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Resumo

Os fatores de troca de nucleotideos guanina da proteina Ras (RasGEFs) sdo componentes
celulares essenciais no processo de ativagdo das RasGTPases em resposta a diversos estimulos
extracelulares. O rasGEFIb ¢ um fator de troca de nucleotideos guanina (GEF) altamente
conservado. A expressio do RNAm do rasGEFIb em macrofagos ¢ induzida por diferentes
agonistas de receptores do tipo 7ol/ (TLRs), tais como LPS (TLR4), GPI-mucin (TLR2) e Poli I.C
(TLR3). A predi¢do da provavel localizagdo subcelular da proteina RasGEF1b foi realizada
inicialmente por meio de andlises de bioinformatica. A expressdo da proteina recombinante em
células HEK 293T transfectadas com o plasmidio pPFLAGCMYV2-RasGEF1b, e analise por Western
Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-FLAG, demonstrou uma proteina de massa molecular
aparente de 56kDa. Pela técnica de centrifugacdo diferencial, células HEK 293T foram fracionadas
e as diferentes fragdes foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos, dirigidos contra
proteinas das mesmas; utilizando esta metodologia, demonstramos que a proteina FLAGRasGEF1b
estd presente em maior abundancia nas fragdes de nucleo e membranas pesadas. O DNA do
FLAGRasGEF1b foi inserido em um plasmidio em fusdo com as proteinas fluorescentes mRFP ou
YFP, e por microscopia confocal demonstramos a localiza¢do da proteina em endossomos primarios
e endolisossomos. Pela técnica de RNA de interferéncia (RNAI), inibimos a expressdo da proteina
recombinante FLAGRasGEF1b-YFP. Além disso, demonstramos que RasGEF1B ¢ capaz de atuar

como fator de troca de guaninas de Ras quando expressa em células HEK 293T in vitro.



Abstract

The guanine nucleotide exchange factors of the Ras protein super family (RasGEFs) are
essential cellular components in the process of Ras activation in response to diverse extra cellular
stimuli. The rasGEFIb is a highly conserved guanine exchange factor (GEF). In macrophages
expression of rasGEF1b mRNA is induced by different TLRs agonists, such as LPS (TLR4), GPI-
mucin (TLR2) and Poli I: C (TLR3). First, by using bioinformatics tolls we analyzed the probable
RasGEF1b subcellular localization. The pFLAGCMV2 encoding the recombinant protein
FLAGRasGEF1b was used to transfect HEK 293T cells and protein expression evaluated by
Western Blot using an anti-FLAG mAb, it showed a protein with apparent molecular weight of
56kDa. By using differential centrifugation, HEK 293T cells were fractioned and the different
fractions were recognized using monoclonal antibodies specific to protein of them, using this
methodology, we showed that the protein FLAGRasGEF1b was present mostly in the nuclear and
heavy membrane fractions. The FLAGRasGEF1b was inserted into a plasmid in fusion with mRFP
or YFP fluorescent proteins, and by using confocal microscopy we showed that the proteins were
present at early endosome and endolysosome. By using RNA interference (RNAi1) we inhibit the

expression of FLAGRasGEF1b-YFP, which was capable to activate Ras in HEK 293T cells in vitro.



Lista de Figuras

Figural. Esquema da ativagdo/inativagdo de Ras por GEFs/GAPs.

Figura2. Esquema da sinalizacdo via Ras

Figura3. Modelagem computacional da estrutura tercidria da proteina RasGEF1b.

Figura4. Representagdo esquematica do vetor de clonagem pFLAGCMV?2.

Figura$5. Representagdo simplificada do vetor pLKO.1 utilizado nos experimentos de RNA..
Figuraé6. Analise comparativa da homologia entre as proteinas hipotéticas humana e murina
codificadas pelo gene rasGEF1b.

Figura7. Andlise por Western Blotting das fracdes subcelulares de células HEK 293T
expressando FLAGRasGEF1b.

Figura8. Amplificacdo por PCR da regido codificadora de FLAGRasGEF1b.

Figura9. Perfil de restrigdo enzimatica de FLAGRasGEF'1b clonado no vetor pCR 2.1TOPO.
Figural0. Perfil de restricdo enzimatica de FLAGRasGEF1b clonado nos vetores pcDNA3-YFP
e pcDNA3-mRFP.

Figurall. Marcacdo por imunofluorescéncia da expressdo de FLAGRasGEFI1b-YFP e
FLAGRasGEF1b-mRFP em células HEK 293T.

Figural2. Marcag¢do por imunofluorescéncia da expressio de YFP e mRFP em células HEK
293T e células nao transfectadas.

Figural3. Marcacdo por imunofluorescéncia para localizagao subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal.

Figural4. Marcacdo por imunofluorescéncia para localizagao subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal.

FiguralS. Marcagdo por imunofluorescéncia para localiza¢ao subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal.

Figural6. Marcagdo por imunofluorescéncia para localiza¢ao subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal.

Figural7. Marcagdo por imunofluorescéncia para localiza¢ao subcelular de FLAGRasGEF1b em

células CHO, por microscopia confocal.



Figural8. Imagens de microscopia confocal de células CHO nao transfectadas.
Figural9.Imagens por microscopia de fluorescéncia da inibicdo da expressdo de
FLAGRasGEF1b-YFP por RNA..

Figura20. Analise por citometria de fluxo da inibi¢cdo da expressdo de FLAGRasGEF1b-mRFP
por RNAI.

Figura21. Ensaio de ativagcdo de Ras pelas proteinas FLAGRasGEF1b-YFP e FLAGRasGEF1b.
Figura22. Expressdo e purificacdo da proteina recombinante His6-RasGEF1b (SDS-PAGE 12%)).
Figura23. Andlise por ELISA e Western blotting da produgdo de anticorpos policlonais dirigidos

contra a proteina recombinante His6-RasGEF1b



Lista de Abreviaturas

BSA - Bovine Serum Albumin

cDNA - DNA complementar

DNA - acido desoxirribonucléico

DDRT-PCR -Differential display reverse transcriptase-polymerase chain reaction
DTT -ditiotreitol

EDTA -EthyleneDiamineTetrAcetic acid

EGFR- Epidermal growth factor receptor, receptor do fator epitelial de crescimento
ERK- Extracellular signal-regulated kinase

FACS - Fluorescence-activated cell-sorting

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

GPI - glicosilfosfatidilinositol

h - hora (s)

IL - interleucina

INF-y - interferon gamma

iNOS — Inducible nitric oxide synthase, Oxido nitrico sintase
indutivél

INK- Jun N-terminal kinase

LB- Meio Luria-Bertani

LPS - Lipopolissacarideo derivado de bactéria gram-negativa
M - molar

MCP-1 - Monocyte chemotactic protein-1

Lg - micrograma

pL - microlitro

mM - milimolar

mRFP - monomeric Red Fluorescent Protein

PAMPs - Pathogen-associated molecular patterns, Padrdes
moleculares associados a patégenos

pb - pares de bases

PBS - Phosphate Buffered Saline

10



PCR — Polimerase chain reaction, reagdo em cadeia da polimerase
Poli I:C - 4cido poli-inosinico-poli-citidilico

PMSF - Phenylmethylsulphonylfluoride

PVDF - Polyvinylidene fluoride

RNAI - RNA de interferéncia

RNAm - RNA mensageiro

SDS-PAGE-Gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de so6dio
TAE - Tampao Tris-acetato EDTA

TEMED - Tetramethylethylenediamine

TLR-Toll like receptor, Receptores do tipo Toll
TNF - Fator de necrose tumoral

U.V. - Ultravioleta

V — Volts

X g - Gravidade

YFP - Yellow Fluorescent Protein

11



Sumario

1. Introducio

1.1 O Trypanosoma cruzi e a imunopatogénese da Doenca de Chagas......... 14
1.2 Glicosilfosfatidilinositol (GPI) e sinalizaga0 via TOll............ccc.cocveeeeieeccieeeieeeie e 15
L3 STHAIL GTPASES ...ttt ettt et e et e st e st e et eesbeenseessseensaesssaenseennnas 16
1.4 Proteinas Ras e regulacdo da eXpressao SENICA ......evvueeevieriieeiiieniieeieeeie ettt seee e seee e 19
1.5 GEFs - Guanine Nucleotide Exchange FACtOT...............coiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 22
1.5.1 Familia do dominio RasGEFL..........o.i e, 24
2. JUSHHTICATIVAL ... 26
3. Objetivos

3.1 ODBJEIVO GOIAL.....eiiiiieiiiiie ettt ettt ettt e et e et e et e e bt e esbeesaeenbeebeeenbeenseeenseenns 28
3.2 ODbjetiVOs ESPECIIICOS. . cuviitiiiiieiieiiieiieet ettt ettt ettt e et saa e e bt e aaeenbeesabeenbeeesneenseas 28
4. Materiais e Métodos

4.1 Analise da proteina RasGEF 1b utilizando ferramentas de bioinformatica............ccccceceevueeeennnene. 29
4.2 CUIIVO COIULAT. ...ttt ettt et sb e bt st st e b et sbeebeeaee e 29
4.3 Transfeccao das células HEK 293T com FLAGRASGEF1b............cccoueecueeaeieeecieeeiieeeieeennn 29
4.4 Fracionamento SUDCEIUIAT. .........c.oiiiiiiiiiiiiiciieeccee e 30
4.5 Western blotting das fragdes SUDCEIUIATES............ccviiiiiiiiiiieieeie e 31
4.6 Amplificacdo da regido codificadora do DNA de FLAGRaASGEF Ib...........cccooeveeecieceeeiranene. 32
4.7 Clonagem no vetor pCR® 2. 1TOPO ......cccuiiiiiiiiiieciteeeeee ettt ettt et 32
4.8 Preparacao de DNA plasmidial.........coccueeiuiiiiiiiiiiiiiciieiece ettt 33
4.9 Clonagem nos vetores de expressao eucariotica pcDNA3-YFP e pcDNA3-mRFP..................... 34
4.10 Experimentos de microscopia CONfOCal...........oouiiiiiiriiiiiiiniieiieie et 34
4.11 Experimentos de RNA de Interfer€ncia ...........occueeiiiriiiiiieiiieieecie ettt 36
4.12 Ensaio de ativag¢do de Ras pela proteina recombinante FLAGRasGEF1b ..........cccccocceveninnen. 38
4.13 Expressao e purificacao da proteina recombinante His6-RasGEF1b............cccoceniiiininennen. 39

17



414 SDS-PAGE.......ooiiiiii e e 40

4.15. Producao de soro imune de coelho dirigido contra His6-RasGEF1b...........cccccceviieiinninnnnn. 40
4.16. ELISA e Western Blotting com soro dos COCINO0S...........cooouiiiiiiiiieniieiieieeieee e 41
S RESUIEATOS. ...ttt 42
0. DIESCUSSAO ...ttt 65
T CONCIUSAO..........oooie ettt 71
8. POISPECLIVAS........c.oviiiiiiiie ettt ettt 72
0. RETEI@ICIAS..........ooviiieiii ettt s e 74

1R



Introducao

1.1 O Trypanosoma cruzi e a imunopatogénese da Doenca de Chagas

O Tripanossoma cruzi (Mastigophora, Kinetoplastidae) ¢ um parasita intracelular obrigatorio
causador da Doenga de Chagas, cuja endemia na América Latina atinge cerca de 18 milhdes de
pessoas. O ciclo de vida do parasito apresenta quatro estagios evolutivos: dois replicativos e dois
infectivos. No hospedeiro invertebrado, triatomineo (Reduviidae, Hemiptera), os epimastigotas
dividem-se no intestino médio e diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos, fase infectante,
que sdo eliminados nas fezes e urina do triatomineo apds o repasto sanguineo. Através de lesdes na
pele do hospedeiro vertebrado, os parasitas penetram e infectam células vizinhas diferenciando-se
em amastigotas. Apos a replicagdo, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que rompem
as células, alcangam a corrente sanguinea e atingem outras células, espalhando a infec¢do. Esses
tripomastigotas sanguineos podem ser ingeridos pelo vetor e reiniciar a infecg¢do (1). A Doenca de
Chagas caracteriza-se por uma fase aguda, determinada pela presenga intensa de parasitas na
circulagdo sanguinea e nos tecidos dos individuos afetados, acompanhados de sintomas fisioldgicos,
como por exemplo, a miocardite. Esta fase pode ser seguida por uma fase cronica que apresenta um
baixo nivel de parasitas nos tecidos, porém sem a manifestacdo dos sintomas observados na fase
aguda. Entretanto, em alguns pacientes o estagio assintomatico da Doenca de Chagas pode evoluir
para um estagio sintomatico caracterizado pelo alargamento do cora¢do e denervagdo da
musculatura lisa do tubo digestivo (2, 3). Embora varios estudos tenham sido focalizados nos
aspectos imunologicos dos pacientes e de modelos experimentais, os mecanismos moleculares
envolvidos no desencadeamento da doenca pelo 7. cruzi estdo sendo investigados e ainda por serem

elucidados.
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1.2 Glicosilfosfatidilinositol (GPI) e sinalizacao via Toll

A compreensdo detalhada da participagdo do 7. cruzi na resposta imune-celular da Doenca de
Chagas tornou-se possivel a partir da identificagdo e caracterizagio de moléculas de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que sdo abundantes na membrana do parasito (4). As moléculas GPI
derivadas de glicoproteinas da forma tripomastigota do 7. cruzi (tGPI) sdo capazes de ativar as
funcdes efetoras dos macréfagos como producdo de citocinas pro-inflamatdrias e Oxido nitrico
(5 - 7). De fato, descreveu-se recentemente que o potente carater ativador da tGPI deve-se a sua
estrutura molecular bem definida, sendo uma das caracteristicas a cauda lipidica formada
predominantemente por acidos graxos insaturados, que foram capazes de ativar um membro da
familia dos receptores do tipo Toll (TLR toll-like receptor) (7, 8). Os dados desse trabalho sugerem
que a ativagdo do TLR2 por tGPI ¢ o evento responsavel pela resposta imune do hospedeiro causada
pelo parasita na Doenga de Chagas (8).

Apds a caracterizagdo do primeiro TLR de mamifero, o TLR4, outras varias proteinas
estruturalmente relacionadas foram identificadas como TLRs. Os TLRs de mamiferos compreendem
uma grande familia com pelo menos 11 membros, sendo que TLR1-9 sdo conservados em Mus
musculus e Homo sapiens (9).

Trabalhos recentes mostram que o desenvolvimento da resposta imune adquirida ¢
determinado pelo reconhecimento inicial dos antigenos durante a resposta imune inata. Um grande
avanco ocorreu com a descoberta de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) que
podem ser reconhecidos por receptores celulares como Toll. Tem sido constantemente demonstrado
que esta familia de receptores ¢ a principal maneira pela qual o sistema imune inato reconhece e
responde a presenga de microorganismos e de outros agentes infecciosos (10, 11). O
lipopolissacarideo (LPS), a flagelina de Salmonella tiphymurium e as seqliéncias de DNA ricas em
CpG sao PAMPs associados a infec¢do bacteriana; enquanto o RNA de fita dupla (dsSRNA) em sua
forma sintética (poly[rI]:poly[rC] ou poly-IC, polyryboinosinic:polyribocytidilic acid) ou formado a
partir de intermediarios da replicacdo, representam moléculas caracteristica de uma infecgdo viral.
Ancoras de GPI derivadas da membrana das formas tripomastigotas, sdo moléculas presentes no
protozoario 7. cruzi e sdo responsaveis por iniciar uma resposta inflamatéria. Por exemplo, o LPS ¢
reconhecido por TLR4, o CpG por TLRY, o poly-IC por TLR3, as flagelinas por TLRS e as ancoras

tGPI de T. cruzi por TLR2 (8, 12). Uma vez ativados, os TLRs iniciam cascatas de sinalizagdo que
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regulam a expressdo de um grande numero de genes incluindo os que codificam citocinas
pro-inflamatérias e proteinas citoplasmaticas envolvidas na ativagdo de outras vias celulares. Uma
variedade de estimulos dependentes ou ndo-dependentes da estimulagdo dos TLRs pode levar a
ativagdo do NF-kB. Na resposta imune celular mediada por TLRs ¢é razoavel afirmar que a grande
maioria dos genes regulados positivamente pelo NF-kB tera um impacto fundamental na resposta
inflamatoria como a secre¢do das citocinas IL-12 e TNF-a por exemplo. Entretanto, proteinas
predominantemente citoplasmaticas e que sdo reguladas pelo NF-kB também podem ser efetores
fundamentais da resposta imune celular. Dados recentes demonstraram que em macrofagos
estimulados com GPI mucina, ¢ induzida a expressdo de varios genes provavelmente envolvidos na
resposta inflamatéria desencadeada na infeccdo por 7. cruzi. (13 - 15). Dentre esses genes, foi
identificado um novo gene que codifica um fator de troca de nucleotideos guanina (rasGEFI1D),
inicialmente denominado gpiy4, que potencialmente regularia a atividade de membros da familia
RasGTPase. A expressdo deste GEF ¢ regulada pelo NF-xB (Silva, AM dados ndo publicados), e
elementos para este fator de transcricdo foram encontrados na provavel regido promotora de

rasGEF1b (15).

