il2rb, Il5ra, 

Ltb, Tnfrsf1b e Xcr1 em macrófagos M2 (HERRANZ et al., 2012) 

1.1. A superfamília das Ras-GTPases  

A regulação da transcrição de um gene ou grupo de genes é o que vai definir o fenótipo de 

uma célula a um determinado estimulo ou condição (JOHNSON; CHEN, 2012). As vias de 

sinalização que culminam a expressão gênica podem, em algumas situações, envolver fatores de 
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troca de nucleotídeos de guanina da proteína Ras (RasGEFs, do inglês Ras-associated guanine 

Exchange factor) que compreendem uma família de proteínas que facilitam a dissociação de GDP 

das pequenas proteínas RasGTPases (VIGIL et al., 2010; WENNERBERG; ROSSMAN; DER, 

2005). As Ras GTPases formam uma superfamília de pelo menos 154 membros em humanos, sendo 

classificados com base na similaridade das suas sequencias, funções e mecanismos bioquímicos, 

em cinco subfamílias: Ras, Rho, Rab, Arf, e Ran (REINER, 2018; WENNERBERG; ROSSMAN; 

DER, 2005). 

Os RasGEFs realizam a dissociação do GDP e a consequente ativação das proteínas Ras, 

através da ligação ao GTP (CZIKORA et al., 2017). A ativação inicia cascatas de sinalizações, 

culminando na regulação de diferentes eventos intracelulares como a transcrição de genes 

relacionados à proliferação, diferenciação e morte celular (XIE; OVERBEEK; RENEKER, 2006). 

Por exemplo, a ativação de GEF-H1 ou RhoGEF em macrófagos é essencial para a detecção de 

RNA estranho por receptores do tipo RIG-I, levando à fosforilação do fator de transcrição de IRF-

3 e indução da expressão de interferon-beta de modo dependente dos sensores de ácido nucléico 

RIG-I e MDA-5 (CHIANG et al., 2014). RasGRP3, um RasGEF ativador de Ras e Rap1/2, é um 

importante mediador de sinalização a jusante da sinalização de TLRs. Foi demonstrado que esse 

GEF de expressão abundante em macrófagos limita a produção de citocinas pro-inflamatórias 

(especialmente IL-6) em macrófagos ao ativar Rap1 sob condições de baixas concentrações de 

LPS, indicando seu papel em estabelecer um limite para impedir uma resposta inflamatória 

descontrolada (TANG et al., 2014). Adcionalmente, experimentos com siRNA e análise de 

imunoprecipitação de ETS2 mostram que IL-6 tem a sua expressão aumentada e junto com a 

imunoprecitação na região promotora em macrófagos estimulados com LPS (MA et al., 2019).  

A regulação transcricional através das RasGTPases também pode ser vista em macrófagos 

tratados com ZNPs (nanopartículas de oxido de zinco). A ativação de PI3K e RasGTPases aciona 

a via de sinalização de MAPKs que fosforilam os fatores de transcrição da família NF-kB e as 

subunidades c-Jun e c-Fos do complexo AP-1, elevando por exemplo a expressão de COX-2 (ROY 

et al., 2014). Adcionalmente, a mutação dos sítios de ligação dos fatores de transcrição NF-, 

NF-IL6 e CRE na região de -327 à +59 do promotor de COX-2, reduz a atividade transcrional do 

gene em macrófagos estimulados com LPS (ROY et al., 2014). O fator de transcrição NF-IL6 pode 

ser conhecido por C/EBP-beta (AKIRA et al., 1990) que é um pro-oncogênico e também induzido 
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por macrófagos transformados com Myc/Raf (SEBASTIAN; JOHNSON, 2006), pode afetar a 

expressão de genes estimulados por LPS como Serpinb2 (UDOFA et al., 2013) e IL-6 (SPOONER 

et al., 2007). O gene TSC1 que codifica uma proteína supressora de tumores, inibe a polarização 

de macrófagos M1 atraves da sinalização RasGTPase/Raf1/MEK-ERK enquanto promove a 

polarização de macrófagos M2, que está associada à reparação tecidual, por meio do caminho 

dependente de mTOR e do fator de transcrição C/EBP-beta (WANG et al., 2022). O gene de IL-6 

possui outro fator de transcrição afetado por GTPases, em especifico K-Ras, sendo STAT3 que 

comumente está associado com macrófagos ativados por interferon (GOUGH et al., 2014).  

  O RasGEF1b que ativa a proteína Ras pertence a um grupo constituído por mais dois 

membros, RasGEF1a e RasGEF1c, que possuem a mesma estrutura (domínio REM e domínio 

catalítico CDC25), além de compartilharem relativa similaridade na sequência de aminoácidos 

(LEÃO et al., 2020). A expressão de RasGEF1b em macrófagos e células dendríticas é dominante 

e significativamente elevada em relação aos membros 1a e 1b (ANDRADE et al., 2010; LEÃO et 

al., 2020). Recentemente foi demonstrado que Rap2a é uma GTPase alvo de RasGEF1b, com 

resultados demonstrando que Rap2a é ativada por LPS em macrófagos e por RasGEF1b em células 

HEK293.  Porém, apesar de ser suficiente, esse GEF é apenas parcialmente necessário para a 

ativação de Rap2a nos macrófagos ativados por LPS (CARVALHO et al., 2019). 

Em camundongos, o perfil de expressão de Ras é mais abundante em cérebro, intestino e 

pulmões (ANDRADE et al., 2010). Estudos apontam que o gene RASGEF1B está em uma região 

genômica crítica em humanos cuja a haplosuficiência pode estar relacionado ao fenótipo da 

síndrome da deleção do cromossomo 4q21, caracterizada por dimorfismo facial, restrição do 

crescimento progressivo, déficit intelectual grave e fala ausente ou severamente atrasada 

(BONNET et al., 2010; ZARREI et al., 2017).            

Embora a função e os mecanismos de ação de RasGEF1b sejam obscuras, existem fortes 

indícios que a molécula possui um importante papel no sistema imune. Recentemente, a 

caracterização da região promotora do gene, encontrou evidências que a região mínima ativada por 

TLRs abriga elementos regulatórios de fatores de transcrição críticos e associados à resposta imune, 

tais como o NF-κB e o Sp-1 (LEÃO et al., 2020). Estudos de sequenciamento global de mRNAs 

sugerem que o RasGEF1b pode contribuir para a regulação da expressão de um grupo restrito de 

genes em macrófagos no estado de repouso ou ativados por LPS, incluindo um membro da família 
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Schlafen, o Slfn4, um gene responsivo a interferons e agonistas de TLRs, como LPS 

(FERNANDES et al., 2023). 

1.2. A Proteína Schlafen 

Os genes da família Schlafen (Slfn) foram inicialmente encontrados e descritas por Schwars 

et al (1998) como um grupo diferencialmente expresso no processo de maturação de células 

timócitos e ativação das células T de camundongos. Por meio de um alinhamento de aminoácidos 

os autores definiram sete membros baseado no tamanho da molécula e as dividiu em dois grupos, 

sendo o Slfn1 e 2 as menores, e do Slfn3-7 como os maiores possuindo 200 aminoácidos a mais na 

extremidade carboxy-terminal (SCHWARZ; KATAYAMA; HEDRICK, 1998). Trabalhos 

posteriores (GESERICK, 2004; MAVROMMATIS; FISH; PLATANIAS, 2013a; NEUMANN et 

al., 2008a; SOHN et al., 2007), apresentaram um reorganização das proteínas Slfn em três grupos 

baseados nas suas estruturas proteicas e outros características relacionadas a função na resposta 

biológica da célula. O primeiro subgrupo é formado pelo Slfn1, 1L e 2 com uma massa molecular 

de 37 à 42 kDa, o segundo subgrupo possui o Slfn3 e 4 com a massa molecular entre 58 e 68 kDa, 

e o último subgrupo é constituído pelo restante dos membros Slfn com massa molecular de 100 à 

104 kDa (Figura 1) (GESERICK, 2004; MAVROMMATIS; FISH; PLATANIAS, 2013a; 

NEUMANN et al., 2008a). 
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Figura 1: Organização da família Schlafen em murinos. As 10 proteínas Slfn murinas estão alinhadas 

em uma árvore filogenética à esquerda, que evidentemente divide a família em três subgrupos distintos. As 

caixas sombreadas representam regiões de alta conservação dentro das proteínas Slfn. O ‘‘ Slfn box ”e o 

domínio AAA divergente caracterizam todas as proteínas Slfn, enquanto o‘ ‘SWADL” e os domínios de 

DNA / RNA helicase são exclusivos dos subgrupos II e / ou III (GESERICK, 2004; NEUMANN et al., 

2008b). 

As funções dos Slfns evidenciam fortemente que eles possuem a sua expressão 

correlacionada com quiescência de células imunes, especificamente na modulação da mielopoiese 

(DING et al., 2016; MAVROMMATIS; FISH; PLATANIAS, 2013b; MERCHANT; DING, 2017; 

VAN ZUYLEN et al., 2011). Os membros da família de Slfn tem sua expressão induzida por 

interferons que podem ser produzidos em resposta, por exemplo, a DAMP’s de bactérias, vírus, 

fungo e parasitas. O reconhecimento de DAMP’s por receptores do tipo Toll inícia diversas 

cascatas de sinalização. Dentre estes receptores, destacam-se o TLR-3 e 4, que quando ativados 

por via independente de Myd88, modulam a resposta do sistema imune à uma inflamação e a 

indução de interferons (LU, Yong Chen; YEH; OHASHI, 2008). Os fatores de transcrição NF-B 

e IRFs (fator regulador de IFNs) fazem parte da modulação do sistema imune e levam à expressão 

de IFNs, que por sua vez induzem a expressão de outros genes responsivos aos IFNs (ISGs, do 

inglês IFN-stimulated genes), incluindo Slfn4 (DING et al., 2016; MAVROMMATIS; FISH; 

PLATANIAS, 2013b; MERCHANT; DING, 2017). 
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Slfn4 tem sido implicado como uma das principais moléculas envolvidas na regulação da 

mielopoiese durante a diferenciação de macrófagos derivados da medula óssea, assim como um 

marcador de uma população de células supressoras de origem mielóide sobre a mucosa gástrica 

(MDSC, do inglês Myeloid-Derived Supressor Cells) (DING et al., 2016; VAN ZUYLEN et al., 

2011). Uma análise de microarranjo de tecido gástrico de camundongos desprovidos de Gli1 – um 

fator de transcrição da via de sinalização Hedhehog – infectados com Helicobacter felis, identificou 

Slfn4 como um fator alvo e posteriormente sendo confirmado por imunoprecipitação da cromatina 

(EL-ZAATARI et al., 2013). O mesmo grupo de pesquisa realizou experimentos com células 

mielóides peritonieais de camundongos desprovidos de Gli1 e trataram com H. felis, recombinante 

de rSHH ou ambos, e interferon alfa. Os resultados mostraram que a expressão de Slfn4 foi 

consideravelmente prejudicada, não obtendo a sua expressão máxima quando comparada com os 

camundongos selvagens (DING et al., 2016). O uso de RNA de interferência de Slfn4 em MDSC 

SLFN4+ reduziu significativamente os níveis dos mRNAs de Arg1 e Nos2 (MERCHANT; DING, 

2017), reforçando a possível função imunossupressora. Este conjunto de dados reforça a possível 

função de Slfn4 como modulador e marcador de células de origem mielóides, diante de uma 

infecção. 