1.3- Small GTPases

Mais de 100 small G proteins foram identificadas em eucariotos da levedura ao homem. Sao
proteinas G monoméricas com massas que variam de 20 a 25 kDa e compreendem uma
superfamilia. A superfamilia Ras dos humanos possui aproximadamente 154 membros que sdo
estruturalmente classificados e agrupados em 5 familias principais: Ras, Rho, Rab, Arf e Ran. Estas
proteinas controlam uma grande variedade de processos celulares. Os membros da familia Ras
(proteinas Ras) tém como fung¢do principal a regulacdo de uma variedade de vias de sinalizagdo,
resultando na transcri¢do, diferenciacdo e proliferacdo celular; as proteinas da familia Rho
(proteinas Rho, Rac e Cdc42) estdo envolvidas na regulacdo da forma celular, reorganizagdo do
citoesqueleto e migracdo celular; os membros da familia Rab e Arf (proteinas Rab e Arf) regulam os
processos associados as vesiculas, incluindo a formacdo e transporte para exocitose; € os membros
da familia Ran (proteina Ran) regulam o transporte nucleo-citoplasmatico, formagao do envelope

nuclear e organizag¢do de microtiibulos durante o ciclo celular (16 — 18).
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A comparac¢do das seqiiéncias de aminoéacidos das proteinas Ras de varias espécies revelou
que todas possuem estruturas primarias conservadas e t€ém de 30 a 55% de homologia entre si.
Possuem seqiiéncia de aminodcidos consenso responsavel pela intera¢ao especifica com GDP e GTP
e para atividade GTPase, que hidrolisa o0 GTP ligado a GDP. Além disso, possuem uma regido para
interacdo com proteinas efetoras. As proteinas das familias Ras, Rho/Rac/Cdc42 e Rab possuem
seqiiéncias no C-terminal que sofrem modificagdes pos-traducionais lipidicas, como farnesil,
geranilgeranil, palmitoil, e também adi¢do de metil que pode resultar em proteodlise (16). As
modifica¢des lipidicas sdo necessdrias para a ligacdo as membranas celulares e/ou componentes
reguladores, sendo necessarias para ativagdo das proteinas efetoras. Andlises cristalograficas e de
NMR mostraram que muitas small GTPases possuem dominios de ligacdo a GDP/GTP com
estrutura de topologia similar (16).

De acordo com a estrutura, estas proteinas possuem duas formas interconversiveis: uma
inativa ligada a GDP, e outra ativa ligada a GTP. Um sinal upstream estimula a dissociacdo do GDP
ligado a GTPase, levando a uma dréstica mudanga conformacional na regido de ligacdo a molécula
efetora, permitindo que ocorra a interagdo com o efetor. A conversao da forma GTP-ligada a GDP-
ligada ocorre pela atividade GTPase intrinseca das small GTPases, desfazendo a interagdo com a
molécula efetora. Desta forma, ocorre um ciclo de ativacao/inativagdo, e as proteinas small GTPases
funcionam como interruptores moleculares que transmitem um sinal extracelular/intracelular para
uma molécula efetora (16, 18, 19).

O passo limitante da troca de GDP por GTP ¢ a dissociagdo do GDP ligado. Esta reacdo ¢
extremamente lenta e entdo ¢ estimulada pelo fator de troca de guaninas — GEF (Guanine exchange
factor), cuja atividade ¢ frequentemente regulada por um sinal upstream. O GEF inicialmente
interage com a forma GDP-ligada e libera o GDP para formar um complexo binario Small GTPase -
GEF. A seguir, GEF ¢ substituido por GTP, que se encontra em excesso molar no meio intracelular
maior que GDP, originando a forma GTP-ligada (Figura 1). A maioria dos GEFs, como Sos (Son of
Sevenless), que ¢ um RasGEF, e Rab3GEF, sdo especificos para os membros das familias de Small
GTPases correspondentes, mas alguns GEFs atuam sobre varios substratos. Além disso, a reagdo de
troca GDP/GTP para as proteinas Rho/Rac/Cdc42 e Rab ¢ regulada por outro tipo de molécula,
chamada GDI (Guanine Dissociation Inhibitor). Este tipo de regulador inibe a dissociacdo do GDP-

ligado fazendo com que a Small GTPase permaneca ligada ao GDP (16).
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As Small GTPases possuem atividade GTPase basal (GTP a GDP) que ¢ varidvel e muito
lenta, sendo uma atividade intrinseca auto-limitante. A atividade catalitica dessas proteinas ¢
acelerada por uma classe de proteinas acessorias conhecidas com proteinas ativadoras de GTPase
(GAPs). As GAPs sao especificas para cada membro ou subfamilia de Small GTPases, mas algumas

sdo ativas sobre varios substratos (16, 19)

RAS
inativa GDP

& B

GDP GTP
GEFs

RAS = GTP

ativa

Figura 1. Esquema da ativacio/inativacio de Ras por GEFs/GAPs. Proteinas
Ras se tornan ativas quando ligadas a GTP e inativas quando ligadas a GDP. O
processo de quebra de GTP em GDP ¢ acelerado pelas GAPs, sendo que o GEF se
liga ao complexo Ras-GDP liberando o GDP e deixando o sitio livre para GTP.

Assim como as proteinas G heterotriméricas, as Small GTPases estdo presentes apenas nos
eucariotos, apesar das proteinas G envolvidas com a sintese de proteinas existirem em procariotos e
eucariotos. A maioria das Small GTPases estdo presentes na maioria das células dos mamiferos, e a
maioria delas possui as familias Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf e Ran; entretanto, os niveis de expressao
dos membros destas familias variam entre os tipos celulares. A maioria das GTPases ¢
citoplasmatica e/ou nuclear, sendo cada uma localizada em uma membrana especifica e esta

localizagdo ¢ mediada pelas modificagdes lipidicas (16).
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1.4- Proteinas Ras e regulacio da expressiao génica.

Trés proteinas Ras sdo conhecidas, H-Ras, K-Ras e N-Ras, que quando ativadas por
mutagdo sdo capazes de transformar células de mamiferos. Em Saccharomyces cerevisiae existem 2
membros das proteinas Ras, Rasl e Ras2, que s3o essenciais para a viabilidade celular e que sdo
funcionalmente substituidas pelos genes de mamiferos (16).

Estudos em Caenorhabditis elegans, Drosophila e células de mamiferos estabeleceram o
modo de agdo das proteinas Ras, ligando-se diretamente e ativando a proteina quinase Raf. Raf
induz a expressao génica via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) em resposta a varios
estimulos extracelulares. Outros estudos demonstraram que as proteinas Ras regulam, além da
proliferacdo celular, a diferenciagdo, morfologia e apoptose. Outra caracteristica marcante ¢ a
capacidade das proteinas Ras levarem a diferentes tipos de canceres, pela mutacdo de seus genes e
de genes que regulam sua fun¢do. Versdes mutadas de trés genes Ras humanos foram detectados em
~15% de todos os tumores humanos, tornando importante a fungdo das proteinas Ras aberrantes na
carcinogénese (16, 18).

As proteinas Ras estdo localizadas na face citosolica das membranas celulares e acredita-se
que esta localizag¢do ¢ absolutamente necessaria para a atividade bioldgica. Essas proteinas nao sao
intrinsecas as membranas; sdo sintetizadas como proteinas hidrofilicas no citosol e, apds uma série
de modifica¢des pos-traducdo como prenilagdo, protedlise e carboxi-metilagdo, sdo direcionadas
para as membranas celulares (20).

As Ras GTPases sdo membros originais de uma classe de proteinas que apresentam o motivo
CAAX, no qual C ¢ cisteina, A ¢ normalmente, mas nem sempre, um aminodcido alifatico e X ¢
qualquer aminoéacido. A seqiiéncia CAAX ¢ reconhecida por preniltransferases, farnesiltransferases
(FTase) ou geranilgeraniltrasnferase tipo I (GGTase I). Estas modifica¢des culminam com a criagao
de um dominio hidrofébico no dominio C-terminal de Ras que medeia a associagcdo com o reticulo
endoplasmatico, onde as proteinas desta subfamilia sd3o re-processadas e transportadas as
membranas celulares (endomembranas ou membrana plasmatica). Desta forma, as proteinas Ras,
antes consideradas estacionarias, trafegam entre os compartimentos celulares (19, 21).

A atividade das Ras ¢ regulada pelos GEFs e GAPs, e a ativacgao ¢ induzida por vérios sinais
extracelulares, principalmente aqueles que ativam receptores com atividade tirosina cinase

intrinseca ou através de cinases associadas ao receptor. As fosfotirosinas servem como sitio de
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ancoragem para proteinas adaptadoras como Grb2, que recruta Sos, a RasGEF mais bem
caracterizada, do citosol. Sos ¢ recrutada para a membrana plasmatica, formando um complexo
receptor-adaptador-GEF, e estimula a proteina Ras localizada no lado citoplasmatico da membrana,
convertendo-a na forma GTP-ligada a partir da GDP-ligada. Receptores que ndo se associam
diretamente com tirosina cinases, como receptores de células T, por exemplo, podem ativar as
proteinas Ras indiretamente através de tirosinas cinases tipo Src ou ativagdo de receptores tirosina
cinase ligante-independentes. Apds as proteinas Ras-GTP executarem suas fungdes junto aos seus
efetores, sdo convertidas na forma ligada a GDP pela agcdo das RasGAPs (16).

As proteinas Ras medeiam seus efeitos sobre a proliferagdo celular principalmente através da
ativagdo da via de sinalizacdo Raf (c-Raf, A-Raf e B-Raf) - MEK (MKKI1 e 2) - MAP cinase
(MAPK)(Figura 2)(16).

A via de sinalizagdo regulada por Ras melhor caracterizada ocorre através das MAPKs Erkl
e Erk2. Esta via ¢ ativada quando qualquer um dos vérios fatores de crescimento recruta seus
receptores cognatos com atividade tirosina cinase (PTKRs). A ligacdo dos PTKRs promove a sua
dimerizacdo, permitindo a fosforilacdo cruzada dos residuos de tirosina nos dominios citosolicos,
catalisada pela atividade cinase intrinseca a este dominio (22). Estes residuos de fosfotirosina
servem como sitios de ancoragem das moléculas sinalizadoras e proteinas adaptadoras que contém
dominios SH2 (Src Homology domain) ou PTB (PhosphoTyrosine-Binding). Entre estas estd a
proteina adaptadora Grb2 que se liga constitutivamente a Sos pelo dominio SH3. Entdo, a
fosforilacdo dos PTKRs leva ao recrutamento de Sos para a membrana plasmatica onde encontra
Ras (19). A intera¢do de Raf com Ras-GTP ¢ mediada pelos dominios RBD e CRB, no N-terminal
(16).

Uma vez que Ras ¢ ativada na membrana, esta recruta Raf-1 (serina/treonina cinase) para
este compartimento. A atividade quinase de Raf-1 ¢ ativada quando ocorre sua associagdo a
membranas através de um conjunto complexo de eventos regulatorios ainda pouco entendidos (23).
Por fosforilagdo, Raf-1 ativa a cinase de ERK1/2 (MEK1), uma tirosina/treonina cinase, que por sua
vez fosforila e ativa Erkl e Erk2. As proteinas Erk s3o serina/treonina cinases que possuem
numerosos substratos, incluindo proteinas citosolicas como a S6 quinase ribossomal p90. Uma vez
fosforilada, ERK1/2 formam dimeros que sdo transportados para o nucleo, onde fosforilam a familia

de fatores de transcri¢ao Ets (19).
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Os efetores de Ras sdo definidos como proteinas que ligam Ras com uma forte preferéncia
pelo estado ligado a GTP. Uma defini¢do mais rigorosa seria dizer que a fun¢do do efetor ¢
modulada pela ligacdo a Ras-GTP. O numero preciso de efetores de Ras conhecidos ¢ incerto
porque depende rigorosamente da defini¢do aplicada; mas parece que existem pelo menos 10 tipos
de proteinas que sdo provaveis efetores. Além de Raf-1 e seus homologos, os efetores mais bem
caracterizados sdo a fofatidilinositol 3- quinase (PI3K) e membros de uma familia de fatores de

troca de guanina para a small GTPase Ral (Ral GDS) (16).

plasma membrane

niclear membrane

Figura 2. Esquema da sinalizacdo via Ras. O esquema representa a sinalizagdoo via Ras, indicando as
proteinas acima de Ras, como o receptor de membrana, a fator de troca de guaninas, representado por Sos, a
proteina adaptadora Grb2 e as proteinas abaixo de Ras representadas pelas MAPKs MEK e ERK.
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1.5 — GEFs - Guanine Nucleotide Exchange Factors

O primeiro GEF de Ras descoberto foi Cdc25, identificado geneticamente em S. cerevisiae,
possui dominio GEF na por¢do C-terminal, que ¢ necessario para sua atividade catalitica e um
dominio SH3 no N-terminal. Nos eucariotos superiores, além do Cdc25 de mamiferos (mCdc25),
dois tipos de proteinas diferentes, homdlogas a Cdc25 foram encontradas. O primeiro grupo inclui
Sos, que foi identificado inicialmente em Drosophila. Homologos de Sos, um humano e dois
murinos, foram clonados. Sos possui um dominio de homologia a pleckstrina (PH) no N-terminal,
que interage com o fosfolipideo de membrana PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), que
determina sua localiza¢@o; possui dominio GEF na por¢ao central da proteina e um sitio de ligagdo a
Grb2 no C-terminal. O segundo grupo inclui RasGRF que ¢ expressa primariamente em tecidos
neuronais. Possui os dominios PH e GEF; além disso, contém um motivo 1Q que ¢ regulado por
calmodulina ligada a célcio (16, 17).

Estas descobertas coincidiram com a identificagdo da RalGDS, Rapl GEF, C3G, todas
compartilhando homologia com dominio catalitico de Cdc25. Aproximadamente mais 20 novas
proteinas com homologia a RasGEFs/Cdc25 foram descritas. A maioria foi identificada por busca
baseada em homologia, nos bancos de dados do NCBI, enquanto outras por ensaios funcionais, dois
hibridos e co-precipitagdo (17).

A caracteristica comum dos RasGEF ¢ o seu dominio catalitico ou dominio de homologia a
Cdc25. Este dominio possui trés regides estruturalmente conservadas, scrl-3. Existem outras duas
regides conservadas que foram identificadas nos alinhamentos dos GEFs de mamifero e chamadas
scr4 e 5. A estrutura cristalografica do dominio catalitico de Sos demonstrou que src 1-3 formam o
bolso de ligacdo a Ras da GEF (24).

Os dominios cataliticos das varias familias de GEFs ndo sdo relacionados estruturalmente e
aproximam-se das proteinas G por diferentes angulos. Entretanto, usam principios similares para
deformar o sitio de ligagdo do nucleotideo. A ligagdo do GEF induz mudangas conformacionais que
reduzem a afinidade do nucleotideo (17, 18).

Os GEFs catalisam a dissocia¢do do nucleotideo ligado a proteina G pela modificagdo do
sito de ligacdo a nucleotideos diminuindo a afinidade e desta forma o nucleotideo ¢ liberado e
subsequentemente substituido. Em geral a afinidade da proteina G por GTP e GDP ¢ similar; o

aumento resultante da forma ligada a GTP sobre a ligada a GDP deve-se a concentragao celular
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aproximadamente dez vezes maior do GTP comparada ao GDP. A afinidade da proteina G pelo
nucleotideo ou por seu GEF ¢ muito alta. A interacdo do GEF enfraquece a afinidade pelo
nucleotideo e vice-versa, o nucleotideo enfraquece a afinidade pelo GEF. Durante a reagdo de troca
o GEF desloca o nucleotideo ligado e subsequentemente um novo nucleotideo desloca o GEF (17,
18).

Foram desenvolvidos varios ensaios para determinar a atividade dos GEFs in vivo, baseados
na medida quantitativa de Ras-GTP; e estes facilitaram a identificagdo de novos GEFs. As
metodologias baseiam-se no fato de que os dominios de ligagdo a Ras (RBD) dos efetores de Ras
ligam-se a Ras-GTP com pelo menos 100 vezes mais afinidade do que a Ras-GDP. Desta forma,
uma proteina de fusdo GST-RBD pode extrair Ras-GTP do lisado celular e ser detectada por
imunoblot (25 - 27).

Quase todos os GEFs sdo proteinas com multidominios reguladas de uma forma bastante
complexa. Esta regulacdo inclui intera¢des proteina-proteina ou proteina-lipideo, ligacdo de
segundos mensageiros ¢ modificagdes pos-traducionais. Estas interagdes e modificagdes induzem
pelo menos uma de trés mudangas principais: translocacdo para um compartimento celular
especifico onde a proteina G esta localizada, liberacdo da auto-inibicdo por dominio ou regido
flanqueadora, que esconde o sitio de ligagdo da proteina G, ou a indu¢ao de mudangas alostéricas no
dominio catalitico (18).

Muitos RasGEFs foram identificados com base na sua habilidade em induzir transformagao
celular apds super-expressdo. Por exemplo, GRP1 foi isolada apds a expressdo de uma biblioteca de
cDNA de linfoma de células T em fibroblastos e a super-expressao de muitas outras GEFs pode
levar a transformagao, indicando a potencial contribuicdo das GEFs no desenvolvimento do cancer.
Enquanto as mutagdes de Ras sdo encontradas em ~15% dos tumores humanos, Ras selvagem
também pode contribuir para a transformag¢do, como resultado de sua superexpressdo ou mediando
os efeitos de aumento de crescimento causados por oncoproteinas. Sos também ¢ parte desta via e a
super-expressdo desta GEF em linhagens de carcinoma renal pode levar a um aumento da ativacao
de Ras. A amplificagdo de Sos também tem um importante papel na carcinogénese do cancer de

bexiga humano (17).
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1.5.1- Familia do dominio RasGEF1

Atualmente esta ¢ uma familia de GEFs constituida por 3 membros “a”, “b”, e “c”, cujos
transcritos estdo presentes em Mus musculus ¢ no homem. RasGEFla encontra-se em fase de
caracterizacdo, RasGEF1c ainda ndo foi caracterizado ¢ RasGEF1b ¢ o alvo de estudo deste
trabalho.

Pouco se sabe sobre os membros RasGEFla, RasGEF1b e RasGEFlc. A proteina GEF
codificada pelo gene rasgefa ¢ essencial para a agregacao celular, agindo em nivel de ativacdo da
adenil-ciclase em Dictyostelium. Células de Dictyostelium sem o gene rasgefb apresentam
desenvolvimento inicial prejudicado, embora elas eventualmente formem corpos de frutificagao
finos, mas normalmente proporcionais. Além disso, essas células se movem rapidamente de forma
incomum e mostram severo prejuizo no crescimento celular. Mutantes para RasGEFA e RasGEFR
ndo ativam RasC e RasG respectivamente (28, 29). Foi demonstrado em dados recentes que
RasGEF1a tem sua expressdao aumentada na maioria dos colangiocarcinoma intra-hepéticos e que
sua inibicao reduz o crescimento celular (30). A familia de fatores de transcri¢do E2F regula uma
série de fungdes celulares incluindo apoptose e diferencia¢do celular. Foi visto que E2F1 induz a
ativagdo de ERK e a expressdo de RasGEF1b in vitro em células de mamifero (31).

O rasGEF1b contém o dominio RasGEFN, um dominio do tipo Cdc25, um padrdo de ziper
de leucina (Figura 3), que estd normalmente envolvido na associacdo entre proteinas, e trés motivos
de localizag@o nuclear. Mais importante, parece ser o primeiro exemplo de um GEF cuja expressao
¢ induzida e mantida durante o processo de ativagdo de macrdofagos/linfocitos (15). AKAP13, uma
proteina de ancoramento que possui atividade GEF, teve sua expressdo induzida por agonista do
receptor TLR2 e medeia a ativagdo de NF-xkB via TLR2 (32). Estd bem estabelecido que as
proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) estdo envolvidas na proliferagdo de linfocitos T
durante a estimulacdo por mitégenos (33, 34), como também na sintese de citocinas
pro-inflamatérias  por macrofagos expostos a agonistas dos receptores do tipo Toll
(TLRs) (35, 36), apesar da exposicdo de macréfagos murinos a CpG induzir a ativagdo de Vavl
seguida da expressdo de TNF-a e 6xido nitrico sintase (iNOS), sem a ativacdo de MAPKSs (37).

Embora Ras seja um passo inicial que desencadeia a fosforilagdo de algumas MAPKs, os
eventos moleculares upstream que controlam a ativagdo dessas proteinas sdo desconhecidos.

Contudo, a caracterizagdo e localizacdo celular do RasGEF1b podera contribuir para um melhor
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entendimento da ativacdo do sistema imune por parasitas, incluido o 7. cruzi, e a patogénese da

Doenga de Chagas.

Figura 3. Modelagem computacional da estrutura tercidria da proteina RasGEF1b. A modelagem de
RasGEF1b foi feita utilizando o programa ESyPred3D e baseado da estrutura cristalografica de Sosl. A
esquerda estd representado RasGEF1b e a direita RasGEF1b ligado a Ras. Em vermelho estdo representados
as alfa hélices, e verde as voltas e em amarelo as folhas betas. Em azul esta representada Ras.
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2. Justificativa

Os fatores de troca de guanina, RasGEFs, sdo componentes celulares fundamentais no
processo de ativagdo das RasGTPases em resposta a diversos estimulos extracelulares. Nos ultimos
anos uma série de Ras-GEFs foram identificados, porém estudos mais aprofundados devem ser
realizados com o objetivo de determinar participagdo dessas proteinas na ativacdo de diferentes
RasGTPases e em diferentes processos celulares in vivo. Em 2002 foi identificado um novo fator de
troca de guaninas cuja expressdao do RNAm foi significantemente induzida por GPI-mucinas (15).
Esse novo gene, designado GPIy4, teve sua expressdao induzida em macréfagos murinos apds o
tratamento com GPI-mucinas de 7. cruzi. Embora a expressdo do rasGEF1b seja constitutiva em
alguns orgdos como cérebro, pulmao e intestino, foi observado uma aumento significativo nos
niveis de RNAm no timo, bago, rim, figado, coragdo e em linfonddos vinte dias pds-infec¢dao com 7.
cruzi. Esses resultados sugeriram que, no decorrer da Doenca de Chagas, o rasGEF1b tenha um
importante papel na ativacdo de outros componentes celulares e, conseqlientemente, no
estabelecimento de uma resposta imune celular.

Durante a fase aguda da Doenca de Chagas, o controle da parasitemia em camundongos
parece ser dependente da atividade das células T maduras CD4+/CD8+ (3). Do mesmo modo, a
ativacao policlonal de células B e T pode surgir em decorréncia da infec¢do por 7. cruzi (38, 39).
Interessante notar que ja foi descrito que um RasGEF, o fator de troca de guanina RasGRPI, ¢
responsavel pela inducdo da maturagdo de timocitos assim como producdo de células T CD8+ em
camundongos (40 - 42). Além disso, RasGRP1 teve sua expressdo aumentada em células T
negativas apds estimulagdo do receptor de células T (TCR, T cell receptor). Da mesma forma, ¢é
possivel que um aumento dos niveis de rasGEF1b no timo seja um evento chave na maturacao e
producdo de células T, para que haja o controle efetivo dos niveis do 7. cruzi observados na fase
aguda da doenca. Essas observacgdes levam a especulacdo de que a regulacdo positiva de rasGEF1b
em células do sistema imune pode resultar em um mecanismo de amplificagdo da resposta imune, o
que acarretaria na resisténcia da célula hospedeira ao 7. cruzi.

A célula eucaridtica ¢ uma estrutura extremamente ordenada onde proteinas sdo codificadas
no nucleo e sintetizadas no citoplasma. Todas as proteinas ndo citosélicas sdo transportadas para seu
destino final, processo essencial para fun¢do da proteina. O conhecimento da localizag¢do celular de

uma proteina ¢ importante para o entendimento de sua fun¢do no metabolismo celular (43, 44). Por

74



isso, a localizacdo subcelular da proteina RasGEF1b possibilitara um melhor entendimento da sua
participagdo na resposta imune desencadeada por tGPI e outros agonistas de TLRs. Além disso,
estudos sobre a funcdo do RasGEFI1b contribuirdo para uma maior compreensdo do papel dos

RasGEFs na resposta imune celular das doengas parasitarias, incluido a Doenca de Chagas.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral a localizagdo subcelular e caracterizagao funcional de

RasGEF1b.

3.2 Objetivos especificos
a) Analisar a localizagdo subcelular da proteina RasGEF1b por andlises de bioinformatica.
b) Determinar a localizag¢ao subcelular da proteina FLAGRasGEF1b
c) Estabelecimento de sistema de RNA de interferéncia para RasGEF1b.

d) Caracterizacdo funcional da proteina FLAGRasGEF1b quanto a atividade de troca de

guaninas.

e) Producdo de soro policlonal dirigido contra His6-RasGEF1b.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Analise da proteina RasGEF1b utilizando ferramentas de bioinformatica

A andlise da localizacdo subcelular foi utilizando os programas pTarget
(bioinformatics.albany.edu/~ptarget/), NucPred (www.sbc.su.se/~maccallr/Nucpred/), DbSubLoc
(www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/DbSubloc.html), Psort (http://www.Psort.org/) e MultiLoc (www-

bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/MultiLoc/).

4.2 Cultivo celular

As células embriondrias renais humanas (HEK 293T) foram gentilmente cedidas pelo
Instituto Pasteur (Paris, Franca), e as células de ovario de hamster chinés (CHO) foram gentilmente
cedidas pela Dra. Maria de Fatima Leite (ICB-UFMG). As células foram crescidas em garrafas de
cultura em meio DMEM (Dulbecoo's modified Eagle's medium- Sigma), acrescidos de 10% soro
fetal bovino (Gibco) e 100 unidades/ml de penicilina/streptomicina em estufa a 37°C com atmosfera

de 5% CO..

4.3 Transfeccao das células HEK 293T com o0 FLAGRasGEF1b.

A transfeccdo foi feita pelo método de fosfato de calcio, com 2ug do plasmideo
pFLAGCMV2 (Sigma) (Figura 4) contendo a regido codificadora do gene rasGEF1b, o qual foi
clonado e gentilmente cedido pelo Dr. Aristobolo Mendes da Silva (ICB-UFMG). Como controle de
transfeccdo, foi utilizado 2ug do vetor vazio. A passagem das células foi realizada em placas de
10cm de diametro, de forma que no dia da transfeccdo, a confluéncia era de aproximadamente 70%.
Para a transfec¢do, o meio de cultivo foi trocado e, apos 2 h, o complexo de DNA foi adicionado a
cada placa, e estas foram incubadas em estufa a 37°C, por 16h. O complexo ¢ formado adicionando-
se CaCl, 2M ao DNA a ser transfectado e, a essa mistura, HeBs 2X (0,28M NaCl; 0,05M
Hepes;1,5mM NaH,PO,). O meio foi retirado e as placas lavadas 2 vezes com PBS 1X (0,2 M
NaCl; 0,002M KCI; 0,003M Na,HPO4; 0,0018M KH,PO,). As placas foi adicionado o meio de

cultivo apropriado seguido de incubacdo em estufa CO, por 24h.
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CMV promoter hGH polyA

SV40 origin

N-Terminal
pFLAG-CMV
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pBR322 origin

Figura 4. Representacio esquematica do vetor de clonagem pFLAG-CMV2. A seta indica o sitio de
restricdo da enzima Hind 111 presente no sitio multiplo de clonagem do vetor. Esse sitio estd também presente
nos iniciadores utilizados para a clonagem do rasGEFIb no pFLAG-CMV2. MCS - Sitio multiplo de
clonagem. CMV promoter - Promotor do citomegalovirus. SV40 origin - Origem de replicagdo eucariotica.
fl origin - Origem de replicacdo do fago fl. Amp — Gene de resisténcia a ampicilina. pBR322 origin —
Origem de replicagdo procaridtica.

4.4 Fracionamento subcelular

Para o fracionamento subcelular, as células HEK 293T foram lavadas em PBS 1X pH 7.2
gelado e ressuspesas em ImL de tampao de homogeneizagdao (20mM Hepes-KOH, pH 7.5; 10mM
KCI; 1,5mM MgCly; 1mM Na-EDTA; 1mM DTT; 250mM sacarose; 0,1mM PMSF e Sug/mL de
aprotinina). Ap6s incubac¢do no gelo por 10 min, as células foram homogeneizadas por 20 passagens
através de uma seringa de insulina de ImL e centrifugadas a 700 x g, por 10 min, a 4°C, para
remover nucleos e debris celulares. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10000 x g, por 25
min, a 4°C. O sedimento resultante foi utilizado como fragdo de membranas pesadas (membrana

plasmatica, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, lisossomos e endossomos tardios). O
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sobrenadante foi coletado e centrifugado a 100000 x g, por 60 min, a 4°C, para originar as fracdes
de membranas leves (vesicula endociticas e peroxissomos), no sedimento, € o citosol no
sobrenadante. Os sedimentos foram entdo ressuspendidos em tampao de homogeneizagao e levados

a mesma concentragdo de proteinas do citoplasma.