Por ser um gene responsivo a IFNs tipo I, Slfn4 pode potencialmente desempenhar algum 

papel nas respostas às infecções bacterianas e virais. Consistente com essa observação, a expressão 

de Slfn4 é aumentada em macrófagos em resposta à estimulação por LPS (VAN ZUYLEN et al., 

2011), e dados de transcriptoma publicados por outros relataram níveis elevados do mRNA de 

Slfn4 em BMDMs após infecção com vírus Sendai (TYNER et al., 2005), e nos pulmões de 

camundongos infectados com vírus influenza A/PR/8/34 (ENGLER et al., 2005). 

O Slfn12 e 12L são preditos como homólogos funcionais de Slfn4 em humanos, pois 

apresentam motivos semelhantes em suas sequências de aminoácidos. Em um trabalho recente que 

acompanhou por 13 anos indivíduos com metaplasia intestinal cujas lesões progrediram para câncer 

gástrico identificou que os níveis de Slfn5 aumentaram significativamente (MERCHANT; DING, 

2017). Slfn12L e Slfn5 foram mais expressos em células mielóides e células T, assim como ocorre 

com Slfn4 em camundongos (COMPANIONI NÁPOLES et al., 2017). Reunindo esses dados é 

possível predizer que indivíduos com inflamação gástrica possuem maior probabilidade de 

desenvolver metaplasia (COMPANIONI NÁPOLES et al., 2017; MERCHANT; DING, 2017). 
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Entretanto os mecanismos de como os genes da família Schlafen são regulados no contexto 

inflamatório, não são claras. 

1.3. O gene Serpinb2 

O SerpinB2, também conhecido como inibidor do ativador do plasminogênio tipo 2 (PAI-

2, do inglês Plasminogen activator inhibitor 2), está envolvido em muitos processos celulares 

dentro do sistema imune entre eles, imunomodulação da imunidade inata e adaptativa, regulador 

de autofagia em macrófagos (GEIGER; WAHLMÜLLER; FURTMÜLLER, 2015; SCHRODER; 

MAJOR; SUHRBIER, 2011). Por estar envolvido nestes processos celulares também é estimulado 

por diversos agentes externos como ligantes de TLR, infecções bacterianas, virais e parasitarias, e 

citocinas. O tratamento de células THP-1 e U937 com phorbol myristate acetate (PMA), um 

ativador de proteína quinase C (PKC) que geralmente é usado para diferenciação e indutor de 

proliferação celular, induz a expressão de SERPINB2 com a progressão do tempo (SCHUSTER; 

MEDCALF; KRUITHOF, 1993). A região promotora de SERPINB2 responsiva a PMA possui dois 

sítios para a ligação do complexo AP-1 e quando o sítio mais a montante é mutado, a ativação por 

luciferase é prejudicada (STRINGER; UDOFA; ANTALIS, 2012). O complexo AP-1 é formado 

por uma família de fatores de transcrição Fos e Jun estes fatores são ativados pela início da 

sinalização TLR (HU et al., 2007). Adicionalmente a super expressão da subunidade Fos-B pode 

causar a redução da ativadade de SERPINB2 (STRINGER; UDOFA; ANTALIS, 2012).  

O alinhamento da região 5’ de Serpinb2 com o SERPINB2 mostrou regiões conservadas 

entre eles, com a identificação de sítios de ligação para fatores de transcrição E BOX, PU.1, Oct-

1, C/EBP, CRE e AP-1 dentro do segmento de -539pb à +92pb de murino. Ao avaliar a atividade 

de luciferase do promotor pra cada sítio mutado, C/EBP, CRE e AP-1 foram os que tiveram a 

menor atividade em macrófagos em níveis basais e tratados com LPS  (UDOFA et al., 2013). Ao 

investigar a importância de C/ebp-beta sobre a indução de Serpinb2 em macrófagos peritoneais 

silenciados para Cebpb e tratados com LPS, há uma redução da expressão de Serpinb2 (UDOFA 

et al., 2013). O fator de transcrição C/EBP e o complexo AP-1 são moléculas ativadas por LPS/TLR 

induzindo a expressão de genes inflamatórios e citocinas (GANGWANI; KUMAR; BUCH, 2015; 

LIU, Xuefang et al., 2018; LU, Yong-Chen et al., 2009; ZHU et al., 2001). Portanto, ambos fatores 

de transcrição C/ebp-beta e AP-1 possuem papeis relevantes na ativação do Serpinb2 em 
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camundongos e humanos. No entanto, ainda não está muito claro qual é o mecanismo exato pelo 

qual esses fatores de transcrição atuam. 

A regulaçao transcriocional de Serpinb2 vai além de fatores de transcrição mas também por 

vias epigeneticas ou de RNAs não codificantes (ncRNAs). Um cluster de quatro ncRNAs 

nomeados 772, 773, 774 e 571 são encontrados a aproximadamente 21 kb de SERPINB2. Esses 

quatro ncRNAs estão dentro de duas regiões caracterizadas como enhancers apontados pelo 

marcadores epigeneticos de H3K4me1 e me2, H3K27ac em monócitos estimulados com LPS. 

Tanto a superexpressão ou knockdowns dos quatro ncRNAs alteram de forma diretamente 

proporcional a expressão de SERPINB2 por meio da interação de proteínas pausa-liberação (NELF 

e CDK9) e recrutamento de fatores de transcrição (c-Jun) (SHII et al., 2017). 

A indução da expressão de Serpinb2 é mais relevante em BMDMs, macrófagos peritoneais 

induzidos por tioglicolato e células dendríticas quando estimulados por agonistas de TLR, como 

LPS, CpG e Poly(I:C) (SCHRODER et al., 2010). Embora não haja evidências na literatura de que 

o gene seja induzido por citocinas como IFN do tipo I,  existem dados que sugerem que ele possa 

ser reprimido por IFN do tipo II (IFN-gama), bloqueando a ligação de STAT3, proteína c-Jun do 

complexo AP-1, p300, o componente MED1 e CDK8  (KANG et al., 2019, 2017). Adcionalmente 

existem experimentos em camundongos knockout de Serpinb2 mostrando que a transferência de 

macrófagos peritoneais residentes (RPMs) sem SerpinB2 tratados com OVA e LPS resultou em 

um número significativamente maior de células T secretoras de IFN-gama específicas para OVA, 

em comparação com a transferência de RPMs tratados de maneira semelhante de camundongos 

normais, indicando que Serpinb2 pode afetar a secreção de IFN do tipo II (SCHRODER et al., 

2010). O Serpinb2 também exerce função no aumento da secreção da citocina C5a e diminuição 

de IL-10 em camundongos knockout para Serpinb2 infectados com de Pneumococcal menigitis,  

além de aumentar a hemorragia no cérebro (TESKE et al., 2022). 

Os macrófagos peritoneais residentes (RPMs) expressam constitutivamente Serpinb2. Essa 

população de células é formada por duas subpopulações conhecidas como macrófagos peritoenais 

largos (LPMs) e pequenos (SPMs) (ROSAS et al., 2014; SCHRODER et al., 2010; SCHRODER; 

MAJOR; SUHRBIER, 2011). Macrófagos peritoneais residentes de animais no knockout para o 

gene aumentam a migração sobre o matrigel, provavelmente pela inibição dependente de uPA que 
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é uma molécula chave para a degradação extracelular possibilitando o deslocamento de macrófagos 

e monocitos (FLEETWOOD et al., 2014; SCHRODER et al., 2019). Assim como RPMs, a 

atividade migratória é aumentada e a fagocitose é reduzida em BMDMs de camundongos knockout 

para Serpinb2 estimulados com CCL2 e LPS/IFN-gama, respectivamente para cada experimento 

(SEN et al., 2020).  

Em uma análise de dados de microarranjo de cDNA de macrófagos peritoneais provenientes 

de camundongos knockout para GATA6 a expressão de Serpinb2 foi reduzida sugerindo que o 

fator induz a expressão do gene (ROSAS et al., 2014). Ao buscar fatores regulatórios utilizando 

uma lista de genes diferencialmente expressos (DEGs) de RPMs de camundongos Serpinb2R380A 

(mutado na região ativa) e de camundongos selvagens que migraram no matrigel, foram 

encontrados diversos fatores de transcrição associados à regulação positiva e negativa, bem como 

à polarização M1, especialmente ligados à resposta de interferon. Entre eles estão os IRFs (IRF1, 

3, 7 e 5), os STATs (STAT1 e 6) e os membros da família de NF-B (SCHRODER et al., 2019).  

Sendo assim, a regulação transcricional de Serpinb2 ainda é obscura em macrófagos pois o 

gene é responsivo a uma variedade de funções dentro da homeostase e no processo inflamatório. 

A busca por fatores de transcrição em macrófagos depende do estimulo dado a célula dificultando 

a busca por um elemento chave para a transcrição. A descoberta por meio do RNA-seq que indica 

a expressão reduzida do gene em BMDMs knockout para RasGEF1b tratados ou não com LPS, é 

uma novidade e mais um ponto para ser investigado e complementar o que se sabe sobre o gene. 

2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 Os macrófagos são células especializadas do sistema imunológico que 

desempenham um papel crucial na manutenção da homeostase dos tecidos, no combate a infecções 

e na regulação das respostas imunológicas. A regulação da expressão gênica nestas células é 

importante porque determina os programas moleculares que controlam a função, o comportamento, 

e pode ajudar a identificar novos alvos terapêuticos a fim de desenvolver tratamentos mais eficazes. 

Além disso, os perfis de expressão gênica nos macrófagos podem ser usados como biomarcadores 

para prever a progressão de doenças e a resposta à terapia, podendo melhorar assim o diagnóstico 

e prognóstico de muitas doenças. Ademais, ao estudar a expressão gênica nos macrófagos, 

podemos ter uma compreensão melhor de como ela é regulada por moléculas de função ainda 
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desconhecida e podem melhorar nossa compreensão das bases moleculares de regulação gênica. 

Em geral, o estudo da regulação de expressão de genes nos macrófagos tem um grande potencial 

para melhorar a saúde pública e avançar nossa compreensão da biologia.  