4.5 Western blotting das fracoes subcelulares

Para identificar cada fragdo subcelular e em qual(s) estava(m) a proteina FLAGRasGEF1b,
foi feito Western Blotting utilizando anticorpos dirigidos contra proteinas especificas de cada fragao
e contra o peptideo FLAG. Primeiramente, as amostras foram fracionadas em SDS-PAGE 12% e em
seguida transferidas para uma membrana de PVDF por 1h a 250mA no gelo. Posteriormente a
membrana foi incubada em solucdo de bloqueio (PBSIx 0,01M de NaHPO,, 0,15M de NaCl,
pH 7,2, 5% de leite em p6 desnatado, 0,1% Tween®20), por lh sob agitacdo a temperatura
ambiente. Os anticorpos utilizados foram diluidos na mesma solugdo. Para identificacdo das fracoes,
foram utilizados os anticorpos anti-histona 4 (1:2000) (Santa Cruz) para a fracdo nuclear, anticorpo
anti-calreticulina (1:1000) (Abcam) para fracdo de membranas pesadas, anticorpo anti-rab 4, (1:200)
(Santa Cruz) para a fragdo de membranas leves e para o citosol anticorpo anti-actina (1:3000) (Santa
Cruz). Foi utilizado o anti-FLAG (FLAG, Met-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) (Sigma), na
diluicdo de 1:6000, para a localizagdo subcelular da proteina RasGEF1b expressa em fusdo com o
peptideo FLAG. O anticorpo secundario conjugados com peroxidase, anti-coelho (Promega) na
dilugdo de 1:5000, foi utilizado para a revelacdo dos anticorpos anti-histona, anti-calreticulina e
anti-Rab4, e secundario anti-camundongo (Promega) na dilui¢do de 1:2000 foi utilizado para a
revelacdo dos anticorpos anti-actina e anti-FLAG. Os anticorpos secundarios foram incubados por
1h sob agita¢do a temperatura ambiente. Entre os anticorpos primarios e secundarios, a membrana
foi lavada por 10 min por trés vezes com PBS1x pH 7,2 com 0,1% Tween®20. A revelagdo foi feita
em camara escura utilizando reagente para quimioluminescéncia “ECL plus Western Blotting

Detection System” (Amersham Bioscienses) e revelado em filme Raio-X (Kodak).
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4.6 Amplificacdo da regido codificadora do DNA de FLAGRasGEF1b

Para a reacdo em cadeia pela Polimerase (PCR) foi utilizado o vetor pFLAGCMV2-
RasGEF1b como molde nas concentragdes de 1 e 5 ng/uLl . Nesta reacdo, foram utilizadas 0,5uL de
uma mistura das enzimas Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e TLI DNA polimerase
(Promega) em uma proporg¢ao de 4:1, e uma mistura contendo, nas concentragdes finais: 2ul. ANTPs
(2mM dATP, 2mM dCTP, 2mM dGTP, 2mM dTTP), 2ulL de Tampao Taq 10X (Invitrogen), 1uL
do iniciador RasGEF1b direto 5’-TACAAGCTTTTGATCTACCATGGACTAC-3’ (iniciador
HindIll), luL do iniciador RasGEF1b reverso
5’- TACGAATTCAACTCTGCCCAAAAGGCTGGA -3’ (iniciador EcoRl), 12,5uL de H,O livre
de nucleases. O volume final da reagdo foi de 20uL. A reagdo ocorreu por 35 ciclos de 94°C/1 min,
55°C/1 min, 74°C/2 min e um ultimo ciclo de extensdo a 74°C/15 min. As amostras foram diluidas
em tampao 6x de amostra para DNA (Tampao 6X 0,25% azul de bromofenol, 0,25% etilenoglicol,
30% de glicerol em H,0), e os produtos de amplificacdo foram fracionados em gel de agarose a 1%
em TAEIx (0,04 M Tris-acetato, 0,001M EDTA) contendo (0,5ug/mL) de brometo de etidio. Os

DNAs fracionados no gel foram visualizados transiluminados-UV (ultra violeta)

4.7 Clonagem no vetor pCR-* 2.1 TOPO.

Para a clonagem do DNA amplificado no vetor pCR2.1 TOPO, foram retirados 4uL da reacdo
de PCR e adicionado 1uL de solugdo salina (1,2M NaCl; 0,06M MgCl,) e 1uL. do vetor pCR" 2.1
TOPO. Esses reagentes foram incubados a 22°C por 30 min. A transformacdo bacteriana foi feita
adicionando os 6uL da ligacdo do pCR® 2.1 TOPO com o DNA FLAGRasGEFI1b e 50uL de
células bacterianas XL1-Blue (E. coli) quimicamente competentes. A mistura foi incubada no gelo
durante 30 min. Posteriormente foi feito choque térmico pela incubacdo por 1 min a 42°C, seguido
pela incubagdo em gelo por 1 minuto. As bactérias foram crescidas, sob agitagdo, a 37°C por 1 h em
meio LB (1% NaCl, 1% Triptona, 0,5% Extrato de levedura, pH 7.2) sem antibidtico. Aliquotas da
suspensdo bacteriana foram plaqueadas em meio LB 4gar (meio s6lido) contendo 100ug/mL de

ampicilina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18 horas.
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Para analise da clonagem foram selecionados clones aleatorios e procedeu-se a preparacdo do DNA
plasmidial. Os plasmidios obtidos foram submetidos a analise de restricdo. As digestdes enzimaticas
de 5uL do produto de extracdo plasmidial foram feitas com a enzima BamH I (Promega). Foram
utilizados, para cada reacdo, 1 uL da enzima, tampdo 10X especifico para a enzima segundo
catalogo do fabricante, BSA 100x e H,O Milli-Q autoclavada suficientes para reagdes de 20 uL. As
misturas foram incubadas a 37°C por 1 h e 30 min e fracionadas em gel de agarose 1% contendo

brometo de etidio. O gel foi observado em luz U.V.
4.8 Preparaciao de DNA plasmidial

A extragdo do DNA plasmidial de sete colonias foi realizada utilizando o “Kit QIAprep
Miniprep” (Qiagen). Cada coldnia foi cultivada em 4mL de LB contendo 100 ug/mL de ampicilina
a 37°C, sob agitacdo, por 18 h. As culturas bacterianas foram centrifugadas a 10000 x g por 5 min.
Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos obtidos foram solubilizados em 300uL do
tampdo de ressuspensio P1 (50mM Tris-HCI pH 8,0; 10mM EDTA; 100uL/mL RNase A). A
mistura foram adicionados 300uL de tampao de lise P2 (200 mM de NaOH; 1% SDS (p/v)) por tubo
e feita a inversdo dos mesmos cerca de 6 vezes. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente
por 5 min. Posteriormente, foi adicionado tampao de neutralizagdo N3 (3M acetato de potassio pH
5,5) gelado, 300 uL por tubo, seguido de incubag¢do no gelo por 5 min. Os conteudos foram
centrifugados a 14000 x g por 1 min. As colunas foram equilibradas com ImL do tampao QBT
(750mM NaCl; 5S0mMMOPS, pH 7,0; 15% isopropanol (v/v); 0,15% Triton X-100(v/v)) cada. Os
sobrenadantes foram aplicados nas colunas. As colunas foram lavadas 4 vezes com 1mL do tampao
de lavagem QC (1M NaCl; 50mM MOPS pH 7,0; 15% isopropanol (v/v)). Os tubos coletores foram
descartados e substituidos por tubos de microcentrifuga. Os fragmentos de DNA foram eluidos com
800uL de tampao de eluicdo QF (1,25M NaCl; 50mM Tris.Cl pH 8,5; 15% isopropanol (v/v)) e
sedimentados com 560 uL de isopropanol a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo a 14000 x g
por 5 min, os sobrenadantes foram removidos e aos sedimentos foram adicionados 700uL de etanol
70%, seguindo a mesma centrifugacdo anterior. Os sobrenadantes foram removidos e os sedimentos
secaram em temperatura ambiente por 10 min e foram dissolvidos em 50ul de H,O livre de

nucleases.
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4.9 Clonagem nos vetores de expressio eucariotica pcDNA3-YFP e pcDNA3-mRFP

Para a ligacdo do DNA correspondente 8 FLAGRasGEF1b, obtido como descrito no item
anterior, nos vetores selecionados para producdo da proteina em fusdo a proteinas fluorescentes,
procedeu-se a digestdo enzimatica de 20ul do plasmidio pCR® 2.1 TOPO FLAGRasGEFI1b
utilizando 2uL das enzimas de restrigdo Hindlll e EcoRl 0,3 uL de BSA 100x, 3ulL de tampao E
10X e 2,7uLL de H,O estéril. A reacdo foi incubada a 37°C por 2 h e o resultado verificado em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e observado em luz U.V. O fragmento digerido foi
excisado do gel com o auxilio de um bisturi, pesado e purificado com QIAEX" II Gel Extraction Kit
segundo protocolo do fabricante. Vinte microlitros dos vetores pcDNA3-YFP e pcDNA3-mRFP,
gentilmente cedidos pelo Dr. Douglas Golenbock (UMass, USA), foram digeridos utilizando 2uL
das enzimas Hindlll e EcoRI e os outros reagentes necessarios para uma rea¢ao cujo volume final
foi de 30uL. A reacdo foi incubada a 37°C por 2 h e o fragmento digerido foi excisado do gel e
purificado com o Kit citado anteriormente. O inserto e os vetores foram quantificados e utilizados
para a reacdo de ligacdo 2uL dos vetores e 6ul. do inserto do DNA do flagrasgefib, ambos
digeridos com Hindlll e EcoRI, dando uma proporcao de 6:1 (inserto:vetor). Dois microlitros de T4
DNA ligase (Invitrogen) e SuL de tampao 5X (Invitrogen) foram adicionados a cada reagdo com um

volume final de 25uL. A reacdo foi realizada a 23°C por 16 h.

Os produtos das ligacdes foram transformados em bactérias XL1-Blue quimicamente
competentes de acordo com os protocolos de transformacgdo descritos anteriormente. Colonias
resultantes foram selecionadas aleatoriamente para diagnostico por digestio da presenca do
plasmidio contendo FLAGRasGEF1b. A extragao do DNA plasmidial das 10 coldnias foi realizada
utilizando o “Kit QIAprep Miniprep” (Qiagen), de acordo com o protocolo citado anteriormente. A
digestao foi realizada com 10uL de cada construg¢do, 1uL de cada enzima, Hindlll e EcoRl, BSA
100x, tampao indicado pelo fabricante e H,O estéril para um volume final de 20uL. Os produtos das
digestdes foram fracionados em gel de agarose a 1% e corados com brometo de etidio para analise

em luz UV.
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4.10 Experimentos de microscopia confocal

Para os experimentos de localizagdo subcelular da proteina FLAGRasGEF1b, foram
utilizadas células HEK 293T e CHO transfectadas ou ndo com os plasmidios de interesse. As células
foram tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer-Improved Neubauer, 1X10mm de
profundidade (Boeco), e transferidas para placas de 6 pocos (35mm) para que no dia seguinte
obtivéssemos uma confluéncia entre 60 e 80%. Uma hora antes da transfec¢do o meio das células
era trocado por Opti-MEM (Invitrogen). Foram utilizados Lipofectamina 2000 (Invitrogen) para
transfec¢cdo das células CHO e Fugene (Roche) para as células HEK 293T. O complexo reagente de
transfec¢ao/DNA também foi obtido na presenca de meio Opti-MEM.

Para a transfeccdo das células HEK 293T, utilizamos 0,5ug/poco das construgdes
FLAGRasGEF1b-mRFP e/ou FLAGRasGEF-YFP, enquanto para as células CHO foi utilizada a
concentragdo de 2ug/pogo, sendo que os reagentes de transfeccdo foram utilizados em uma
concentragdo de 6:1 em relacdo a concentragdo de DNA. O reagente de transfeccdo foi diluido em
100uL de meio e incubado a T.A. por 10 min, e em seguida o DNA foi adicionado e vortexado por
10 segundos. O complexo foi incubado a T.A. por 30 min e em seguida distribuido uniformemente
nos poc¢os. Vinte e quatro horas apds a transfec¢do as células foram transferidas para Lab-Tek- II
Chamber Slide System e incubadas em estufa a 37° C 5% CO,. As células HEK 293T foram fixadas
com Metanol gelado por 2 min 24 horas apos a transferéncia, enquanto as células CHO foram

fixadas com paraformaldeido 4% também 24 h apds a transferéncia.

Para os experimentos de imunofluorescéncia, as células eram lavadas 2 vezes por 10 min
com PBS1x pH 7,2 e permeabilizadas com tampdo de permeabilizagdo (PBS1x, BSA 3% e Triton
X-100 0,2%) por 30 min a T.A. Os anticorpos primarios utilizados foram anti-LAMP1 (1:500 -
Abcam), marcador de lisossomos e anti-EEA1 (1:500 - Abcam). Os anticorpos foram incubados a
T.A. por 1 h, diluidos em tampdo de permeabilizagdo. Apds duas lavagens de 10 min, as células
foram incubadas com os anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 633 (1:1000 -
Molecular Probes) de acordo com o anticorpo primdrio utilizado: Alexa Fluor 488 para a
transfeccdo com FLAGRasGEF1b-mRFP e Alexa Fluor 633 para FLAGRasGEF1b-YFP. Os
anticorpos foram diluidos em tampao de permeabiliza¢do e incubados por 1h a T.A., ao abrigo da

luz. Em seguida as células foram lavadas com PBS1x 3 vezes por 15 min e as laminas montadas
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com meio de montagem Vectashield (Vector laboratories) com ou sem DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (Sigma). Foram realizados experimentos controle nos quais ndo houve transfeccao,
transfeccdo com vetores que ndo continham o DNA de interesse, o uso ou ndo de anticorpos
primarios e/ou secundarios. Em alguns experimentos que ndo se utilizou marcag¢do por anticorpos,
as laminas eram montadas apos fixacdo. Quando utilizados os marcadores ER-Tracker, para
marcacao do reticulo endoplasmatico e Lysotracker, para marcagdo de organelas acidas, 48hrs apos
a transfec¢do o reagente foi adicionado as células vivas e apds 30 min avaliado em microscopio

confocal.

As imagens foram obtidas utilizando o microscopio confocal Zeiss LSM510 do Laboratorio
de Entomologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR-FIOCRUZ). Para excitar as
amostras foram utilizados os lasers de Argonio 488nm, Hélio-Nedniol 543nm e Hélio-Neonio2
633nm. A proteina FLAGRasGEF 1b-mRFP ¢ excitada pelo laser Hélio-Neoniol a 590nm e emite a
615nm, a proteina FLAGRasGEF1b-YFP ¢ excitada pelo laser Argonio a 488nm e emite a 514nm, o
mesmo ocorrendo com a anticorpo secundario Alexa Fluor 488. Por outro lado, o anticorpo
secundario Alexa Fluor 633 ¢ excitado pelo laser Hélio-Nednio2 a 635nm e emite a 650nm. As
imagens foram captadas para que a menor quantidade de ruido estivesse presente, e estas foram

processadas com a auxilio do programa LSM Image Browser.

4.11 Experimentos de RNA de interferéncia

Células HEK 293T foram utilizadas para experimentos de inibicdo da expressdo do RNAm
codificante da proteina ectopica FLAGRasGEF1b-YFP. As células foram cultivadas em placas de 6
pocos para que no dia da transfecgdo estivessem com uma confluéncia entre 80 e 90%. Uma hora
antes da transfec¢do o meio das células foi trocado por Opti-MEM (Invitrogen). O complexo
reagente de transfeccdo Fugene/DNA também foi preparado em meio Opti-MEM. Nas transfecgdes
foram utilizados 0,5ug/poco da construcdo FLAGRasGEF-YFP e 3ul. de Fugene para
imunofluorescéncia e 0,5ug/pogo da constru¢do FLAGRasGEF-mRFP e 3ul de Fugene para FACS
(citometria de fluxo). No experimento de inibi¢do da expressdo do mensageiro de FLAGRasGEF1b-
YFP e FLAGRasGEF1b-mRFP as células foram co-transfectadas com os plasmidios correspondente
as proteinas ectopicas e os plasmidios pLKO.1 (Openbiosystems — Figura 5) contendo DNAs
correspondente aos shRNAs93 (5'-
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CCGGGCCTGAACATTTGCTGCTAATCTCGAGATTAGCAGCAAATGTTCAGGCTTTTTG

3 ou shRNA96 (5'-
CCGGGCGTACGTAGAATGGTTTAATCTCGAGATTAAACCATTCTACGTACGCTTTTTG-

37) especificamente designados para inibi¢do de RasGEF1b de M. musculus, na propor¢ao de 1:1
para os DNAs. Como controle negativo foi utilizado o mesmo vetor carreando o shRNA63 (5'-
AAACCCAGGGCTGCCTTGGAAAAG-3") designado para a inibi¢ao da mensagem de RasGEF1b
humano e cuja seqiiéncia ndo pareia com RasGEFIb murino. Quarenta e oito horas apds a
transfec¢do, a expressdo da proteina FLAGRasGEF1b-YFP foi analisada com o auxilio de um
microscopio de fluorescéncia, e para citometria e fluxo, foram utilizadas células transfectadas com
FLAGRasGEF1b-mRFP. Para a andlise por citometria de fluxo, a células foram tripsinizadas e
contadas em cdmara de Neubauer; 1 X 10° células foram fixadas em paraformaldeido 2% e
ressuspensas em um volume final de 200 uL de PBS e analisadas por FACScan. Foi feita a

aquisicao de 20000 eventos.

pLKO1

Figura 5. Representaciio simplificada do vetor pLKO.1 utilizado nos experimentos de RNAi. Estdo
representadas as principais caracteristicas do vetor, incluindo o gene de resisténcia a puromicina para selecdo
em mamiferos (puro), promotor U6 e cDNA do shRNA. Adaptado da Open Biosystems
(http://www.openbiosystems.com/ProductLiterature)
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4.12 Ensaio de ativacido de Ras pela proteina recombinante FLAGRasGEF1b

Células HEK 293T foram utilizadas para o ensaio de ativacdo de Ras. As células foram
cultivadas em placas de 6 pogos para que no dia da transfeccio estivessem com uma confluéncia
entre 80 e 90%. Uma hora antes da transfec¢do o meio das células foi trocado por Opti-MEM. O
complexo reagente de transfeccdo Fugene/DNA também foi preparado em meio Opti-MEM. Nas
transfecgoes foram utilizados 0,5 ug/poco da constru¢io FLAGRasGEF1b e FLAGRasGEF1b-YFP
e 3uL de Fugene, e como controle negativo foi utilizado o vetor sem o cDNA do rasGEFIb
(pcDNA3YFP). O ensaio de ativacdo de Ras foi realizado 48h apés a transfec¢do utilizando o kit
Ras activation (Upstate), seguindo as recomendacdes do fabricante. Inicialmente as células foram
lavadas com PBS e adicionadas de 500uL do tampio MLB (Mg”" Lysis/Wash Buffer com 10%
glicerol e 10ug/ml de aprotinina e leupeptina) para a lise das células. Em seguida o lisado foi
homogeneizado por 5 passagens através de uma seringa de insulina de ImL e centrifugado a 14000
x g, durante 5 min, a 4°C. O sobrenadante (500 uL) foi removido e utilizado para o experimento.
Para o teste da ativacdo de Ras, foram adicionados 10uL (10ug) de reagente de ensaio de Ras
(Raf-1 RBD agarose) e incubado por 45 min a 4°C sob leve agitacdo. A reagdo foi centrifugada a
14000 x g por 20 segundos a 4°C para recuperacdo das “beads” de agarose. Estas foram lavadas 3
vezes com MLB e ressuspensas em 40ulL de tampdo Laemmli (62,5mM Tris-HCL, pH 6,8; SDS
2%; b-mercaptoetanol 5%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,5%) e 2ulL de DTT e aquecido por 5
min a 90°C. Para os controles do experimento, aos extratos celulares de HEK 293T transfectadas
com o plasmidio pcDNA3YFP, foram adicionados 10uL de EDTA 0,5M e em seguida 5Sul de
GTPyS 100x para controle positivo e Sul. de GDP100x para controle negativo. A reacdo foi
incubada por 30 min a T.A. sob agitacdo e parada adicionando 32,5 uL de MgCl, 1M a 4°C.
Posteriormente, estas preparacdes foram incubadas com Raf-1 RBD agarose como descrito
anteriormente. Para a verificagdo da provavel ativacdo de Ras foi feito Western Blotting. O
protocolo utilizado foi o mesmo citado anteriormente, sendo que o anticorpo primario utilizado anti-
Ras clone RAS10 (Upstate), fornecido no kit de ativagdo de Ras, na concentracao de 1:5000 a 4°C
por 18h; o anticorpo secundério utilizado foi anti-mouse conjugado com peroxidase (Santa Cruz) na

concentragdo de 1:2000.
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4.13 Expressao e purificacdo da proteina recombinante His6-RasGEF1b.

A regido codificadora da proteina RasGEF1b foi clonada no vetor procariotico pQE-30 pela
doutoranda Tatiana Nunes Silveira, e foi utilizado para transformacdo de bactérias e expressdo da
proteina recombinante His6-RasGEF1b. Uma colonia isolada das bactérias XL1-Blue (Escherichia
coli) transformadas com a constru¢do pQE-30 His6-RasGEF1b foi inoculada em 20 mL de meio
LB contendo 100 ug/mL de ampicilina. As bactérias foram crescidas sob agitacao (130 rpm), a 37°
C, durante 18 h. O pré-indculo descrito anteriormente foi inoculado em 1 L de meio LB contendo o
antibiotico apropriado, e este foi crescido a 37°C, sob agitacdo, até DOgoo de 0,6. As seguir as
bactérias foram induzidas para expressdo da proteina com ImM de IPTG (isopropiltio-p-
galactosidase). No momento em que o IPTG foi adicionado (0h), retirou-se 1,5mL do inoculo, que
foi centrifugado a 10000 x g por 2 min, sendo a amostra representativa do perfil de expressao de
proteinas bacterianas antes da inducdo. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso
em 30 uL de tampdo Laemli. Apds 4 e 6 horas de indugdo a 37°C, foi retirado 1,5 mL da cultura,
agora representando o perfil de expressao de proteinas apds a indugao com IPTG (processadas como
descrito anteriormente). O restante da cultura total induzida foi centrigufado a 5000 rpm e o “pellet”
bacteriano foi congelado a -80°C em PBS e posteriormente adicionado 1 mg/ml de lisozima e
sonicadas. Apos a lise o extrato foi centrifugado a 13000 rpm durante 20 minutos, e sabendo que
His6-RasGEF1b ¢ uma proteina insoluvel, o “pellet” foi ressuspenso em 2 mL de uréia 8M. A
fracdo insoluvel solubilizada em uréia foi resolvida em SDS-PAGE 12% (15 cm de comprimento)
descrito a seguir; um faixa de aproximadamente 1 cm foi recortada do gel e corada com azul de
coomassie para localizacdo da banda correspondente &  His6-RasGEF1b. Posteriormente, a faixa
corada foi colocada ao lado do restante do gel ndo corado e a banda correspondente foi recortada do
gel. A banda foi macerada em 1 mL de 4gua e incubada durante 18h a 4°C para elui¢do da proteina
recombinante. Foi realizada uma segunda elui¢do, no mesmo volume. Os eluatos foram reunidos,
quantificados e resolvidos em SDS-PAGE para verificagdo da purificacdo de His6-RasGEF1b, que

foi utilizada para imunizagao de coelhos.
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4.14 SDS-PAGE

Os géis foram feitos a partir de uma solugdo estoque (p/v) de acrilamida 29,2 % e bis-
acrilamida 0,8 % diluida para uma concentra¢do final de 12 % em Tris-HCI1 375 mM, pH 8,8 e SDS
0,1 % (p/v) para preparacao do gel de separagdo e, diluida a 4 % em Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS
0,1 % (p/v) para preparacgdo do gel de aplica¢do e concentragdo das amostras. A polimeriza¢ao dos
géis de concentracdo e separacdo ocorreu na presenga de persulfato de aménio e TEMED (Sigma-
Aldrich, Inc.) nas concentragdes finais de 0,1 % e 1:2000 (v/v) respectivamente. As amostras de
proteinas foram desnaturadas em tampao de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 contendo SDS 2
%, glicerol 10 %, azul de bromofenol  0,0005 %, B-mercaptoetanol 2,5 %), homogeneizadas em
“yortex” ¢ fervidas por 5mina 90 — 100 C. A eletroforese foi realizada a 200 V por cerca de 45
min, em tampao Tris-glicina (Tris base 25 mM pH 8,3, glicina 250 mM, SDS 0,1 %). O gel foi
corado com azul de coomassie (Coomassie blue R 250 0,25 %, metanol 50 %, acido acético 10 %)
por 2 horas a temperatura ambiente e lavado varias vezes com solugdo descorante total (metanol 30
%, acido acético 10%). A massa molecular da proteina foi comparada com padrio de peso

molecular de proteinas Bench Mark TM Protein Ladder (Invitrogen).

4.15 Producio de soro imune de coelho dirigido contra His6-RasGEF1b

Para imunizacdo foram utilizados 2 coelhos (Oryctolagus cuniculus) para os experimentos
de imunizag¢do. O coelho 1 foi utilizado como controle e foi imunizado apenas com adjuvante de
Freund, e o coelho 2 foi imunizado com 300ug da proteina His6-RasGEF1b em cada imunizagao,
juntamente com a quantidade de adjuvante de Freund citada anteriormente. Na primeira imunizagao
foi utilizado adjuvante de Freund completo (Sigma), e nas trés posteriores foi utilizado adjuvante
incompleto. A imunizagdo foi feita através de injegdes intradérmicas em 5 sitios, no dorso dos
coelhos, com um intervalo de 21 dias entre cada imunizacdo. Foi coletado 5 ml de sangue dos
coelhos antes da primeira imunizacdo (soro pré-imune), ¢ 8 dias apds a quarta imunizacdo os

animais foram sangrados por pungao cardiaca (soro hiper-imune).
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Ap6s a retirada do sangue dos coelhos, este foi colocado em tubos de 50 ml, incubados a 37° C
durante 15 minutos, seguida de incubagdo a 4° C durante 18 horas. O soro obtido foi centrifugado a

6000 rpm a 4°C por 15 minutos, aliquotado e estocado a -80°C.

4.16 ELISA e Western Blotting com soro dos coelhos

Inicialmente uma placa foi sensibilizada com 100uL de proteina His6-RasGEF1b/ poco a
20pg/ml em tampao carbonato (15mM Na,COs, 35mM NaHCOs, pH 9,6). A placa foi incubada por
16h a 4°C. O volume foi desprezado por inversdo das placas e em seguida adicionado 200uL de
tampao de bloqueio (PBS, 2% leite em p6 desnatado) e incubado por 2h a 37°C. Em seguida, o soro
dos coelhos foi diluido em tampao de incubacdo (PBS1x, 2% leite em p6 desnatado, 0,05%
Tween®20) em dilui¢do seriada variando de 1:40 a 1:1280, em triplicata. Nos pogos da placa foram
adicionados sucessivamente 100uL dos soros dos coelhos antes da primeira, e apds a terceira e
quarta imunizag¢do, nas diferentes concentragdes. Foi feita uma incubagdo por 1h e 30 min a 37°C e
em seguida lavado trés vezes com tampao de lavagem (0,23M NaCl, 0,05% Tween®20). O
anticorpo secundario foi diluido em tampdo de incubagdo numa concentragdo de 1:2500. Foi
utilizado o anticorpo anti-IgG de coelho (Promega) conjugado a peroxidase (HRP). A incubagdo foi
feita com 100uL em cada poco, inclusive no controle negativo por 1h a 37°C, e em seguida lavado
seis vezes com tampao de lavagem. A revelagdo foi feita com 10 mL de tampao citrato-fosfato
(0.05M Na;CHsO7 . 2H,0; 0.05M Na,H,PO4 .H,0) contendo 100uL de TMB e 30uL de H,O; 40

v. A reacdo foi parada com H,SO4 (1:20) e a leitura foi feita a 450nm em espectrofotdmetro.

Para testes preliminares foi utilizado soro hiper imune de coelho coletado apds a 3 dose. Para
tal, 20ng de His6-RasGEF1b e 20 ug de extrato de células HEK 293T transfectadas com
FLAGRasGEF1B foram resolvidas em SDS-PAGE, transferidas pra membrana de PVDF (Hybond-
P — GE Healthcare) e submetidas ao Western blotting. Membranas distintas contendo as mesmas
amostras foram incubadas com soro pré-imune de coelho e soro da 3 dose anti-His6-RasGEF1b
1:100 em PBS1x durante 2h a TA, as membranas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween (0,1%) e
incubadas com anticorpo secundario anti-IgG de coelho (Promega) 1:2000 conjugado a peroxidase
(HRP) em PBS-leite 3% durante 1 hora a TA, a seguir, a membrana foi lavada novamente com

PBS-Tween e reveladas com reagente de quimioluminescéncia ECL plus (GE Healthcare).
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5. Resultados

5.1. Analise da proteina RasGEF1b utilizando ferramentas de bioinformatica

A utilizacdo de programas de bioinformatica que fazem predic¢des in silico sobre uma dada
seqiiéncia fornecida ¢ ideal para obter informagdes, mesmo que hipotéticas, sobre proteinas ainda
ndo caracterizadas. A partir da seqliéncia de aminoacidos de uma proteina, podem-se fazer
predicdes a cerca de modificagdes pos-traducionais na seqiiéncia protéica, estruturas secundaria e
terciaria, localizacdo subcelular, presenca de dominios conservados e ate mesmo interagdo com
outras proteinas. Os resultados gerados direcionam o trabalho experimental e fornecem subsidios
para responder perguntas bioldgicas pertinentes a proteina analisada. Uma vez que a proteina
RasGEF1b estd em processo de caracterizagdo, foi feita uma andlise preliminar utilizando
ferramentas de bioinformatica para avalia¢do da sua localizagdo subcelular.

Segundo o Prosite, a proteina RasGEF1b possui um dominio RasGEFN na por¢do amino
terminal (N-terminal), entre os aminodcidos 34 a 161, e um dominio catalitico, de troca de
nucleotideos guanina (RasGEF), situado entre os aminoacidos 205 a 453. A assinatura de dominio
de fatores de troca de nucleotideos guanina da proteina Ras esta situada no dominio catalitico, entre
os aminoacidos 371 a 401. O dominio RasGEFN contém um ziper de leucina codificado pelos
aminoacidos 72-93 (LFMHPYELMAKVCHLCVEHQRL), ¢ o dominio RasGEF contém trés
motivos de localizagdo nuclear PVKKKHR, PVSRLKK, e PFERDRK codificados pelos
aminoacidos 276 a 282, 316 a 322 e 421 a 427, respectivamente. Além disso, o programa detectou
um sinal de direcionamento para microcorpusculos entre os aminoéacidos 471 a 473 (Figura 6). Foi
verificado que a seqiiéncia da proteina RasGEF1b humana apresenta alta similaridade com a
proteina murina. As unicas diferencas sdo substituicdes conservadas de 12 aminoacidos, com 97,6%
de identidade (15).

O programa pTarget fornece predicdes de localizagdo subcelular de uma seqiiéncia
protéica. Para a proteina RasGEF1b a predi¢do de localizagdo ¢ de 81,4% no citoplasma celular. O
programa MultiLoc fornece predi¢des de localizacdo celular para 9 compartimentos, sendo que a
predicdo para localizacdo da RasGEF1b ¢ de 92% citoplasmatica. O programa DBsubloc (Database
of Protein Subcellular Localization) prediz localizagdo subcelular para seqiiéncias eucariotas.

Segundo este programa, a localizagdo da RasGEF1b ¢ nuclear, com 74% de exatiddo. O programa
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Psort também atribuiu o maior score (0,6) para localiza¢do nuclear. Entretanto, estes resultados sdo
contrapostos pela predi¢ao fornecida pelo programa NucPred, cujo score para a RasGEF1b ¢ 0,64.
Neste programa, somente seqiiéncias com ‘“score” acima ou igual a 0,8 sdo preditas para terem
localizagdo subcelular nuclear, com 93% de exatiddo. Algumas dessas predi¢des de localizacao
contrastam com o resultado que demonstra trés motivos de localizacdo nuclear para a proteina

RasGEF1b, os quais sdo fortes indicios para sua real localizagao.