Análises de transcriptoma revelam que a expressão de Slfn4 é reduzida em macrófagos 

desprovidos de RasGEF1b em estado de repouso e ativados com LPS (FERNANDES et al, 2023). 

Adcionalmente, nossos dados de RT-qPCR confirmam a expressão reduzida de Slnf4, Serpinb2 e 

de genes do cluster, permitindo inferir a existencia de elementos regulatórios (motivos) e fatores 

de transcrição em comum que regulam a transcrição em macrófagos estimulados com LPS para 

este grupo seleto de genes. Portanto, a caracterização da região promotora de Slfn4 e o estudo da 

atividade da região regulatória de Serpinb2 poderá auxiliar na investigação por quais mecanismos 

RasGEF1b está regulando a expressão, junto com os demais genes do cluster apontados pelo RNA-

seq no contexto inflamatório.  Logo, nós hipotetizamos que RasGEF1b regula a expressão e 

ativação transcricional de Slfn4 e Serpinb2 em macrófagos em repouso e ativados na resposta 

imune.   
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

O objetivo principal é investigar o papel do fator RasGEF1b na regulação transcricional 

basal e induzida de Slfn4 e Serpinb2 em macrófagos. 

3.2. Objetivos específicos 

1 – Determinar os níveis de mRNA de  Serpinb2, Slfn4 e de genes do cluster em BMDM’s de 

camundongos do tipo selvagem e desprovidos de RasGEF1b tratados e não tratados com LPS, IFNs 

do tipo I e IFN-II. 

2 – Conduzir análises in silico da sequência nucleotídica a montante da sequência codificadora de 

Slfn4, Serpinb2 e de genes do mesmo cluster, indicados pelo RNA-seq, para a identificação de 

fatores de transcrição em comum associados ao estado ativado e inativado de macrófagos.  

3 – Identificar, por meio de análises in silico, a região promotora putativa de Slfn4 e determinar os 

sítios de ligação para possíveis fatores de transcrição responsáveis pelo estado basal e ativado de 

macrófagos 

4 – Avaliar a região promotora putativa de Slfn4 através de ensaios de luciferase a sua atividade 

transcricional após estimulação com IFN tipo I. 

5 – Avaliar o efeito da superxpressão de RasGEF1b sobre a atividade transcricional da região 

promotora de SerpinB2 sem e com mutações em sítios de ligação para fatores de transcrição, 

utilizando ensaios de gene repórter. 

6 – Determinar por ensaios de gene repórter a atividade transcricional da região promotora de 

Serpinb2 em macrófagos RAW264.7 silenciados de RasGEF1b antes e após a estimulação com 

LPS.  
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4. METODOLOGIA  

4.1. Animais e genotipagem 

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) foram providos pelo Centro de Bioterismo 

da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO, UFMG). Camundongos deleção ubíqua de 

RasGEF1b (RasGEF1b-KO) com background de C57BL/6 foram gerados pelo cruzamento de 

camundongos de Rasgef1bflox/flox com camundongos transgênicos CMV-Cre (FERNANDES et al, 

2023). Foram utilizados animais com idade de 8 a 12 semanas, machos ou fêmeas, para os 

experimentos. O manuseio dos animais para a obtenção de células da medula óssea para a 

diferenciação em BMDMs está de acordo com certificados aprovados pelo comitê de ética no uso 

de animal (CEUA) da UFMG (Nº dos protocolos: 155/2019 e 64/2019).  

Para o monitoramento do genótipo dos animais utilizados nos experimentos, foram 

realizadas PCRs a partir do DNA genômico obtido da cauda dos animais. Brevemente, um pequeno 

fragmento da cauda (2-5 mm) foi incubado em tampão de digestão (5mM EDTA, pH 8,0; 200mM 

NaCl; 100mM Tris, pH 8; 0,2% SDS; 0,4mg/mL de proteinase K, LGC Biotecnologia). Após a 

incubação overnight a 55ºC, a proteinase K foi inativada a 85ºC por 15 minutos, seguido de 

centrifugação em 16.000 g por 15 minutos. A fase aquosa da amostra foi submetida à precipitação 

com isapropanol (Sigma – Aldrich), centrifugada a 16.000g por 10 minutos para a obtenção do 

sedimento de DNA. Em seguida, o sedimento foi lavado em etano 70% (Sigma – Aldrich), 

centrifugado a 16.000 g por 5 minutos e por fim solubilizado em agua livre de DNase à 55ºC por 

2 horas. O DNA foi então armazenado a -20ºC até o uso.       

4.2. Cultivo de células imortalizadas 

Foram usadas nesse trabalho as linhas de células de embrião de rim humano HEK293, 

fibroblastos murinos L929  e macrófagos murinos RAW264.7. Para o cultivo das células, elas eram 

retiradas do nitrogênio ou -80ºC, descongeladas imediatamente em banho de água a 37ºC e 

transferidas para tubos de centrifuga de 15mL contendo 5mL de meio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium – Gibco), em seguida centrifugadas por 200g por 5 minutos. 

Posteriormente, o meio era desprezado para a eliminação de DMSO (Dimetilsufóxido) proveniente 

do meio de congelamento, e o sedimento ressuspendido em 6mL de meio DMEM suplementado 
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com 10% de soro fetal bovino (Gibco – USA) e antibiótico (100µg/mL estreptomicina / 100U/mL 

penicilina – Gibco – USA). As células eram então transferidas para garrafas de superfície tratada 

para cultura de células (T25 – Sarstedt) e incubadas em estufa a 37C e 5% de CO2. Ao atingirem a 

subconfluencia (entre 80-90%) era realizada a passagem para uma garrafa de maior área (T75 – 

Biofil) para a manutenção da cultura. Para a realização das passagens, o meio era desprezado e a 

monocamada de células era lavada com PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline) duas vezes. Em 

seguida, 1mL de tripsina  (0,5%) era adicionado, e a garrafa era incubada a 37ºC por 1 à 5 minuto. 

Posteriormente, 5mL de meio DMEM completo fresco era adicionado e as células eram 

ressuspendidas em um volume total de 6mL. Parte da suspensão era desprezada e o restante era 

completado em um volume final para 12mL. Para a manutenção das linhagens o estoque era 

constantemente renovado através do congelamento das culturas. Ao atingirem entre 80 a 90% de 

confluência, as células eram lavadas com PBS e tripsinizadas como já descrito, e eram 

ressuspendidas em meio de congelamento 90% de soro fetal bovino 10% de DMSO (Hybri-Max, 

Sigma). Um mililitro dessa suspensão era adicionado em criotubo (Corning) e transferido para um 

freezer -80C. 

As células L929 eram cultivadas para a obtenção do sobrenadante rico em M-CSF (do 

inglês, Macrophage colony-stimulating factor) usado na suplementação dos meios de diferenciação 

e manutenção de BMDM’s. Quando as células atingiam a subconfluencia, elas eram mantidas por 

10 dias em cultura com 30 mL de meio DMEM completo. Em seguida, o sobrenadante era coletado, 

centrifugado a 400 x g, 4°C por 10 minutos, filtrado em filtro estéril de 0.22µm e congelados em -

80°C até serem usados. 

  As células utilizadas eram frequentemente submetidas a testes de detecção de 

contaminação por Mycoplasma ssp. através de PCR para amplificação do rRNA 16s conservado 

entre as espécies de Mycoplasma (VAN KUPPEVELD et al., 1994). Usando os oligonucleotideos 

senso GPO3, 5’-GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3’ e antisenso MGSO, 5’-

TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3’. 

4.3. Geração de células RAW264.7 que expressam shRNA para RasGEF1b 

Células RAW264.7 estavelmente silenciadas de RasGEF1b foram geradas e caracterizadas 

por Cícera A. C. Santos (doutoranda do PPG-Biologia Celular da UFMG) e encontram-se descritas 
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em (FERNANDES et al, 2023). Brevemente, o vetor pLKO.1 lentiviral carregando o shRNA 

direcionado ao transcrito de RNA mensageiro RasGEF1b de camundongo foi obtido da Sigma 

(Sigma-Aldrich, EUA). O vetor pLKO.1 shRNA que codifica direcionado ao RNA mensageiro 

RASGEF1B humano foi utilizado como controle. As preparações de lentivírus foram realizadas 

como pseudotipos de vírus estomatite vesicular G (VSV-G) pela transfeção de células HEK293T 

com preparações de plasmídeos livres de endotoxina dos vetores pLKO.1, psPAX2 e pMD2.G na 

proporção 4:3:1 usando polietilenoimina (PEI). As células RAW264.7 (1 x 106) foram transduzidas 

em uma placa de 6 poços com 1,5 ml do vírus e selecionadas em meio contendo 5,0 μg/ml de 

puromicina três dias depois.  

4.4. Obtenção, cultivo de macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) e tratamentos 

BMDM’s de camundongos WT e RasGEF1b-KO foram obtidos por diferenciação ex vivo 

de células da medula óssea. As células precursoras da medula foram obtidas do fêmur e tíbia sendo 

diferenciadas durante sete dias em meio RPMI 1640 com 20% SFB, 30% de sobrenadante de 

cultura de células L-929 (fonte de M-CSF, do inglês macrophage-colony stimulating factor), 2mM 

de glutamina, 100U/mL de penicIlina, 100µg/mL de estreptomicina e 50µM de 2-mercaptoetanol 

(Vetec). Para os experimentos com BMDMs, as concentrações de SFB e sobrenadante de células 

L-929 foram reduzidas para 10% e 5%, respectivamente, um dia antes do início dos experimentos. 

As células eram plaqueados a 1x106 células/poço em placas de superfície tratada de 24 poços (Jet 

Biofil). Após 24 horas de plaqueamento eram feitas as estimulações com 100ng/mL de LPS 

(O55:B5 – Sigma-Aldrich, EUA), 1000U/ml de IFN-beta e 10ng/mL de IFN-gama (Catálogo: 

554587 – BD PharmigenTM). Para o experimento de estabilidade de RNA, BMDMs foram 

estimulados por 4 horas com LPS e tratados com 5µg/mL de actinomicina D e os dados foram 

normalizados para porcentagem.  

4.5. Extração de RNA total e síntese de cDNA 

O meio de cultura dos BMDM’s era desprezado, em seguida era adicionado o reagente 

TRIzol (Invitrogen) e a extração do RNA total seguiu as recomendações do fabricante. A 

quantificação e a razão 260nm/280nm foram determinadas em espectrofotômetro NanoDrop Lite 

(Thermo Scientific, USA). O RNA total foi armazenado a -80°C até ser processado. O cDNA foi 
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preparado com 1µg de RNA total, na presença de oligo-dT12-18 (0,5ug) e 200U da enzima 

transcriptase reversa MMLV-RT (Invitrogen) seguindo as recomendações do fabricante. Todos os 

procedimentos foram realizados com material autoclavado, plásticos e reagentes livres de RNAse. 