RasGEF1b

1 50 1n0n 150 ann 250 00 250 400 450 473

Ras- GEFN (CDC | | Ras- GEF dorssm ]
TERloeh A oomncain

B
RasGEF1b- Mouse and Human homologues

Mouse: 1 MFOTFFPSAMIDESSGYHNENLYOSAEDSCHEGLYTHDNNLL S ESLE AL INMLVPHUDYYFDE &0
MFOQTPPFSAMFOSSCYHENL YOS AEDS C LY YHODNNLL 3 GSLEAL IO NN VONTDITONR
Humarn.: 1 MPOQTPPFPEAMIDEE-YHENLY)ZAEDSCHECLYYHDHALLS-SLEAL IQHLVPHUDYYPDE S0

HMouse: 61 TY¥IFTFLLSSRLIMIFPYELMARCHLCUVEHORLSEGDGDENQMBEIAPK ILOQLLTEWIET 120
PP rLLASSHLFHHPYELHAETCHL CWEHQRL S+ D DENCWERE T OF L OLLNErE T
Humarn: &1 TY¥IFTFLLEZRLIMHPYELMARKTCHLCUVEHQRLEDPDEDENQMPE IAPKILQLLTEWIET 120

Mous=se: 121 FPYDFEDERMMENLEDL AHPMAS GEEQTYRENVOOQMMOCL IREL AALSOYEEVL AKT.SS3T 150
FO IO RO By RN LE O LAHP+ AS CGEEQTYRENTQQMMOCL IPFL AALSQYEEVL A+ 55T
Human: 121 FPYDFEDERPMMENLEDL AHP. IAS CGEEQTYRENVOQQMMOCL IPEL AALSQYEEVLAKISST 150

Mous=se: 151 ATDRLTUVLETEFQS IQRD IMTVWCSDEFYTLAQQLTHIELERLRY IGFEEFTQAFTQEDFLD 240
+TDRLTVLETEP QS IQRD I+ MV DD FO0 oo M T B R N T D EEE o0 s nonn
Human: 131 STDRLTVLETEFQSIQRDIITVCHDEFYTLAQOLTHIELERLENYIGFEETVQAIVQEDFLD 240

Mou=xe: 231 HDESCYSEREETPWLEAYUEWFHRLSYLWATE ICHMPURFFHPLAPMIEYFEIDVARECFNIG 200
AR S O S E R N RN LA VAL HALS YL WAE T WEEEHE JG0 L T IOV A OSSO IS
Human: 241 HDESCYSEREETENLEATUVEWIHELISYLWWATE Icﬂtm REMIEYE IDVARECTHIG 200

Mou=a: 201 HEHSLHAIIZGMNMSPUSPELEEI WAKUET AKID ILEHOMDE S SHIYHYRT ALRFAAQRSL 260
HENSLMI T IS iy W S B L B WA VR DO B L e o DO S SN N A MO LA GO 8 QRS
Human: 201 HNIFHNSLMAIISGMNMSEUVSELEETWARKUET AKID ILEHOMDF SSHTIYHYRT ALRFAAQRSL 260

Mou=s: 261 TAHSEREEIVIPPPSLL IED IFFLHEGCCUNRELFNGCHUNIEEITEL AKQUSEFMTWEQVEC 220
PSSR TV IO TS LL IR D I LD G S R OGNV L T W E LA ROV S EEMTIWE OVE C
Human: 261 TAHSSEEEIVIFIISLLIED ITFLHEGCANELFHGHUNIEKITEL AEQUSEIMTWEQVEC 220

Mzu=e: 471 |PFERDRENLOYLLEUVPUFEEDALYLAZYEEEGCPENN IEEDPUEKEILEE ELLGRT | 272
FPEERDEEHLOILL+VEVE SEDA LT ASTESE SOSN+t IEEDEWESLES SLLERY
Humarn: 9421 |[FFERDEELQYLLTUPUVFSEDALYLASYESEGFENH IEEDENESLESSLIGRT | 472

Figura 6. Anilise comparativa de homologia entre as proteinas hipotéticas humana e murina
codificadas pelo gene rasGEF1b. A - Esquema da localizagdo dos dominios Ras-GEFN (dominio CDC25-
like) e Ras-GEF presente nos homoélogos humano e murino. B - Alinhamento de aminoacidos da proteina
hipotética RasGEF1b murina e humana. Os dominios Ras-GEFN e RasGEF estdo em cinza, italico e
sublinhados.O ziper de leucina presente no dominio RasGEFN esté negritado sublinhado. H4 trés motivos de
localizacdo nuclear no dominio RasGEF: PVKKHR, PVSRLKK e PFERDRK, codificados pelos
aminoacidos 276-282, 316-322 e 421-427, respectivamente, os quais estdo no interior da caixa azul. Os
aminoacidos GRV dentro da caixa vermelha indicam direcionamento para microcorpusculos (15 modificada).
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5.2. Localizag¢io subcelular da proteina FLAG-RasGEF1b em sistema eucarioto através de

centrifugacio diferencial e Western Blotting

Ap6s a transfeccdo, as células HEK293T foram lisadas com tampao de lise (10mM KCI) e
em seguida centrifugadas diferencialmente para obtengdo das diferentes fracdes subcelulares.
Através da técnica de Western Blotting, as fragdes foram marcadas com anticorpos contra proteinas
especificas de cada fragdo. Utilizando anticorpo monoclonal anti-FLAG, foi demonstrado que a
proteina FLAGRasGEF1b esté presente principalmente nas fra¢cdes de niicleo e membranas pesadas,
como indicado pela forte reatividade com anti-histona e anti-calreticulina, respectivamente (Figura
7). Mas também pode se perceber a presenca de pequenas quantidades da proteina na fracdo de
membranas leves, como evidenciado pelo anticorpo anti-Rab4.

Dois principais problemas tém impedido o desenvolvimento de procedimentos rapidos e
padronizados para fracionamento subcelular. Primeiro diferentes compartimentos celulares
compartilham propriedades fisicas similares e co-fracionam pelo menos em alguma extensdo em
gradientes convencionais. Segundo, as culturas de tecidos sdo mais comumente utilizadas para o
fracionamento, porque as células podem ser manipuladas de uma maneira impossivel de ser
realizada em tecidos derivados de animais. Entretanto, depois da homogeinizagdo, as culturas de
células de tecidos sdo mais dificeis de fracionar do que a maioria dos tecidos, presumidamente
devido as diferengas na organizacdo do citoesqueleto. A completa purificagdo €, com poucas
excegoes, dificilmente possivel (45). Isso explicaria, portanto, a possivel contaminagdo entre

fracdes, ou seja, a presenca de certas proteinas em mais de uma fragao subcelular.
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Figura 7. Anilise por Western Blotting das fracdes subcelulares de células HEK293T expressando
FLAGRasGEF1b.N (nucleo); MP (membranas pesadas); ML (membranas leves); (C) citosol. Os anticorpos
utilizados para caracterizagcdo de cada fragdo estdo indicados a direita. A revelacdo com anti-FLAG mostrou a
localizag@o da proteina FLAGRasGEF1b principalmente nas fragdes de membranas pesadas e no nucleo.
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5.3 Amplificacdo da regido codificadora do DNA FLAGRasGEFI1b a partir da construcio
pFLAGCMV2RasGEF1b

Com objetivo de subclonar e expressar o gene FLAGRasGEF1b, utilizou-se a PCR para
amplificacdo do DNA correspondente a regido codificadora, gerando um produto de 1470 pb. Para
tal finalidade foi utilizado na reagdo um mix contendo Taq Platinum e TLI DNA polimerase que
possui atividade exonucledsica 3'-5" necessaria para uma reagdo de alta fidelidade para expressao
protéica (46). Como molde foi utilizado a constru¢do pFLAGRasGEF1b nas concentracdes de 1 e
5ng. Como demonstrado na Figura 8 houve amplificagdo de uma banda Unica com tamanho

esperado.

2kb
1,5kb

1kb

1470 pb &

Figura 8. Amplificacdo por PCR da regido codificadora de FLAGRasGEFIb, (seta) utilizando como
molde o vetor pPFLAGCMV2RasGEF1b. M - Marcador de DNA 1kb 1 - Controle negativo sem DNA; 2 -
5ng de DNA; 3 - Ing de DNA do vetor FLAGRasGEF1b. A seta indica a banda correspondente ao
FLAGRasGEF1b.
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5.4 Perfil de restricao do DNA de FLAGRasGEF1b clonado no vetor TOPO 2.1

Apo6s a amplificagdo do DNA de FLAGRasGEF1b, seu DNA foi clonado no vetor 2.1
TOPO para amplificagdo do inserto. Ap6s a ligagdo do inserto ao vetor, bactérias XL1 Blue foram
transformadas e crescidas em meio LB para posterior extracdo do DNA plasmidial. Para verificar a
presenga do DNA do FLAGRasGEF1b clonado, foram feitas digestdes enzimaticas dos plasmidios
extraidos de sete colonias com a enzima de restricdo BamHI, que possui um sitio de restricdo no
vetor na posicdo 252 e dois no DNA nas posicdes 728 e 1037. Os fragmentos gerados pela enzima
de restricdo estdo representados na Figura 9. A digestdo dos plasmidios obtidos das sete colonias
podem gerar dois padrdes de digestdo de acordo com a posi¢cdo em que o DNA foi inserido, sendo
que quando a inser¢do ocorre na posi¢do direta, formam se fragmentos de 309 e 783pb e quando
inserido na posi¢do invertida formam se fragmentos de 309 e 445pb. Como visto na figura 9, todas

as coldnias analisadas foram positivas para o DNA do FLAGRasGEF'1b.

Figura 9. Perfil de restricio enzimatica de FLAGRasGEFI1b clonado no vetor pCR 2.1 TOPO. As
digestdes feitas com a enzima BamHI confirmaram a inser¢do do DNA nas sete colonias, como visto pelo
perfil de restricdo esperado. M - Marcador de DNA 1kb; 1 a 7 — Clones de bactérias transformadas com o
vetor 2.1 TopoFLAGRasGEF1b.
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5.5 Clonagem nos vetores de expressao eucariotica pcDNA3-YFP e pcDNA3-mRFP

Os vetores pcDNA3-YFP e pcDNA3-mRFP foram escolhidos para a clonagem do DNA
FLAGRasGEF1b por permitir a expressao da proteina recombinante em células de mamiferos, para
andlise por microscopia confocal, e por ser de facil selecao (47 - 49). Os iniciadores utilizados na
amplificacdo da regido codificadora do FLAGRasGEF b para a clonagem nos vetores contém sitios
para as enzimas de restricdo Hindlll (TACAAGCTTTTGATCTACCATGGACTAC) e EcoRI
(TACGAATTCAACTCTGCCCAAAAGGCTGGA). O DNA plasmidial extraido do clone 4
(Figura 9) e dos plasmidios, foram digeridos com as enzimas selecionadas citadas acima,
possibilitando a formacao de extremidades coesivas para a ligacdo entre o inserto e o vetor. Apds a
ligacdo, foi feita a transformacdo de bactérias competentes. Deste experimento, foram escolhidas
aleatoriamente cinco colonias de cada construcdo para teste por digestdo enzimatica. A Figura 10
mostra que todas as 10 colonias, cinco de cada construcdo, foram positivas para FLAGRasGEF1b-

YFP e para FLAGRasGEF1b-mRFP.

1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10

Figura 10. Perfil de restricio enzimatica de FLAGRasGEF1b clonado nos vetores pcDNA3-YFP e
pcDNA3-mRFP. As digestdes feitas com as enzimas Hindlll e EcoRl confirmaram a inser¢do do cDNA
flagrasGEF'1b, como visto pela banda indicada pela seta. M — Marcador de DNA 1kb; 1 a 5 — Clones de
bactérias transformadas com a constru¢do FLAGRasGEF1b-YFP; 6 a 10 — Clones de bactérias transformadas
com a constru¢do FLAGRasGEF1b-mRFP.
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5.6 Analise da expressao e localizacio subcelular da proteina recombinante FLAGRasGEF1b
fusionada a YFP e mRFP através de microscopia confocal

Para as analises de expressao e localizacdo subcelular da proteina FLAGRasGEF1b foram
utilizadas células HEK 293T e CHO. Essas linhagens celulares foram escolhidas por serem de facil
transfec¢do e por serem comumente utilizadas em experimentos de microscopia confocal (50, 51). O
uso de construgdes expressando proteinas fluorescentes em fusdo com uma determinada proteina de
estudo tem se tornado uma técnica muito comum (49, 52). Células HEK 293T transfectadas com
FLAGRasGEF1b-YFP e/ou FLAGRasGEF1b-mRFP foram utilizadas para anélise da expressao das
proteinas recombinantes e localizagdo subcelular através de microscopia confocal. Como visto nas
Figuras 11A e B, observamos que células HEK 293T expressam e mostram uma localizacdo das
proteinas FLAGRasGEF1b-YFP e FLAGRasGEF1b-mRFP citoplasmatica e fora do nucleo. A
Figura 11C mostra que as duas proteinas fluorescentes co-localizam e mais uma vez ndo estdo
presentes no nucleo, o que contradiz alguns dados de bioinformatica sobre a predicdo da localizagao
subcelular da proteina RasGEF1b. Apesar desta proteina possuir 3 sitios de direcionamento nuclear,
estes ndo sdo suficientes para sua translocagao para o ntcleo.

Como controles experimentais, células HEK 293T transfectadas ou ndo com os plasmidios
vazios expressando apenas YFP e mRFP, foram analisadas por microscopia confocal. Como
observado na Figura 12A e B, nas células transfectadas com os plasmidios apenas expressando YFP
e mRFP, essas proteinas localizaram se em todo interior celular, incluindo o nucleo, pois proteinas
menores que 40kda como GFP, YFP e mRFP, podem atravessar facilmente o poro nuclear (53). As

células ndo transfeccdo ndo possuem autofluorescéncia, como mostrado na Figura 12C.
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Figura 11. Marcagio por imunofluorescéncia da expressio de FLAGRasGEF1b-YFP e
FLAGRasGEF1b-mRFP em células HEK 293T. A - célula HEK 293T expressando a proteina
recombinante FLAGRasGEF1b-YFP e mostrando sua localizacdo. B - célula HEK 293T expressando a
proteina recombinante FLAGRasGEF1b-mRFP e mostrando sua localizagdo subcelular. C - células HEK
293T co-expressando ambas construgdes. O nucleo das células e visto em azul pela coloragdo por DAPI.
Ambas as construgdes co-localizaram. Em A) e B) foi utilizada objetiva para aumento de 630x, e em C) para
aumento de 200x.
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Controle Negativo

Figura 12. Marcac¢io por imunofluorescéncia da expressio de YFP ¢ mRFP em células HEK 293T e
de células nao transfectadas. A - células HEK 293T transfectadas com o plasmidio controle expressando
YFP e mostrando sua localizagdo em todo interior celular. B - células HEK 293T transfectadas com o
plasmidio controle expressando mRFP mostrando sua localizagdo em todo interior celular.C— células HEK
293T nao transfectadas ndo possuem autofluorescéncia. D - nticleo das células e visto em azul pela coloragdo
por DAPIL. Em A) e B) foi utilizada objetiva para aumento de 630x, e em C) e D) para aumento de 200x.
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Para os experimentos de localizagdo subcelular da proteina FLAGRasGEF1b foi utilizada a
célula CHO devido a sua morfologia favorecer tal procedimento (54). Essas células possuem um
grande citoplasma o qual facilita a marcacdo de organelas intracelulares (55). As células foram
transfectadas com FLAGRasGEF1b-YFP ou FLAGRasGEF1b-mRFP e foram utilizadas para
andlise da localizagdo subcelular por microscopia confocal. A localizagdo foi feita a partir da
marca¢do de organelas intracelulares com anticorpos especificos e sobreposi¢do com a marcagdo
das construcdes expressando RasGEF1b fluorescente. Como pode ser visto na Figura 13 ocorreu a
expressdao da proteina FLAGRasGEF1b-RFP (B). O reticulo endoplasmatico foi marcado
utilizando-se o marcador ER-Tracker (A), e como visto em C, ndo houve colocalizacdo de
FLAGRasGEF-RFP com essa organela. Existem exemplos de GEFs que se localizam no reticulo
endoplasmatico e ativam Ras nesta organela (56). Foi utilizada marcagdo especifica para
endossomos primarios, utilizando o anticorpo anti-EEA1 . Como pode ser visualizado nas Figuras
14 e 15, a proteina FLAGRasGEF1b-YFP colocaliza com os endossomos primdrios (D) nas células
CHO, corroborando os dados de localizacdo obtidos nos experimentos de fracionamento subcelular,
apesar da maior parte estar concentrada na fragdo de membranas pesadas. Também utilizamos o
marcador de organelas acidas LysoTracker, e como demonstrando na Figura 16 (C), houve
colocalizacdo de FLAGRasGEF1b-RFP com organelas positivas para Lysotracker, porém quando
utilizamos o marcador de lisossomos LAMP1, Figura 17, nao houve colocalizagdo deste marcador
com a proteina FLAG-RasGEF1b-YFP, sugerindo que FLAGRasGEFlb se localiza entre

endossomos primarios e tardios.
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Figura 13. Marcag¢io por imunofluorescéncia para localizagio subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal. A — marcacdo de reticulo endoplasmatico utilizando ER-Tracker.
B - expressdo da proteina FLAGRasGEF1b-RFP C- sobreposicdo das imagens anteriores. D — DIC

(Differential interference contrast). A proteina FLAGRasGEF1b-RFP ndo co-localiza com ER-tracker.
Aumento 630x.
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Figura 14. Marcacio por imunofluorescéncia para localizagio subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal. A — expressdo da proteina FLAGRasGEF1b-YFP. B — marcacdo
de endossomo primario utilizando anticorpo anti-EEA1. C — nticleo da célula € visto em azul pela marcagdo
por DAPI. D — sobreposi¢cdo das imagens anteriores. E — DIC (Differential interference contrast)
F — sobreposi¢do das imagens anteriores. A proteina FLAGRasGEF1b-YFP co-localiza parcialmente com
EEA1. Aumento 630x
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Figura 15. Marcacio por imunofluorescéncia para localizagio subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal. A — expressdo da proteina FLAGRasGEF1b-YFP. B — marcacdo
de endossomo primario utilizando anticorpo anti-EEA1. C — nucleo da célula € visto em azul pela marcagdo
por DAPI. D — sobreposicdo das imagens anteriores. E — DIC (Differential interference contrast).
F — sobreposi¢do das imagens anteriores. A proteina FLAGRasGEF1b-YFP co-localiza parcialmente com
EEA1. Aumento 630x.
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Figura 16. Marcacio por imunofluorescéncia para localizagio subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal A — expressao da proteina FLAGRasGEF1b-RFP. B — marcacdo de
endossomos utilizando Lysotracker. C — sobreposicdo das imagens anteriores. D — DIC (Differential

interference contrast. A proteina FLAGRasGEF1b-mRFP co-localiza parcialmente com Lysotracker.
Aumento 630x.
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Figura 17. Marcacio por imunofluorescéncia para localizagio subcelular de FLAGRasGEF1b em
células CHO, por microscopia confocal confocal A - marcagdo de endolisossomos utilizando anticorpo
anti-Lampl. B - expressdo da proteina FLAGRasGEF1b-YFP. C — nucleo da célula € visto em azul pela
marcacao por DAPI. D/E — sobreposi¢do das imagens anteriores. F — DIC (Differential interference contrast).
A proteina FLAGRasGEF1b-YFP nao colocaliza com Lampl. Aumento 630x.

Como controles experimentais dos experimentos de microscopia confocal, células CHO nao
transfectadas e marcadas somente com os anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor
633 foram analisadas por microscopia confocal. Como observado na Figura 18A e B, os anticorpos
secundarios na mesma dilui¢do utilizada nos experimentos de localizacdo de FLAGRasGEF1b-YFP
ou mRFP ndo marcam inespecificamente as células CHO. Como observado em C e D as células nao

transfectadas ndo possuem autofluorescéncia.
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Controle Negativo Alexa 488 Controle Negativo Alexa 633

Figura 18. Imagens de microscopia confocal de células CHO nio transfectadas. A — células CHO nédo
transfectadas e incubadas somente com anticorpo secundéario Alexa Fluor 488. B - células CHO ndo
transfectadas e incubadas somente com anticorpo secundario Alexa Fluor 633. C e D — DIC (Differential
interference contrast). Células CHO ndo transfectadas ndo possuem autofluorescéncia. Em C aumento de
400x e em D aumento de 630x.

5.7 Inibicao da expressdo da proteina FLAGRasGEF1b-YFP por RNA de interferéncia

A técnica de RNAI tem sido muito utilizada para a analise de funcdo de proteinas por inibir
estavelmente sua expressao para posterior avaliacdo do fenotipo (57 - 60). Células HEK 293T foram
cotransfectadas com a construgio FLAGRasGEF1b-YFP e com os plasmidios expressando o
shRNA dirigido especificamente para inibicdo do RNAm de RasGEF1b ou com um shRNA nao
relacionado, como controle negativo. Como visto na Figura 19B e C, na andlise das células

transfectadas realizada por microscopia de fluorescéncia, ambos shRNAs 93 e 96 para RasGEF1b
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inibiram praticamente 100% da expressdo da proteina FLAGRasGEF-YFP, ja o shRNA 63 nao
relacionado ndo inibiu a expressdo da proteina ectopica RasGEF 1B, visto em D, ambos comparados
com o controle mostrado em A. O mesmo resultado pode ser visto na Figura 20 pela analise por
citometria de fluxo. Em A vimos a populagdo de células HEK 293T utilizada no experimento. Em B
estd demonstrada a porcentagem de células transfectadas (2,4%) com FLAGRasGEF1b-mRFP, o
qual tem sua expressdo inibida, C, na presen¢a do shRNA dirigido contra 0o RNAm de RasGEF1b.

5.8 Ativacio de Ras pela proteina FLAGRasGEF1b

Para o experimento com o objetivo de analisar o potencial papel de RasGEF1b na ativagao
da small GTPase Ras, foram utilizadas células HEK 293T transfectadas com as construgdes
FLAGRasGEF1b-YFP ou FLAGRasGEF1b, e 48h apos foi avaliada a ativagdo da GTPase
evidenciada pela ativacdo da proteina efetoras Raf-1, utilizando um kit comercial da ativagdo de Ras
(Upstate). Quando Ras liga-se a GTP, isto ¢, quando ¢ ativada ocorre uma mudanca conformacional
na proteina que favorece sua interagdo com as proteinas efetoras (61), sendo a principal delas a Raf-
1 (62). Como mostrado na Figura 21, ambas as construgdes foram capazes de ativar Ras através da
troca de GDP por GTP, e conseqiliente ativagdo de Raf-1, indicando que RasGEF1b de Mus
musculus é capaz de atuar como fator de troca de guaninas de Ras, sendo assim uma RasGEF, pelo

menos in vitro.
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Figura 19. Imagens por microscopia de fluorescéncia da inibi¢io da expressio de FLAGRasGEF1b-
YFP por RNAi. A — células HEK 293T transfectadas com a construcio flagrasGEF1b-YFP. B — células
HEK 293T co-transfectada com flagrasGEF1b-YFP e shRNA93. C - células HEK 293T co-transfectada com
flagrasGEF1b-YFP e shRNA96 D - células HEK 293T co-transfectada com flagrasGEF1b-YFP e shRNAG63.
Os quadros a direita representam as imagens de campo claro.
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Figura 20. Analise por citometria de fluxo da inibicio da expressio de FLAGRasGEF1b-mRFP por
RNAi. A - populagdo de células HEK 293 T utilizada na andlise. Grafico de tamanho (eixo x) X
granulosidade (eixo Y). B — células HEK 293T transfectadas com FLAGRasGEF1b-mRFP. C — células HEK
293T co-transfectadas com FLAGRasGEF1b-mRFP e shRNA dirigido contra RasGEF1b. D — Sobreposicao
das imagens B e C. Como visto o shRNA para RasGEF1b foi capaz de inibir a expressdo da proteina
recombinante FLAGRasGEF 1b-mRFP.
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Figura 21. Ensaio de ativacio de Ras pelas proteinas FLAGRasGEF1b-YFP ¢ FLAGRasGEF1b.
1- células HEK 293T transfectadas com FLAGRasGEF1b-YFP. 2 - células HEK 293T transfectadas com
FLAGRasGEF1b. 3 - células HEK 293T transfectadas com pcDNA3-YFP e adicionado GDP (controle
negativo) 4 - células HEK 293T transfectadas com pcDNA3-YFP e adicionado GTP (controle positivo). Os
sobrenadantes indicam as quatro respectivas fracdes (1 a 4), demonstrando a presenca da proteina Ras.
FLAGRasGEF1b-YFP e FLAGRasGEF1b foram capazes te ativar Ras in vitro.

5.9 Expressao e purificacio da proteina recombinante His-RasGEF1b

A célula hospedeira escolhida para a expressdo da proteina recombinante foi uma linhagem
de Escherichia coli, denominada XL1-Blue, baseado nas caracteristicas convenientes de cultura
dessa cepa, sistemas de expressao génica bem desenvolvidos e a habilidade da produc¢do da proteina
necessaria em larga escala. Entretanto, como em qualquer sistema de expressdo procaridtico, ndo ha
modifica¢des pds-traducionais na proteina recombinante (63, 64). A bactéria XL1-Blue (E. coli)
transformada com a constru¢do pQE-30 His6-RasGEF1b foi induzida a 37°C com IPTG 1mM,
condi¢des estas que favorecem a formacdo de proteinas insoluveis, ja que em trabalhos anteriores

com esta proteina de fusdo ndo foi possivel purificacdo a partir da fragdo soluvel.

A expressdo de His-RasGEF1b recombinante foi induzida por 4 e 6h apds adi¢dao de IPTG.
Como mostrado na Figura 22A, a massa molecular da proteina His6-RasGEF 1b recombinante foi de
52,8 kDa, o qual corresponde a da proteina RasGEF1b fusionada a 6 histidinas. Como ja esperado, a
proteina se encontrou na fragdo insoluvel. His6-RasGEF1b foi purificada da fracdo insoluvel apos
solubilizacdo em Uréia Para isso His6-RasGEF1b ressuspensa em uréia foi fracionada em SDS-
PAGE e eluida em agua por difusdo passiva. Esta técnica foi desenvolvida por pesquisadores do
grupo estrutural da FAPESP (DMIP- UNIFESP- Sao Paulo) e tem sido amplamente empregada para
a producdo de soros hiperimunes dirigidos contra proteinas recombinantes fundidas a His6. A figura

22B mostra a purificacdo da proteina.
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Figura 22. Expressio e purificacio da proteina recombinante His6-RasGEF1b (SDS-PAGE 12%). Os
géis foram corados com azul de Coomassie. A) M — Marcador de massa molecular; S — Fracao solavel; Oh —
Sedimento do cultivo de bactéria ndao induzido com IPTG; 4h e 6h — Sedimento de cultivo de bactéria
induzido com IPTG 4 e 6h respectivamente. B) M — Marcador de massa molecular; 1 — extrato total antes da
inducdo com IPTG; 2 e 3 — Primeira eluicdo; 4 a 6 — Segunda eluicdo. A seta aponta a proteina His6-
RasGEF1b.

5.10 Produc¢do de anticorpos policlonais dirigidos contra a proteina recombinante His6-
RasGEF1b em coelho.

Para verificar a presenca de anticorpos policlonais contra a proteina recombinante His6-
RasGEF1b foram realizados ensaios de ELISA e Western Blotting. Amostras de soro coletadas antes
da primeira imunizagdo, e ap6s a quarta imunizagdo dos coelhos foram tituladas por ELISA em
dilui¢des seriadas como visto na Figura 23A. Observamos que o soro pos-imunizagdo foi capaz de
reconhecer eficientemente a proteina recombinante em todas as dilui¢des testadas. Na Figura 23B

confirmamos o reconhecimento de His6-RasGEF1b (20ng de proteina purificada) e
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FLAGRasGEF1b (20ug de extrato de células transfectadas), pelo soro imune de, apesar da presenca
de um banda fraca na membrana incubada com o soro pré-imune, aparentemente com a mesma
massa molecular de FLAGRasGEF1b. Estes resultados sdo preliminares, ¢ o tese do soro imune,
apos a 4* dose, sera realizado utilizando concentragdes variadas de proteinas purificada de E. coli (2
a 20ng), extrato de proteinas totais de células de mamifero (para detec¢do da proteina enddgena),

bem como extrato de células de mamifero super-expressando RasGEF1b.
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Figura 23. Analise por ELISA e Western blotting da producio de anticorpos policlonais dirigidos
contra a proteina recombinante His6-RasGEF1b. A) Elisa com o soro dos coelhos apds 3* e 4°
imunizagdes. Em todas as diluigdes testadas houve reconhecimento pelo soro imune da proteina
recombinante His6-RasGEF1b. B) Western blotting com o soro dos coelhos apos a 3* imuniza¢do. Houve
reconhecimento pelo soro das proteinas recombinantes His6-RasGEF1b (1) e FLAGRasGEF1b (2).
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6. Discussao

A habilidade do Trypanosoma cruzi em ativar macréfagos, €, pelo menos em parte, atribuida
as ancoras de glicosilfosfatidilinositol de glicoprotéinas (GPI-mucinas) expressas na superficie da
forma tripomastigota do parasita. As técnicas de DDRT-PCR (differential display reverse
transcriptase-polymerase chain reaction) € o Northern blot reverso (reverse Northern blot) foram
utilizadas para estudar a modulagdo da expressdo génica em macr6fagos murinos expostos a
GPI-mucinas e em tecidos cardiacos de camundongos infectados com 7. cruzi. Entre os varios
cDNAs identificados, originados dos RNAms mais abundantes presentes em macréfagos
estimulados com GPI-mucinas, quando comparados a células ndo estimuladas, foi confirmado em
nosso laboratério a expressdo diferencial de Al, interleucina 18, e gpiy4 (o qual foi renomeado
rasGEF1D). Alguns desses genes mostraram também expressdo acentuada em tecido cardiaco (Al e
rasGEF1b) de animais infectados. Além disso, também foi verificada a expressdo do rasGEF1b em
clones de linfocitos Thl e Th2 murinos pré-ativados por mitégenos, mas ndo em linfocitos sem pré
ativagdo. Esses resultados conectam claramente a expressao do rasGEF1b a ativacao de macréfagos
e linfocitos. A expressdo do rasGEF1b mostrou-se acentuada em monocitos humanos estimulados
com GPI-mucinas ou lipopolissacarideos de bactérias (LPS). O gene rasGEFIb possui uma Unica
copia presente em camundongos e também no genoma humano. O gene murino apresenta
homologia a diferentes membros da familia dos fatores de troca de nucleotideos guanina, e a

provavel proteina expressa, possui uma identidade de 97,6% com a RasGEF1b humana (15).

O objetivo principal deste estudo foi a caracterizagdo parcial da fungdo da proteina
RasGEF1b e a determinagdo da sua localizacdo subcelular. Para isso, ferramentas de bioinformatica
foram utilizadas para a analise de sua localizagcdo subcelular. Além disso, a localiza¢do subcelular
desta proteina foi estudada por expressao da proteina recombinante FLAGRasGEF1b em células de
mamifero e localizagdo por fracionamento subcelular, e também foi estudada por microscopia
confocal utilizando a construcao da proteina FLAGRasGEF1b fusionada as proteinas fluorescentes
mRFP e YFP. Para caracterizagdo parcial da funcdo foi utilizado um ensaio para teste da capacidade

de RasGEF1b na ativa¢do de Ras.