4.6. Oligonucleotídeos e condições termocíclicas  

Para RT-qPCR e PCR convencional, as sequências dos iniciadores foram obtidas no 

PrimerBank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) ou, quando não disponíveis, desenhadas a 

partir do programa Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Os seguintes iniciadores forward e reverso, respectivamente, 

foram usados (Tabela 1):  

 

Tabela 1: Lista de iniciadores utilizados para amplificação e as condições termociclicas utilizadas. em cada 

reação.

 

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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4.7. PCR quantitativo (RT-qPCR) 

As reações de RT-qPCR foram realizadas com o cDNA diluído 1:10 usado como DNA 

molde juntamente com 5µL do kit 2X SsoAdvanced SYBR Green Mix (BioRad) e 0,5 µL de cada 

iniciador a 10mM, e completando a reação com 2µL com Água Ultrapura. As reações eram 

colocadas em placas de 96 poços (Axygen) e transferidas para o termociclador CFX96 Touch 

(BioRad). As condições termocíclicas usadas, seguiram as recomendações do fabricante do kit 

SYBR Green PCR Master Mix. A especificidade das reações eram confirmadas pela curva de 

melting. Os dados foram normalizados pelo gene de referência Rpl32 e os níveis relativos de 

expressão foram analisados de acordo com a equação de 2-ΔCq, onde o ΔCt = Ct (gene alvo) – Ct 

(gene normalizador). 

4.8. Enriquecimento de motivos de DNA 

As sequências de DNA contendo 500 nucleotídeos a montante seguidos de 100 nucleotídeos 

a jusante do provável sítio de início da transcrição (TSS, do inglês transcripiton start site) das 

regiões promotoras dos genes foram obtidas do banco de dados EPD promoter 

(https://epd.epfl.ch//index.php). Em seguida, foram realizadas buscas por motivos comuns no 

grupo das sequências nucleotídicas usando a plataforma MEME (https://meme-

suite.org/meme/tools/meme) tendo como critérios: 1) 5 motivos, 2) zero ou que tenha uma 

ocorrência por sequência, 3) tamanho mínimo do motivo de 6 nucleotídeos, 4) tamanho máximo 

do motivo de 20 nucleotídoes, seguido da comparação dos motivos contra banco de dados de 

motivos conhecidos e classificação usando a ferramenta Tomtom (https://meme-

suite.org/meme/tools/tomtom).  O enriquecimento dos sítios de ligação para fatores de transcrição 

(motivos) foi analisado ao usar o banco de dados do catálogo de preferências de ligação de 

sequência inferida (CIS-BP, do inglês Catalog of Inferred Sequence Binding Preferences) 

(http://cisbp.ccbr.utoronto.ca/) (WEIRAUCH et al., 2014) e Pscan (http://159.149.160.88/pscan/). 

Também foi usado o Tfbind e foram selecionados fatores com score > 90% (https://tfbind.hgc.jp/).  

4.9. Análise da provável região promotora de Slfn4 

https://epd.epfl.ch/index.php
https://meme-suite.org/meme/tools/meme
https://meme-suite.org/meme/tools/meme
https://meme-suite.org/meme/tools/tomtom
https://meme-suite.org/meme/tools/tomtom
http://cisbp.ccbr.utoronto.ca/
https://tfbind.hgc.jp/
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A análise de sequência a montante do TSS visa buscar por elementos regulatórios de ligação 

a fatores de transcrição que estejam presentes na estrutura do promotor putativo de Slfn4 (Número 

de acesso: NC_000077.5). A região foi selecionada identificando os marcadores epigenéticos de 

H3K4me3 e H3K9ac, assim como dados de DNase-seq usando a plataforma do UCSC Genome 

Browser (https://genome.ucsc.edu/index.html). Em seguida foi feito um alinhamento da região de 

1764pb (-1670pb/+94pb) usando o Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) e mVista 

(https://genome.lbl.gov/vista/mvista/about.shtml) para buscar regiões conservadas entre diversas 

espécies. O rVista (https://rvista.dcode.org/) foi usado para comparar motivos conservados para 

fatores de transcrição no alinhamento das sequências nucleotídicas de Mus musculus e Rattus 

norvegicus. Para a identificação de microsatélites foi usado o programa online Microsatellite 

Repeats Finder (http://insilico.ehu.es/mini_tools/microsatellites/?info) com o comprimento 

mínimo de repetição tandem de 10, e o restante com as configurações padrão do programa, também 

foi usado e Tandem Repeats Finder (https://tandem.bu.edu/trf/trf.html). 

4.10. Transformação bacteriana 

 Os plasmídeos utilizados nesse trabalho foram transformados em bactérias 

quimiocompetentes DH5-alfa para a replicação e posterior obtenção dos mesmos em pequena e 

média escala. Para tal, as bactérias eram retiradas do freezer -80C e deixadas em gelo para 

descongelamento. Cem nanogramas de plasmídeo (Tabela 2) eram misturados a 100µL da 

suspensão de bactérias. A amostra era incubada por 30 minutos em gelo, seguido de choque térmico 

em banho de agua a 37C por 45 segundos e 2 minutos em gelo. Em seguida, 1mL de meio Luria 

Bertani (L.B. Medium – Kasvi) sem antibiótico era adcionado e a amostra era incubada por 1 hora 

e 37C em shaker orbital (MA410 – Marconi). A amostra era então centrifugada por 15 segundos, 

900µL do sobrenadante era descartado e o pellet formado era ressuspendido nos 100µL de LB 

liquido restantes, em seguida era plaqueado em placas de petri contendo ágar (Agar – Kasvi) 1,5% 

preparado em meio LB com 100µg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich). As placas eram incubadas 

em estufa a 37C por 16 horas. 

Os plasmidios comerciais pFLAG-CMV4 foi adquirido da Sigma, e o pGL3-basic e pRL-

TK da Promega, e pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b da GenScript Biotech, USA. O pGL3-Slfn4 (-

1670/+94) foi sintetizado pela empresa GenOne (Rio de Janeiro, Brasil). O pGLmP-539, pGLmP-

539mC/EBP, pGLmP-539mAP-1a, pGLmP-539mAP-1b e pGLmP-539mCRE foram cedidos 

https://genome.ucsc.edu/index.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://genome.lbl.gov/vista/mvista/about.shtml
https://rvista.dcode.org/
http://insilico.ehu.es/mini_tools/microsatellites/?info
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cordialmente por Toni M. Antalis. Essas construções foram sequenciadas para confirmar as 

mutações nos respectivos sítios. O pGL2-561 foi cordialmente cedido por Bryan Williams, The 

Cleveland Clinic Foundation, USA. 
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Tabela 2: Lista e descrição dos plasmídeos utilizados para transfecção. 

Plasmídeos Descrição 

pFLAG-CMV4 Plasmídeo de expressão eucariótica contendo o epítopo FLAG. 

pRL-TK Contém o gene da luciferase de celenterado Renilla sob o controle 
transcricional  do promotor do gene da timidina cinase do vírus HSV-1. 

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

pGLmP-539 Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA de 631 nucleotídeos (-539/+92) da sequência 
não-codificadora de Serpinb2 murino (UDOFA et al., 2013). 

pGLmP-
539mC/EBP 

Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA de 631 nucleotídeos (-539/+92) da sequência 
não-codificadora de Serpinb2 murino com o sítio de C/EBP mutada 
(UDOFA et al., 2013). 

pGLmP-539mAP-
1a 

Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA de 631 nucleotídeos (-539/+92) da sequência 
não-codificadora de Serpinb2 murino com o sítio de AP-1a mutada 
(UDOFA et al., 2013). 

pGLmP-539mAP-
1b 

Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA de 631 nucleotídeos (-539/+92) da sequência 
não-codificadora de Serpinb2 murino com o sítio de AP-1b mutada 
(UDOFA et al., 2013) 

pGLmP-539mCRE Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA de 631 nucleotídeos (-539/+92) da sequência 
não-codificadora de Serpinb2 murino com o sítio de CRE mutada 
(UDOFA et al., 2013) 

pcDNA3.1-FLAG-
RasGEF1b 

Plasmídeo de expressão eucariótica de RasGEF1b (NM_145839) foi 
clonado no pcDNA3.1+-DYK contendo o epítopo FLAG no N-terminal 
DYKDDDDK. 

pGL3-Slfn4 (-
1670/+94) 

Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA de 1764 nucleotídeos (-1670/+94) da 
sequência não-codificadora de Slfn4 murino. 

pGL2-561 Contém o gene da luciferase de vagalume sob o controle transcricional 
de um segmento de DNA da sequência não codificadora -134pb à +1pb 
de Ifit1 (BANDYOPADHYAY et al., 1995). 
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4.11. Obtenção de DNA plasmidiano em pequena (miniprep) e média escala (midiprep) 

 As colônias de bactérias DH5-alfa transformadas eram selecionadas das placas de petri e 

individualmente inoculadas em tubos de polipropileno (15mL) contendo 5 mL de meio LB com 

ampicilina a 100µg/mL. Os tubos eram incubados sob agitação a 37oC por 16 horas. Para a extração 

dos plasmídeos em pequena escala o “Plasmid Mini Purification Kit” (Mebep Bioscience) era 

utilizado de acordo com o protocolo do fabricante. Para a obtenção dos plasmídeos em média escala 

eram utilizados os kits “GenEluteTM HP Plasmid Midiprep” (Sigma-Aldrich) e “GenEluteTM 

Endotoxin-Free Plasmid Midiprep” (Sigma-Aldrich), sendo que este último usado para a obtenção 

de DNA plasmidiano livre de endotoxinas de acordo com o protocolo do fabricante.   

4.12. Transfecções 

Células HEK293 e RAW264.7 foram plaqueadas 2,5x105 células/poço em placas de 24 

poços, no dia seguinte as transfecções eram realizadas quando as células apresentavam confluência 

80-90%. Quatrocentos nanogramas do plasmídeo pGLmP-539 e pGL3-Slfn4 foram transfectados 

juntamente com 100ng do plasmídeo pRL-TK que promove a expressão constitutiva da luciferase 

da Renilla, usado como normalizador nos ensaios de gene repórter. Um micrograma e três 

microgramas do plasmídeo de RasGEF1b foram transfectados para avaliar a ativação do promotor 

pGLmP-539. A quantidade de DNA transfectado era mantida constante pela transfecção do 

plasmídio pFLAG-CMV4 (vetor vazio) nas células que não recebiam plasmídeos de expressão 

citados. As transfecções foram realizadas através do método catiônico por meio do uso do reagente 

polyethyleneimine (PEI) na proporção 5:1 (µL de PEI : µg de DNA/poço). A mistura era 

vigorosamente vortexada por 10 segundos e incubada por 10 minutos à temperatura ambiente. 

Eram adicionados 200µL de DMEM suplementado com 10% SFB e 1% penicilina/streptomicina, 

e o volume total de 300µL da mistura era adicionado a cada poço. As placas eram incubadas em 

estufa, e a transfecção ocorria por 18 horas até a obtenção do extrato para ensaio de gene repórter.  

4.13. Obtenção do extrato celular e ensaio de gene repórter 

Para a obtenção do extrato celular e leitura de gene repórter, o meio de cultura de cada poço 

foi aspirado por sucção a vácuo e adcionado 200µL de tampão de lise passiva (PLB 1X, do inglês 

Passive Lysis Buffer) (Promega). A placa era incubada a temperatura ambiente em um shaker 



38 
 

[Digite aqui] 
 

orbital por 15 minutos, posteriormente era armazenada no -20C até o momento da leitura da 

luminescência. Para tal, as amostras eram descongeladas e dez microlitros dos extratos de HEK293 

ou RAW264.7 eram adcionados em uma placa opaca de cor branca (FluoroNunc, Nunc, EUA). Em 

seguida, 40µL do reagente “LARII” (Promega) foi acrescentado e as amostras foram lidas no 

aparelho no LuminoSkan (Thermo Scientific). Após a leitura da luciferase de vagalume (Photinus 

pyralis), a placa foi retirada do aparelho e adcionado 40µL do reagente “Stop & Glo” (Promega) 

para a leitura da luciferase de Renilla em cada poço. A atividade relativa da luciferase de cada 

repórter transfectado era determinada e normalizada pela razão do valor da leitura luciferase do 

vagalume sobre o valor da leitura da luciferase da Renilla (dada pelo plasmidio pRL-TK) ou pela 

quantidade de proteína por µg/µL de extrato celular obtido para cada amostra através de ensaios 

de Bradford usando o Bio-Rad protein assay reagent.    

4.14. Análises estatísticas 

Os dados foram expressos com média ± desvio padrão. Os experimentos de RT-qPCR 

foram realizadas com triplicata biológica. Para os ensaios de gene repórter foram realizadas 

duplicatas ou triplicatas técnicas. Cada vial de células descongeladas era considerada uma replica 

biológica e as quantidades de experimentos independentes variaram entre 1 à 5. As comparações 

entre dois grupos foram feitas usando o teste T de Student. Resultados com significância estatística 

foi determinada como * p <0,05, ** p <0,01 e p <0,001. Todas as análises estatísticas e plotagem 

gráficas foram realizadas utilizando o software GraphPrism 7.0. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Expressão de Slfn4 e de outros genes do cluster em macrófagos desprovidos de RasGEF1b  

Um cluster formado por um conjunto de sete genes cuja expressão encontra-se reduzida em 

macrófagos deficientes do fator RasGEF1b estimulados com LPS foi identificado em análises de 

transcriptoma (Figura 2) (FERNANDES et al., 2023). Conforme descrito, as análises indicaram 

que o Slfn4 foi o gene cuja expressão foi mais significativamente reduzida (2,12 vezes, FDR 9.33 

x 10-25) em seguida ao Rasgef1b (FDR 1.3 x 10-84). Interessante, a expressão de Slfn4 foi encontrada 

também reduzida significativamente em macrófagos RasGEF1b-KO não estimulados. Assim, ao 

examinar no trabalho desta tese os níveis do mRNA por RT-qPCR, nós verificamos que as 

diferenças de expressão de Slfn4 (Figura 3) e de outros genes do cluster no intervalo de até 4 horas 

após a estimulação com LPS (Figura 4A-D) apresentam uma tendência similar aos dados do 

sequenciamento de mRNA. Nós examinamos também os níveis de mRNA em resposta à 

estimulação com LPS em 18 horas. Os resultados (Figura 5A-D) mostram que os níveis de mRNA 

de todos os genes avaliados foram elevados nos macrófagos derivados dos dois genótipos após a 

estimulação. Porém, os níveis do mRNA dos genes avaliados encontram-se reduzidos nos 

macrófagos RasGEF1b-KO tratados ou não com LPS (Figura 4 e 5A-D). 
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Figura 2: Cluster dos genes de expressão reduzida em BMDMs de camundongos WT e RasGEF1b-

KO não estimulados (untreated) ou estimulados com LPS por 4h (LPS-treated), apontados pelo RNA-

seq. Foi utilizado 100ng/mL de LPS. n = 3. (Figura adaptada de FERNANDES et al., 2023) 
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Figura 3: Análise dos níveis de mRNA por RT-qPCR de Slfn4 em BMDM’s comparando os grupos 

desprovidos de Rasgef1b (RasGEF1b-KO) e selvagem (WT) tratados com LPS em 4 e 8 horas. As 

células foram estimuladas com 100ng/mL ou não (UT-untreated). Normalizado pelo Rpl32. Barras 

representam média e +/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001, determinado pelo teste t-

student não pareado. n = 3 replicatas biológicas. 
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Figura 4: Análise dos níveis de mRNA por RT-qPCR de (A) Ch25h, (B) Selp, (C) Cd38 em BMDM’s 

comparando os grupos desprovidos de Rasgef1b (RasGEF1b-KO) e selvagem (WT) tratados com LPS 

em 2 e 4 horas. As células foram estimuladas com 100ng/mL ou não (UT-untreated). Normalizado pelo 

Rpl32. Barras representam media e +/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001, determinado 

pelo teste t-student não pareado. n = 3 replicatas biológicas. 
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Figura 5: Análise da expressão de mRNA por RT-qPCR de (A) Slfn4, (B) Cd38, (C) Selp e (D) Ch25h 

comparando os grupos desprovidos de Rasgef1b (RasGEF1b-KO) e selvagem (WT) tratados com LPS 

em horas 18 horas. As células foram estimuladas com 100ng/mL ou não (UT-untreated). Normalizado pelo 

Rpl32. Barras representam media e +/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001, determinado 

pelo teste t-student não pareado. n = 3 replicatas biológicas. 

 

O papel de RasGEF1b foi também avaliado em macrófagos RAW264.7 silenciados pela 

tecnologia de shRNA. Examinamos os níveis de expressão de dois genes do cluster, além de Slfn4 

e RasGEF1b, em macrófagos estimulados com LPS por 4 horas. Os resultados mostraram que os 

níveis de expressão de Rasgef1b confirmam o silenciamento do gene. Os demais genes, incluindo 

Slfn4 e Cd38, apresentaram um perfil comparável ao encontrado em BMDMs, sendo que os níveis 

de expressão foram menores nos macrófagos não tratados e estimulados com LPS, exceto para 

Ch25h (Figura 6). 
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Figura 6: Análise da expressão de mRNA por RT-qPCR de (A) Rasgef1b (B) Cd38, (C) Slfn4 e (D) 

Ch25h comparando os grupos desprovidos de Rasgef1b (sh-RasGEF1b) e selvagem (sh-Control) 

tratados com LPS em horas 4 horas. As células foram estimuladas com 100ng/mL ou não (UT-untreated). 

Normalizado pelo Rpl32. Barras representam media e +/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 

0.001, determinado pelo teste t-student não pareado. n = 3 replicatas biológicas. 

5.2. Análise in-silico dos genes do cluster e estímulos com IFN-tipo I e II 

Dado o perfil de expressão similar de Slfn4 com os demais genes do cluster analisados nos 

macrófagos RasGEF1b-KO não tratados ou estimulados com LPS, nós hipotetizamos que suas 

regiões promotoras abrigam elementos regulatórios para fatores de transcrição específicos em 

comum. As análises in silico revelaram cinco motivos únicos de ligação para fatores de transcrição 

específicos com scores significativos (p value < 0.005) (Figura 7A). O programa TOMTOM 

identificou uma lista de fatores de transcrição com alta probabilidade de se ligar a esses motivos, 

entre eles: IRF-1, IRF-2, IRF-7, IRF-9, STAT-3, STAT-1::STAT-2, SPIB e GATA-1 (Figura 7B). 

Uma busca adicional foi realizada usando o programa PSCAN para -1000pb a montante das 

sequências codificadoras e com o banco de dados TRANSFAC selecionado. Foram encontrados 
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57 sítios de ligação em comum com p < 0.1, entre eles podemos destacar OCT-1, NFKAPPAB65, 

CEBP, STAT5A, POU3F2, GATA2, STAT1, ATF, CREL, GATA1, CEBPB, CREB, AP1 (Tabela 

3). Enquanto os fatores GATA-1 e SPIB – pertencente a família de fatores ETS, e ATF indicados 

pelos programas TOMTOM e PSCAN medeiam a regulação inicial de genes durante o 

desenvolvimento hematopoiético e resposta basal a estímulos em macrófagos (GUPTA et al., 2010; 

LABZIN et al., 2015), o IRF-1 tem sido implicado na regulação da expressão de genes tanto em 

nível basal quanto induzida por interferons (IFNs) em macrófagos (LANGLAIS; BARREIRO; 

GROS, 2016). Portanto, nós decidimos conduzir um experimento em que BMDMs do tipo 

selvagem e RasGEF1b-KO foram tratados com IFN-beta (IFN do tipo I) ou IFN-gama (IFN do tipo 

II) em diferentes intervalos de tempo para examinar os níveis do mRNA de Slfn4, Ch25h e Cd38. 

Os resultados mostram que o IFN-beta induziu de modo significativo a expressão de Slfn4 nos 

macrófagos do tipo selvagem e knockout. No entanto, os níveis do mRNA de Slfn4 encontram-se 

reduzidos nos macrófagos knockouts tanto em estado estacionário quanto estimulado por IFN, 

porém essa diferença não é suportada estatisticamente nos tempos mais tardios (Figura 8A). 

Entretanto, Cd38 e Ch25h não foram induzidos mas continuaram sendo menos expressos quando 

comparados com o selvagem (Figura 8B e C). Em macrófagos estimulados com IFN-gama, nós 

observamos que a expressão de Slfn4 encontra-se significativamente reduzida nas células 

knockouts em níveis comparáveis àqueles das células não tratadas (Figura 9A). Adcionamente, a 

expressão de Ch25h e Cd38 apesar de as diferenças entre os genótipos não serem significantes 

estatisticamente, os camundongos knockouts permaneceram com uma baixa expressão sendo que 

em 24 horas essas diferenças aumentam (Figura 9B e C). Esses resultados prontamente sugerem 

que RasGEF1b contribui para manter a ativação transcricional basal de Slfn4 em macrófagos e 

tornar possível a elevação em níveis máximos nas células ativadas por agentes inflamatórios. 
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Figura 7: Identificação de motifs de ligação para fatores de transcrição para os genes do cluster de 

indicados pelo RNA-seq. Esquema comparando as regiões +500pb e -100pb dos genes Rasgef1b, Ch25h, 

Selp, Serpinb2, Cd38, Slfn4 e G530011O06RIK identificando a localização dos sítios de ligação para fatores 

de transcrição usando o MEME (A) e quais fatores para os sítios de ligação usando o TOMTOM (B). 
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Tabela 3: Lista de fatores de transcrição com maior probabilidade de ligação no DNA dos genes do cluster. 

A região de -1000pb a montante da gegão codificadora foi analisada pelo programa PSCAN e selecionado 

fatores de transcrição com p-value < 0.1 relacionados a regulação imune e basal. Foi selecionado o banco 

de dados TRANSFAC e o matrix ID representa o código de identificação. 

 

 

Transcription factor Matrix ID Z-score P-value Standard deviation

OCT1 M00135 277342 0,002773 0,0206656

OCT1 M00161 226208 0,011835 0,0514213

OC M00210 222188 0,013131 0,0657597

NFKAPPAB65 M00052 222191 0,013137 0,0469399

ATF M00017 170076 0,044471 0,0538859

GATA2 M00348 169165 0,045345 0,0366429

NFKAPPAB M00054 167634 0,046815 0,050391

CREL M00053 162002 0,052585 0,0502637

GATA1 M00347 160832 0,053873 0,0290258

CEBPB M00117 156193 0,05913 0,0331093

CREB M00178 153284 0,062628 0,0551323

OCT1 M00195 152867 0,063144 0,0496903

GATA3 M00350 15229 0,063865 0,0521092

CEBP M00190 149375 0,067592 0,0390259

STAT4 M00498 149321 0,067668 0,0195363

AP M00199 14865 0,068558 0,0401163

CREB M00177 148194 0,069148 0,049915

GATA1 M00346 139857 0,080939 0,058522

STAT5A M00499 210313 0,017723 0,00671815
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Figura 8: Análise de expressão de BMDMs estimulados com interferon beta. Análise da expressão de 

mRNA por RT-qPCR de (A)Slfn4, (B)Cd38 e (C)Ch25h em BMDM’s de camundongos selvagens (WT) e 

deficientes de Rasgef1b (Rasgef1b-KO) estimulados com IFN-beta em diferentes intervalos de tempos. 

Barras representam media e +/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001 determinado pelo teste 

T de Student não pareado. n = 3 réplicas biológicas. 
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Figura 9: BMDMs estimulados com interferon-gama. Análise da expressão de mRNA por RT-qPCR de 

(A)Slfn4, (B)Ch25h, (C)Cd38 e (D)Rasgef1b em BMDM’s de camundongos selvagens (WT) e deficientes 

de Rasgef1b (Rasgef1b-KO) estimulados com IFN-gama (10ng/mL) ou não (UT) em diferentes intervalos 

de tempos. Barras representam media e +/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001 determinado 

pelo teste T de Student não pareado. n = 3 réplicas biológicas. 

 

Um dos caminhos para a regulação dos níveis de mRNA de um gene pode ser relacionada 

com a estabilidade do RNA. A inibição da síntese de RNA pela ligação da actinomicina D no DNA 

pode ser usada nesses casos, uma vez que as moléculas de RNA existentes nas células não são 

substituídas por novas recém sintetizadas. Portanto, realizamos um experimento em BMDMs 

knockout para RasGEF1b e selvagens pré-estimulados com LPS por 4 horas e em seguida tratamos 

com actinomicina D. Nossos resultados mostram que não há diferenças estatísticas entre os dois 

genótipos ao longo do tempo de 2 horas, excluindo a possibilidade de RasGEF1b estar envolvido 
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nesta via (Figura 10). Sendo assim, a outra possibilidade de estudar a regulação do Slfn4 é a busca 

por fatores de transcrição na região promotora que possibilitam a transcrição do gene. 

 
Figura 10: Análise de expressão de mRNA por RT-qPCR de Slfn4 em diversos tempos em BMDMs 

de camundongos WT e deficientes de RasGEF1b estimulados com LPS e tratados com actinomicina 

D. As células foram estimuladas com 100ng/mL de LPS. Normalizados pelo Rpl32. Os resultados são 

apresentado em porcentagem versus o tempo em horas:minutos. Barras representam média e +/- desvio 

padrão. N = 3 réplicas biológicas. 

 

5.3. Análise In-Silico de Slfn4  

Regioes da cromatina acessível e modificações pos-traducionais de nucleossomos como 

metilação e acetilação de histonas são utilizadas para predizer regiões regulatórias transcricionais, 

como os promotores e enhancers (KIM; SHIEKHATTAR, 2015; THURMAN et al., 2012). Através 

do banco de dados ENCODE identificamos marcadores epigeneticos de regiões 

transcricionalmente ativas como H3K4me3 e H3K9ac, e a ocupação constitutiva da RNA 

polimerase II para BMDMs, e uma variedade de células envolvidas no sistema imune como 

linfócitos B e Treg (Figura 11A). Também foram realizadas análises de ChiP-seqs para fatores 

regulatórios usando a ferramenta ReMap Atlas do Genome Browser. O ReMap Atlas integra os 

bancos de dados do GEO, ArrayExpress e ENCODE, para uma variedade de células e tratamentos, 

entre elas os BMDMs. Usando essa ferramenta é possível observar uma densidade de fatores de 

transcrição relacionados a resposta inflamatória como IRF, STAT, CEBP e JUN, dentro das regiões 
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transricionalmente ativas com H3K4me3, H3K4me1 e H3K27a (Figura 11B). Essa região de 

1764pb (-1670pb à +94pb) foi selecionada como uma região promotora putativa do Slfn4. 

 

Figura 11: Identificação de regiões da cromatina acessíveis e os fatores de transcrição ligadas 

identificadas por ChiP-seq para Slfn4. As Faixas de ChiP-seq (A) antiH3K4m1, H3K4m3 e H3K27a e 
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RNA polimerase II publicamente disponíveis provenientes do banco de dados ENCODE/LICR; e ReMAP 

(B) para fatores de transcrição comumente associados a resposta imune são mostradas para BMDM’s ao 

longo da região 5’ não traduzida de Slfn4 utilizando-se o navegador de genomas UCSC. Os trechos escuros 

mostram a região enriquecida para cada um dos marcadores investigados. 

 

Para encontrar sítios conservados de ligação para fatores de transcrição, realizamos uma 

análise de Blastn usando a região promotora putativa de -1670pb e +94pb (1764pb) do Slfn4 

(Número de acesso: NC_000077.5). Ao comparar o alinhamento da sequência de Slfn4 com as 

demais, apenas o Slfn4 de Ratus novergicus apresentou identidade significativas de 83.18% 

(Figura 12A e 13). O alinhamento da sequência de 1764pb de rato e camundongo com mVISTA 

(Figura 12B) reforçou um padrão de regiões conservadas encontradas no Blastn. Posteriomente, 

foram encontrados 80 sítios conservados entre as duas espécies usando o rVISTA com scores acima 

de 90%. Entre os sítios para os fatores de transcrição conhecidos para macrófagos ativados e não 

ativados identificados, foram o STAT, IRF, SP, ISRE, NFkappaB e AP-1 com scores de 95%, 90%, 

100%, 90%, 95% e 100%, respectivamente (Tabela 3). A busca por elementos regulatórios na 

região promotora 1764pb de Slfn4 em camundongo usando TFbind, TOMTOM e CIS-BP, 

identificou fatores como: C/EBP (-1514/-1500, -1321/-1307, -1122/-1108, -333/-320), NF-KappaB 

(-1381/-1371), SP-1 (-1312/-1302, -1097/-1087, -282/-272), STAT-3 (-413/-395), STAT-1 (-299/-

291), IRF-1/2 (-238/-223), ISRE (-236/-221), IRF-1/7 (-166/-151) e AP-1 (-72/-61, -44/-33) 

(Figura 14). 

Alem da busca de motivos de ligação para fatores de transcrição ao longo da sequencia de 

1764pb de Slfn4, também foi encontrada regiões de repetições GT identificadas como 

microssatélites usando o GenomeBrowser (Figura 11A). As repetições GT em camundongos está 

localizado -937pb à -546pb com o tamanho de 394pb na região promotora. Esse microssatélite 

também é encontrado em ratos com o tamanho de 74 pb, localizado a -1120pb à -1194pb. A 

conservação das sequencias repetitivas é encontrada dentro das duas regiões conservadas indicadas 

pelo alinhamento do Blastn (Figura 13).    
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Figura 12: Alinhamento da sequência de 1764pb do Mus musculus com Ratus novergicus usando o (A) 

Blastn (discontiguous megablast) e o (B) mVISTA. 
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Figura 13: Alinhamento das regiões conservadas de 1764pb do Mus musculus com Ratus novergicus 

usando o Blastn (discontiguous megablast). Em negrito os sítios para os fatores de transcrição 

conservados indicados pelo rVista e em azul a região repetitiva com ciclos de GT indicados pelo Repeats 

Finder. 
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Tabela 3: Lista de sítios de ligação para fatores de transcrição comumente associados a resposta imune e a 

regulação basal. 

 

 

 

Figura 14: Sequência de 1764pb do Mus musculus com a identificação dos sítios de ligação para os fatores 

de transcrição apontados pelo TFbind, TOMTOM e CIS-BP (em negrito) e a região de microssatélite 

indicada pela Microsatellite Repeats Finder (em azul). 

Transcription factor Strand Position murine Sequence murine Position rat Sequence rat Score

SRF + 712-729 cCCAAAGAAAGcaaaggc 369-386 cCCAAAGAAAGcaaagtg 100.00

SP1 - 1387-1399 ctccCCTCCCcca 1297-1309 ttccCCTCCCcca 100.00

TFIII - 1391-1399 CCTCCCCCa 1301-1309 CCTCCCCCa 100.00

SP1 + 1389-1398 cCCCTCCCcc 1299-1308 cCCCTCCCcc 100.00

AP1 - 1626-1638 tgaTGACTCAatt 1487-1499 tgaTGACTCAgac 100.00

AP1 + 1627-1637 gaTGACtcaat 1488-1498 gaTGACtcaga 100.00

IKZF2 + 1268-1279 ctctGGGAagcc 598-609 ctctGGGAaggc 95.00

OCT1 - 694-705 AATTAGAATAaa 351-362 AATTAGTATAaa 95.00

NFKB - 1367-1380 gaGCAAATTTCCct 1277-1290 gaGCAAATTTCCct 95.00

STAT1 + 1372-1379 aatTTccc 1282-1289 aatTTccc 95.00

IRF + 1433-1447 ggtagTTTCACTTtt 1342-1356 tgtagTTTCATTTtt 90.00

ICSBP - 1435-1446 TAGTTTCACTTt 1344-1355 TAGTTTCATTTt 90.00

ISRE + 1435-1449 tAGTTTCACTTTtgt 1344-1358 tAGTTTCATTTTtgt 90.00

IRF1 - 1436-1448 agTTTCACTTTtg 1345-1357 agTTTCATTTTtg 90.00

IRF2 - 1436-1448 agTTTCACTTTTG 1345-1357 agTTTCATTTTTG 90.00

IRF - 1437-1447 gTTTCACTTtt 1346-1356 gTTTCATTTtt 90.00
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O segmento de DNA compreendendo (-1670pb a +94pb) de Slfn4 (Figura 15A) foi clonada 

no plasmídeo pGL3-basic (Figura 15B) e confirmada pela digestão de XhoI e SacI, linearizando 

o plasmídeo e liberando o inserto de 1764pb (Figura 16A). A atividade dessa região foi analisada 

através de transfecção transiente e ensaio de gene repórter em células HEK293 estimulados com 

IFN-A1. A construção pGL3-1670pb/+94pb apresentou uma atividade 20 vezes maior quando 

comparadas com as não tratadas (Figura 16B-C). Entretanto, uma caracterização dos efeitos de 

RasGEF1b sobre a atividade transcricional dessa região ainda é necessária. 
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Figura 15: (A) O segmento de 1764pb (-1670pb/+94pb) da região não-codificadora de Slfn4 foi 

clonado entre os sítios de MluI e XhoI do (B) plasmídeo pGL3-basic. No esquema está indicada a posição 

dos principais sítios de ligação para fatores de transcrição associados a resposta imune identificados in silico 

em relação a TSS (seta; +1). 
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Figura 16: Análise da região de 1764pb de Slfn4 em células HEK293 tratadas com IFN-A1. (A) 

Confirmação do tamanho do plasmidio pGL3-basic (4818pb) contento a região promotora 1764pb de Slfn4 

através da digestão de XhoI e SacI. A amostra foi fracionada em gel de agarose 0.9% contendo brometo de 

etidio para diagnóstico. Marcador de DNA: 1kb DNA ladder plus (Invitrogen). N.D. = Não digerido. (B) e 

(C) Células HEK293 foram cotransfectadas com pGL3-basic, pGL3-Slfn4 (-1670pb/+94pb) e pGL2-561 

juntamente com pRL-TK durante 24 horas. Em seguida as células  foram estimuladas com IFN-A1 

(1000U/mL) ou não (UT) por 18 horas. O plasmídeo pGL2-561 contendo a região promotora do gene Ifit1 

(-134pb/+1pb) foi usado como controle positivo para o estimulo de IFN-A1. Os lisados foram coletados e a 

atividade de luciferase medida em luminômetro. Os resultados são representados pela atividade relativa de 

luciferase do vagalume (B) e o fold comparando com as células não tratadas para os seus respectivos 

plasmídeos (C) normalizado pela atividade da luciferase da Renilla (pRL-TK), e o número de vezes 

comparados com o não tratado de cada plasmídeo. 

  

5.4. Ativação transcrional de Serpinb2 em macrófagos desprovidos de RasGEF1b  

Em seguida ao Slfn4, a expressão de Serpinb2 foi identificada com alta significância 

estatística (FDR 6,4 x 10-9) dentre os genes diferencialmente expressos e de função conhecida no 

transcriptoma de macrófagos RasGEF1b-KO tratados com LPS (FERNANDES et al., 2023). 

Nossos resultados de RT-qPCR confirmam a expressão reduzida de Serpinb2 em BMDMs e células 
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RAW264.7 com RasGEF1b knockout ou silenciados respectivamente nos estados não ativados e 

ativados por LPS (Figura 17).  

 

  
Figura 17: Expressão de Serpinb2 em macrófagos estimulados com LPS. (A) Análise dos níveis 

de mRNA por RT-qPCR de Serpinb2 em BMDM’s comparando os grupos desprovidos de Rasgef1b 

(RasGEF1b-KO) e selvagem (WT) em 4, 8 e 18 horas de estimulo com LPS. (B) Células RAW264.7 com 

shRNA controle e shRNA RasGEF1b em horas 4 horas tratados com LPS ou não (UT). Foi usado 100ng/mL 

de LPS em todas as células tratadas. Os daos foram normalizado pelo Rpl32. Barras representam media e 

+/- desvio padrão. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001, determinado pelo teste t-student não pareado. n = 3 

replicatas biológicas. 
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Para avaliar, portanto, a capacidade do RasGEF1b em ativar a região promotora de 

SerpinB2, nós buscamos identificar a região da cromatina acessível de BMDMs através dos 

marcadores H3K4m1, H3K4m3 e H3K27a, posteriormente usando a ferramenta ReMAP também 

disponível no Genome Browser identificamos os principais fatores de transcrição relacionados a 

resposta inflamatória em experimentos de ChiPSeq, como STAT, IRF, C/EBP, RELA, ATF e as 

subunidades do complexo AP-1, FOS, JUN e JUNB (Figura 18). 
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Figura 18: Identificação de regiões da cromatina acessíveis e os fatores de transcrição ligadas 

identificadas por ChiP-seq para Serpinb2. Faixas de ChiP-seq (A) antiH3K4m1, H3K4m3 e H3K27a e 

RNA polimerase II publicamente disponíveis provenientes do banco de dados ENCODE/LICR; e (B) 

ReMAP para fatores de transcrição comumente associados a resposta imune são mostradas para BMDM’s 

ao longo da região 5’ não traduzida de Slfn4 utilizando-se o navegador de genomas UCSC. Os trechos 

escuros mostram a região enriquecida para cada um dos marcadores investigados. 
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 A região promotora de -539 de Serpinb2 já foi clonada e caracterizada (UDOFA et al., 

2013) contendo elementos regulatórios críticos para ativação transcricional de SerpinB2. O 

plasmídeo pGLmP-539 foi transfectado em células HEK293 juntamente com quantidades 

crescentes de pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b. Os resultados demonstram que tanto a menor quanto 

a maior quantidade de pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b transfectadas foram suficientes para ativar a 

região promotora de Serpinb2 (Figura 19A). Em paralelo, estímulos com Phorbol-12-myristate-

13-acetate (PMA) que induz a atividade do região promotora de SerpinB2 foram realizados junto 

com as quantidades maiores de pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b. Os nossos resultados mostram um 

aumento da atividade da região promotora, entretanto em 3µg de pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b em 

conjunto com PMA há uma redução da atividade transcricional (Figura 19B). 

 
Figura 19: Ativação da região promotora de Serpinb2 em células HEK293 super expressando 

RasGef1b. (A) Células HEK293 foram cotransfectadas com pGLmP-539pb, pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b 

nas concentrações de 0,5µg, 1µg ou 3µg, ou com o vetor vazio pFLAG-CMV4 (EV) para equiparação da 

quantidade de DNA transfectado durante 48 horas sem estímulos (UT) e com (B) PMA. Os resultados são 

apresentados como valores relativos da atividade de luciferase do vagalume normalizado pela atividade de 

luciferase por lisado de proteína. Os dados representam a média ± D.P. de 4 experimentos (A) e 1 

experimento (B) independentes. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 determinado por teste T de student 

não pareado. 

 

 

A região promotora de Serpinb2 contendo as regiões mutadas nos sítios de ligações para os 

fatores de transcrição (Figura 20A) também foram avaliadas quanto ao efeito de RasGEF1b. As 

mutações nos sítios C/EBP, AP1-b e CRE apresentaram uma baixa atividade de luciferase quando 

comparada com o promotor sem mutações em 24 horas de transfecção (Figura 20B). Sabendo que 
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o promotor -539 é regulado por CEBP, avaliamos a atividade de luciferase em células HEK293 

transfectadas com pGL3-539 ou com mut CEBP, juntamente com 3µg de pcDNA3.1-FLAG-

RasGEF1b por 48 horas. Nossos resultados mostram que apesar de não ser significativo 

estatisticamente, o plasmídeo contendo a mutação no sitio de CEBP é ativado por RasGEF1b 

entretanto há uma é observado uma redução quando comparado com o -539 (Figura 20C).  
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Figura 20: Ativação da região promotora de Serpinb2 com a mutação nos sítios de ligação para os 

fatores de transcrição em células HEK293 superexpressando RasGEF1b. (A) Esquema da região 

promotora de -539 à +92 de Serpinb2 contendo as regiões E-Box, PU.1, OCT-1, CEBP, AP-1a, AP-1b e 

CRE. (B) Células HEK293 foram transfectadas com pGL3-539pb ou com os mutantes CEBP, AP-1a, AP-

1b e CRE, e cotransfectadas com pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b na concentração de 3µg ou com o vetor 

vazio pFLAG-CMV4 (EV) para equiparação da quantidade de DNA por 24 horas. (C) Células HEK293 

foram cotransfectadas com pGL3-539pb ou com o mutante para CEBP, com pcDNA3.1-FLAG-RasGEF1b 

na concentração de 3µg ou com o vetor vazio pFLAG-CMV4 por 48 horas. Os resultados são apresentados 

como valores relativos da atividade de luciferase do vagalume normalizado pela atividade por µg/µl de 

proteína. Os dados representam a média ± D.P. de 1 experimento com duplicata técnica (B) e 4 experimentos 

independentes com duplicata técnica. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 determinado por teste T de 

student não pareado. 
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Para avaliar a atividade de Serpinb2 em macrófagos e assim avaliar o controle de RasGEF1b 

em células silenciadas para o gene as células foram transfectadas com a construção repórter do 

promotor de -539 e estimuladas por 18 horas com LPS. Os resultados mostram o knock-down de 

RasGEF1b em macrófagos RAW264.7 resultou em uma atividade significativamente reduzida de 

luciferase tanto em células não tratadas como aquelas tratadas com LPS ou PMA, quando 

comparada com as células RAW264.7 shRNA controle (Figura 21). 
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Figura 21: Ativação do promotor de Serpinb2 em macrófagos silenciandos pra RasGEF1b e tratadas 

com LPS e PMA. Células Raw264.7 com shRNA controle e shRNA RasGEF1b cotransfectadas com pGL3-

539 e pRL-TK durante 24 horas, e então (A) não tratadas ou (B) tratadas com 100ng/mL de LPS ou com 

(C) 100µM de PMA 18 horas ou não (UT). Os resultados são apresentados como valores relativos da 

atividade de luciferase do vagalume normalizado pela atividade de luciferase de Renilla (pRL-TK). Os 

dados representam a média ± D.P. de três experimentos independentes para os não tratados e tratados com 

LPS, e um experimento com duplicata técnica para PMA. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 determinado 

por teste T de student não pareado.   
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6. DISCUSSÃO 

 O objetivo do presente estudo foi compreender o papel do RasGEF1b na regulação da 

expressão de Slfn4, Serpinb2 e de genes do cluster em macrófagos ativados ou não por LPS. 

Estudos de RNA-seq de BMDM’s WT e RasGEF1b-KO em repouso ou tratados com LPS sugerem 

que o GEF desempenha uma função sobre a expressão gênica, porém sobre um número limitado 

de genes (FERNANDES et al, 2023) onde um cluster de seis genes teve a expressão reduzida em 

mais de duas vezes nos macrófagos knockouts tratados com LPS, incluindo Slfn4 e Serpinb2. 

Os seis genes do cluster, além de RasGEF1b, possuem a sua expressão diferenciada para 

cada população de macrófagos. Por exemplo, ao montar um perfil de expressão gênica para as 

populações de macrófagos peritoneais, do baço, do pulmão e micróglia os genes Slfn4, Cd38, Selp 

e Serpinb2 ocorrem preferencialmente nos macrófagos peritoneais, já Rasgef1b e Ch25h são 

encontrados preferencialmente no pulmão (GAUTIAR et al., 2012). De modo interessante, esses 

seis genes são acompanhados por uma frequência alta de associação com C/EBP, ao comparar com 

genes que tiveram a expressão elevada em relação a células dentriticas (GAUTIAR et al., 2012).  

Em macrófagos peritoneais tratados com KLA (do inglês, Kdo2 lipid A), um agonista especifico 

para o TLR4, foi identificado por RNA-seq que Rasgef1b e Ch25h apresentaram expressão elevada 

em macrófagos estimulados por 1h e que pertencem a um grupo de genes que possuem um 

enriquecimento de motivos para NF-kB, AP-1/CREB e SRF (ESCOUBET-LOZACH et al., 2011). 

Esses três fatores possuem papéis cruciais para ativação do promotor de TLR4 em macrófagos 

(ROGER et al., 2005), L-selectina em linfócitos (DANG; RAFFLER; LEY, 2009), IL-12 em 

células RAW (MASUMI et al., 2002), e estão associados à expressão de genes estimulados por 

TNF, interferons, e LPS em macrófagos (PARK, Sung Ho et al., 2017). Também, podem estar 

relacionados com uma contribuição de ligação constitutiva de PU.1 e IRF-8 que facilita o rápido 

recrutamento de IRF-3, por exemplo, ativação do promotor de IFN-beta (LI et al., 2011; SCHMIDT 

et al., 2019; SIN et al., 2012). Entretanto, em nossos resultados encontramos a expressão oposta 

de Ch25h em macrófagos silenciados para RasGEF1b quando comparados com BMDMs, e essa 

diferença pode estar relacionado pelo fator de trancrição ATF3 que regula negativamente este gene 

em níveis basais e ativados por LPS e IFN beta (LABZIN et al., 2015). Em nossas análises in silico 

é encontrado sitio de ligação de ATF em comum para os sete genes do cluster.  Este conjunto de 

fatores de transcrição citados possuem papeis na transcrição basal e na resposta imune de 
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macrófagos, sendo a maioria encontrada nas regiões putativas dos seis genes comentados 

inicialmente. 

Em nossas análises in silico identificamos sitio de ligação para a família de IRFs nos genes 

do cluster apontados pelo RNA-seq. Este fator de transcrição é um fator fortemente responsivo a 

estímulos por interferon, principalmente por interferon gama. Em análises de cromatina aberta, foi 

identificado um único sítio para IRF1/8 na posição -28pb relativa ao TSS de Slfn4 (LANGLAIS; 

BARREIRO; GROS, 2016). Em seguida no mesmo trabalho, foi mostrado que a mutação de IRF-

8 ou a deleção de IRF-1 em macrófagos derivados da medula óssea de camundongos altera a 

expressão do gene a níveis basais e em resposta à estimulação com intereron gama quando 

comparado com o de animais selvagem, corroborando com trabalhos anteriores (GESERICK, 

2004; LANGLAIS; BARREIRO; GROS, 2016). 

Nas nossas análises in silico de Slfn4 encontramos uma região com repetições em tandem 

de GT, uma região similar é encontrada em ratos porem mais a montante, sendo classificadas como 

microsatelites. A localização de microsatelites em promotores e enhancers pode afetar a interação 

de proteínas regulatórias com o DNA, por exemplo, através da modulação da cromatina formando 

de uma morfologia z-DNA permitindo que um fator de transcrição ou enhancer que estavam 

separados pela região repetitiva interaja com proteína regulatório do outro lado (BAGSHAW, 

2017). Adcionalmente, existem evidencias sugerindo uma associação entre os microsatelites e os 

marcadores epigeneticos H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K27ac, H3K36me3 e H3K9ac 

regulando a expressão de genes (BAGSHAW, 2017; GYMREK et al., 2015). Algo similar é visto 

na região de 1764pb de Slfn4 onde é observada a sobreposição do pico de atividade de H3K4me1 

com o microssatélite. Entretanto, se a presença dessa região repetitiva em conjunto com RasGEF1b 

afeta a regulação transcriocional, precisa ser estudada.    

Os genes da família Schlafen são responsivos a estímulos com interferon tipo I e tipo II 

(DING et al., 2016; GESERICK, 2004; KATSOULIDIS et al., 2009; MAVROMMATIS; FISH; 

PLATANIAS, 2013b; VAN ZUYLEN et al., 2011), corroborando com os sítios de STAT, IRF e 

ISRE encontrados na região promotora putativa de Slfn4. Os sítios conservados de AP-1, SP-1 e 

IRF-1 entre o camundongo e rato, junto com os nossos dados de estimulo por interferon gama e 

literatura (GESERICK, 2004; LANGLAIS; BARREIRO; GROS, 2016) sejam possíveis alvos que 

contribuem para a regulação da expressão de Slfn4. As regiões encontradas podem auxiliar no 
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esclarecimento na regulação da expressão do gene em macrófagos, e o papel do RasGEF1b nos 

diferentes contextos citados anteriormente. 

Igualmente ao Slfn4, os genes Ch25h e Cd38 também são estimulados por interferon 

(BAUVOIS et al., 1999; BLANC et al., 2013; GLARÍA; VALLEDOR, 2020; LABZIN et al., 

2015; PARK, Kiwon; SCOTT, 2010). Entretanto, por não observarmos expressão de Ch25h em 

nossos experimentos seja porque o gene tem seu pico de expressão em 6 horas de estimulo com 

IFN-beta e gama em BMDMs (BLANC et al., 2013), visto que este tempo não foi avaliado neste 

trabalho. Já para o Cd38, as diferenças podem ser devidas as técnicas usadas para medir a expressão 

em vista que elas foram feitas com fluorescência e analisadas por FACSort permitindo analisar a 

expressão a nível de proteína e não de RNA (MUSSO et al., 2001) ou que seja necessária doses 

maiores (LEE et al., 2012).   

Assim como Slfn4, o IFIT1 em macrófagos é responsivo à infecção viral e à estimulação 

com IFNs tipo I e II (CHEN et al., 2022; JOHN et al., 2018, DING et al., 2016; LIU, FURAO et 

al., 2017; MAVROMMATIS; FISH; PLATANIAS, 2013b; VAN ZUYLEN et al., 2011). Ao 

transfectar o segmento de -1670pb à +94pb de Slfn4, e usando o promotor de IFIT1 

(BANDYOPADHYAY et al., 1995) como controle positivo em células HEK293 tratadas com 

interferon tipo I, a atividade de luciferase de Slfn4 foi maior quando comparada com IFIT1. A 

diferença demonstrada pelo ensaio de luciferase de região de Slfn4 e IFIT1 estudada neste trabalho 

precisa ser mais explorada, visto que os promotores possuem estruturas genômicas diferentes e foi 

realizado apenas um experimento com duplicatas técnicas. Sendo assim, a caracterização e a função 

de RasGEF1b sobre a região promotora de Sfn4 ainda precisa ser melhor estudada, diferente de 

Serpinb2 que já possui a sua região promotora caracterizada. Ambos os genes são cerca de duas 

vezes menos expressos como indicado pelo RNA-seq de BMDMs de camundongos deficientes de 

RasGEF1b, integrando um mesmo grupo e indicando possíveis fatores de transcrição ou vias de 

sinalização compartilhadas.  

A regulação da região -539pb à +92pb de Serpinb2 por LPS em macrófagos RAW264.7, já 

foi descrita como o principal segmento ativo em macrófagos. O mesmo segmento transfectado em 

macrófagos RAW264.7 silenciados para RasGEF1b, teve uma significativa redução da atividade 

de luciferase em níveis basais, e ainda mais em tratados com LPS. Esse conjunto de dados mostra 

que RasGEF1b contribui para para otimizar a expressão do Serpinb2. 
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No segmento de Serpinb2 estudado neste trabalho são encontrados sítios de ligação para 

fatores de transcrição AP-1 e C/EBP-beta, que ao serem mutados comprometem a atividade de 

luciferase em macrófagos níveis basais tratados com LPS, indicando que o gene é regulado por 

estes dois fatores (UDOFA et al., 2013). Ao transfectarmos este segmento com os respectivos sítios 

individualmente mutados com células HEK293 transfectadas com RasGEF1b, há uma redução da 

atividade de luciferase quando comparados com o segmento não mutado. A mutação nesses sítios 

corrobora com os resultados encontrados em murinos e humanos (STRINGER; UDOFA; 

ANTALIS, 2012; UDOFA et al., 2013). Porém a diferença, de resultados mutante de C/EBP entre 

os experimentos de 24 e 48 horas de transfecção seja devido ao tempo que a célula ficou 

expressando RasGEF1b, todavia é necessário mais evidências. Neste trabalho, demonstramos que 

RasGEF1b regula a expressão de Slfn4 e Serpinb2, e a busca pelo entendimento do eixo 

RasGEF1b/Slfn4 e RasGEF1b/Serpinb2 poderá contribuir para futuros estudos envolvendo a 

regulação de genes inflamatórios em vários tipos celulares e tecidos. 
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7. CONCLUSÃO 

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

1- Os genes Slfn4, Serpinb2, Cd38, Ch25h e Selp possuem uma baixa expressão em BMDM’s 

de camundongos desprovidos de RasGEF1b em níveis basais e nos tempos de 4 e 8 horas 

de estimulo de LPS. 

2- Os genes do cluster compartilham de sítios de ligação para os fatores de transcrição STAT, 

IRF, GATA, ATF e SPIB em nas suas regiões promotoras. 

3-  A região promotora (-1670pb à +94pb) de Slfn4 possui os sítios de ligação para os fatores 

de transcrição AP-1, IRF, STAT, C/EBP e ISRE dentro dos segmentos conservados entre 

camundongos e ratos. 

4- A região promotora (-1670pb à +94pb) de Slfn4 é responsiva ao estimulo de IFN. 

5- RasGEF1b é suficiente para induzir a ativação transcricional de de Serpinb2. 

6- A mutação dos C/EBP-beta e AP-1 na região promotora de Serpinb2 (-539pb à +92pb) 

reduz a ativação transcricional induzida por RasGEF1b. 

7- A região promotora de Serpinb2 (-539pb à +92pb) tem a atividade reduzida em macrófagos 

RAW264.7 silenciados com RasGEF1b em níveis basais e estimulados com LPS.    
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