Como dito anteriormente, a proteina RasGEF1b possui um dominio RasGEFN na por¢ao N-
terminal, e foi visto anteriormente que na proteina Sos humana, um fator de troca de nucleotideos

guanina, este dominio parece ter apenas funcdo estrutural (24). O RasGEFN apresenta uma padrao
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de ziper de leucina que estd normalmente envolvido na associacdo com outras proteinas. Isto pode
ser importante para ativagdo da Ras ja que ¢ necessdrio que ambos, RasGEF e Ras, estejam
diretamente ligados e também ligados a membrana (65, 66). Um outro dominio presente ¢ o
dominio catalitico RasGEF C- terminal, que esta relacionado com a troca de GDP por GTP. Na Sos
humana foi demonstrado claramente a intera¢do deste dominio com a GTPase Ras, e sua atividade
de catélise na troca de GDP por GTP (24). Essa homologia demonstrada corrobora a nossa hipdtese
de que a proteina RasGEF1b tem como principal fungdo a troca de nucleotideos guanina para a
ativagdo da proteina Ras. O dominio RasGEF ¢ também encontrado em todos os GEFs especificos
para proteinas Ras. Dominios similares foram primariamente encontrados em leveduras como
CDC25, protétipo dos RasGEFs, (67) e SCD25 (68) e que estdo envolvidos na germinagdo de

esporos e divisdo celular respectivamente.

Atribuir uma localizacdo celular para uma proteina ¢ um importante passo para elucidar seus
padrdes de interacdo, fungdo e seu potencial papel na maquinaria celular (69). A célula eucaridtica ¢
subdividida em varios compartimentos e a transferéncia de proteinas entre estes compartimentos ¢
altamente regulada em processos especificos (70). Por exemplo, a importagao nuclear ¢ mediada por
um grande numero de proteinas que ciclam entre citosol e nucleo, incluido as importinas a e f e a

small GTPase Ran (71).

Dos programas de bioinformatica utilizados para localizagdo celular, pTarget, NucPred e
MultiLoc forneceram localizagdo citoplasmatica para o RasGEF1b. Os programas DBsubloc e Psort
forneceram localizag¢do nuclear. O programa pTarget possui alta sensibilidade e especificidade. A
predicdo menos confidvel de pTarget ¢ em relagdo a proteinas citoplasmaticas. Isto se deve ao fato
do citoplasma ser o local da sintese de proteinas e o centro do metabolismo celular, por isso ¢é
provavel que este tenha o maior nimero de dominios funcionais compartilhados (72). O programa
MultiLoc através de novas abordagens e baseando-se na composi¢do total de aminoacidos,
seqiiéncia alvo N-terminal e motivos de proteinas conseguiu aperfei¢oar a predicao da localizacao
celular de proteinas principalmente no que se refere ao citoplasma, reticulo endoplasmatico, Golgi e
lisossomo, e alcangou uma precisdo de 75% (Psort 60%) (73), fornecendo um predicdo de
localizagdo citoplasmatica de RasGEF1b com 92% de confiabilidade. E possivel que o RasGEF1b
esteja localizado nos dois compartimentos, entretanto, a localizagdo celular no citosol ndo ¢
condizente com os resultados obtidos em laboratdrio, nos quais a proteina FLAGRasGEF1b

encontra se nas fracdes de membranas pesadas e nucleo.
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O fracionamento subcelular permite a separa¢ao de organelas baseado nas suas propriedades
fisicas e consiste em dois passos principais: rompimento da organizagdo celular (homogeneizacdo) e
fracionamento do homogenato para separar as diferentes populacdes de organelas. O homogenato
pode entdo ser separado por centrifugacao diferencial em varias fragdes. Foi detectada a presenca da
proteina FLAGRasGEF1b principalmente nas fracdes de membranas pesadas e nucleares, sendo que
nesta Ultima estava em menor quantidade. Uma pequena quantidade de RasGEF1b foi detectada na
fracdo de membranas leves. A fracdo de membranas pesadas compreende a membrana plasmatica,
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, lisossomos e endossomos tardios (74). Entretanto o
fracionamento muitas vezes ndo ¢ completo, e geralmente pode ocorrer contaminacdo entre as

fragdes (45).

Para a expressdo e localizagdo subcelular da proteina FLAGRasGEF1b foram utilizadas
células HEK 293T e CHO, devido a sua facil manipulacdo e por serem linhagens comumente usadas
em abordagens de microscopia confocal (50, 51). Para tal finalidade, foi feita a constru¢do na qual a
proteina FLAGRasGEF1b foi fusionada as proteinas fluorescentes YFP e mRFP. Nos dados obtidos
observamos que as proteinas FLAGRasGEF1b-YFP e FLAGRasGEF1b-mRFP foram expressas
eficientemente em ambas as linhagens celulares e mostraram um localizagdo externa ao nucleo. Esse
resultado vai contra alguns dados de bioinformatica que mostram localizagdo nuclear para o
RasGEF1b e que identificaram trés sitios de direcionamento nuclear para o0 mesmo. De fato ambos
os resultados sdo possiveis, pois outros GEFs tais como RCC1 (75) e CDC42 (76) foram
encontrados, localizados e direcionados para o nucleo sob certas condi¢des fisioldgicas, apesar de
possuirem localizacdo em membranas ou no citoplasma, como a maioria dos GEFs conhecidos
(77, 78). Nos experimentos realizados em células CHO, no qual se analisou uma possivel
colocalizagdo das proteinas FLAGRasGEF1b-YFP e FLAGRasGEF1b-mRFP com os marcadores
ER-Tracker, especifico para o reticulo endoplasmadtico, anticorpo anti-EEA1 para marcacdo de
endossomos primarios, marcador Lysotracker para organelas acidas, e anticorpo anti-LAMP1 para
lisossomos, identificamos a presenca destas proteinas em endossomos primarios € endossomos
tardios, corroborando nossos dados de fracionamento celular. FLAGRasGEF1b recombinante ndo ¢
o primeiro exemplo de GEF presente nessas organelas, como visto por PDZ-GEF1 e RAP6 (79, 80).
A colocalizagdo de RasGEF1b com os marcadores EEA1 e Lysotracker sugerem que a fungao
celular deste provavel fator de troca de guaninas, pode estar ligada ao trafego de vesiculas (80, 81),

pois RasGEF1b se encontra entre os endossomos primarios e tardios.
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A localizagdo celular da proteina FLAGRasGEF1b em endossomos primarios € endossomos
tardios nos da um indicio de que esta pode estar envolvida no trafego de vesiculas, pois Rab 5, que ¢
o regulador chave inicial da endocitose, estd presente em endossomos primarios quando ativado, e
provavelmente seu GEF ativador se encontra presente nessas vesiculas. Foi visto que Rab 5 esta
envolvido na internalizagdo de EGFR (epidermal growth factor receptor) e sinalizagdo via ERK
para proliferacdo celular (82, 83). Um outra proteina presente da mesma familia, Rab 7, esta
presente nos lisossomos e ¢ importante para endocitose e formacdo do fagolisossomo (81, 84, 85).
Como FLAGRasGEFI1b estd presente nessas organelas, sua fun¢do poderia ser de ativacdo de
alguma proteina da subfamilia Ras ainda ndo identificada, ou mesmo de alguma ja conhecida, pois

como ja é conhecido, a maioria dos GEFs ndo sdo especificos, tdo como as proteinas Ras (86 - 88).

GTPases das familia Ras e Rho controlam varios processos celulares, e foi relatado entre
estes processos o controle da sinalizagdo via TLRs. Ras e Raf-1 sdo essenciais para ativacdo de
ERKI1 e 2 em células estimuladas por LPS via TLR4, ja Rapl e B-Raf sdo essenciais para ativagao
por flagelina via TLRS5 (89). Entretanto, somente poucos dados conectam GEFs a receptores do tipo
Toll (32, 37,90, 91). A ativagdo de ambas as vias, NF-kB e MAPKs, ¢ necessaria para que ocorra a
completa ativagdo de células imunes via sinalizagdo por 7o/l (92), portanto fatores de troca de
nucleotideos guanina também estdo envolvidos nesta ativacdo, apesar dessa fun¢do ainda ser pouco
conhecida. AKAP13, uma proteina de ancoramento de membrana com atividade GEF, tem sua
expressdo induzida pelo agonista de TLR2 Pam3Cys. Foi demonstrado que AKAPI3 ativa a
proteina Rho e consequentemente NF-kB e JNK que induz a secrecdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-8 e MCP-1 (32). A secrecdo de TNF e expressdo de iNOS pela ativacdo de
macrofagos por GpG DNA ¢ dependente da fosforilagdo de vavl (37).

Foi demonstrado que Ras participa na sinaliza¢ao via TLR9 sob a indug¢ao por CpG DNA em
macrofagos. Utilizando inibidores de Ras e/ou Ras mutantes, foi demonstrado que Ras esta
envolvida na ativacdo de ERK, JNK e NF-kB, e ¢ requerida para secrecdo de TNF e 6xido nitrico.
Verificou-se que ndo ha um aumento na quantidade da proteina Ras, e sim na quantidade de Ras
ativa ligada a GTP (93). Com isso podemos especular que houve uma maior atividade do(s) GEF(s)
responsavel pela ativacdo da Ras. Através de experimentos realizados em nosso laboratorio, vimos
que rasGEF1b tem sua expressdo induzida por diferentes agonistas de TLR em macréfagos murinos
da linhagem Raw264.7 in vitro e em camundongos infectados com 7. cruzi e Plasmodium

Chabaudi, incluindo entre eles TLR9 (Salgado APC dados ndo publicados). Isso nos leva a
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especular que RasGEF1b pode ser induzido em infec¢des por parasitas para aumentar a ativagao de
Ras e a resposta imune do hospedeiro contra o parasita. Em macrofagos e células dendriticas em
repouso, TLRY se encontra no reticulo endoplasmatico (94, 95), e quando ativado migra para o
lisossomo via endossomos para realizar sua fungdo. Como Ras ¢ necessdria para ativacdo de
macrofagos via TLR9 (93), e RasGEF1b se encontra em endossomos primarios e endolisossomos,

este pode ser um GEF candidato a ativar a proteina Ras responsavel pela ativagao de TLRO.

RNA de interferéncia (RNAi) ¢ um mecanismo que inibe a expressdo génica na fase de
tradugdo ou dificulta a transcri¢do de genes especificos. Os alvos do sistema RNAi incluem RNAs
de virus e transposons (96), e também desempenham um importante papel em fases iniciais do
desenvolvimento (97). O genoma dos mamiferos abriga numerosos RNAs ndo codificantes,
incluindo RNAs nucleolares pequenos (snoRNAs small nucleolar RNAs), microRNAs (miRNAs) e
pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs short interfering RNAs) (98 - 100), sendo os dois ultimos
pertencentes ao grupo dos RNAi. A distingdo entre siRNAs e miRNAs tem se tornada complexa
pois ambos sdo produzidos por vias similares e possuem mecanismos de agdo parecidos (101).
Observacdes indicam que ambos podem reprimir a tradu¢do, no caso de pareamento imperfeito

destes com 0 RNAm, e também podem clivar o alvo no caso de pareamento perfeito (102, 103).

A maioria das células de mamiferos possuem uma resposta antiviral potente que ¢ disparada
na presenca de RNA de fita dupla (dsRNA), sendo o componente chave desse processo a proteina
cinase ativada por dsRNA (PKR dsRNA-activated protein Kinase) (104). Entretanto foi
demonstrado que pequenos duplex de RNA que mimetizavam os produtos da Dicer eram capazes de
ativar o sistema RNAi e escapar da atividade antiviral da célula (105, 106). Porém uma
desvantagem do uso do siRNA ¢ que seus efeitos sdo transientes e dependem muito do tipo celular
utilizado.

A expressdo continua de longos RNAs em forma de grampo foi capaz de inibir a expressao
génica (107), entretanto esta abordagem foi utilizada em células com defeito no sistema PKR.
Construgdes cuja expressdo esta controlada pelo promotor U6 foram desenvolvidas para
silenciamento continuo de um gene alvo (108). Foi demonstrado que pequenos RNAs em forma de
grampo (shRNAs short hairpin RNAs) introduzidos ou sintetizados in vivo pela RNA polimerase 111
(pol III), sdo capazes de gerar linhagens continuas de células expressando o shRNA e com o gene
alvo silenciado (108). Através da metodologia dos shRNAs inibimos a expressdo das proteinas

recombinantes FLAGRasGEF1b-YFP e FLAGRasGEF1b-mRFP.
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Proteinas Ras quando ativadas pela troca de GDP por GTP, sinalizam downstream pela
ativagdo de diversos efetores, incluindo entre eles Raf-1 (16, 61, 62). RasGEF1b expresso em
células HEK 293T foi capaz de mediar a troca de GDP por GTP em Ras, e consequentemente ativar
Raf-1. Esses resultados indicam que RasGEF1b ¢ um fator de troca de nucleotideos guanina para a

proteina Ras, in vitro.

Ao mesmo tempo em que novos GEFs estdo sendo descobertos, estd ficando cada vez mais
evidente que os mecanismos moleculares pelos quais os GEFs ativam as small GTPases sdo tdao
variados quanto os proprios GEFs, e que a especificidade de parceria entre GEF e GTPase ¢ mais

uma questdo de localizacdo do que propriamente de interagdo (79, 109)
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7. Conclusao

A analise do sequeciamento da regido codificadora do gene gpiy4 demonstrou que a proteina
codificada por este gene possui os dominios RasGEFN e RasGEF, e determinou sua classificacao
como membro hipotético da familia RasGEF, sendo assim denominado rasGEFIb. A proteina
codificada por esse gene, a RasGEFlb, ¢ altamente conservada em diferentes espécies
filogeneticamente distintas.

A proteina FLAGRasGEF1b foi expressa em modelo eucarioto e estd localizada
principalmente nas fragdes de membranas pesada e nlcleo, sendo que através de microscopia
confocal verificamos que FLAGRasGEF1b encontra-se em endossomos primarios ¢ endossomos
tardios, e ausente do nucleo.

Através do ensaio de ativagdo de Ras, as proteinas FLAGRasGEFlb e
FLAGRasGEF1b-YFP foram capazes de ativar a proteina Ras, confirmando sua fun¢do como fator
de troca de guaninas, in vitro.

Utilizando o RNAi, fomos capazes de inibir a expressdo das proteinas FLAGRasGEF1b-
YFP e FLAGRasGEF1b-mRFP com os shRNAs utilizados.

Produzimos anticorpos policlonais dirigidos contra a proteina His6-RasGEF1b em coelhos
(O. cuniculus), que serdo extremamente importantes para a caracterizagdo funcional da proteina

enddgena.
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8. Perspectivas

Até o presente momento a fun¢do completa do RasGEF1b permanece desconhecida.
Considerando este fato, novos experimentos serdo realizados na tentativa de estabelecer sua fungao.
Estdo em andamento experimentos de ativagdo de células HEK 293T expressando estavelmente Toll
2,4, e 9, juntamente com a expressdo de FLAGRasGEF1b-mRFP. Como a expressdo do RNAm de
RasGEF1b ¢ induzida por agonistas de 7o//, talvez ocorra alguma mudanga da localizacdo celular de
RasGEF1b apos a ativagdo via TLRs. Experimentos de microscopia confocal com marcagdo de
diferentes proteinas Ras serdo realizados para andlise de um possivel co-localizacdo com

FLAGRasGEF1b.

Para estudo de funcdo, estd em andamento a producdo de virus carreando os shRNAs
dirigidos para a mensagem de RasGEF1b, objetivando a obtencdo de linhagens de macrofagos
Raw264.7 expressando estes shRNAs de forma estavel (Dra. Viviane A. Gouveia —
FIOCRUZ/UFMG), bem como a obtencdo de camundongos nocaute para RasGEFIb. Com a
obtencdo dos knock-down (RNA1) e Knock-out (animais nocautes condicionais), poderemos estudar
as possiveis vias de sinalizacdo reguladas por RasGEF1b o que permitira definir o papel deste GEF

na resposta do hospedeiro a diferentes parasitas.

Outras andlises estdo sendo realizadas, como os ensaio de GST-pull down utilizando os
dominios amino (N) e carboxi (C) terminais da proteina RasGEF1b para verificagdo da possivel
interagdo com Ras e identificagdo de outros ligantes (Dra. Viviane A. Gouveia), utilizando

construgdes geradas pelo grupo do Dr. Aristobolo Mendes Silva (ICB — UFMG).

Com o anticorpo anti - RasGEF1b em maos, ensaios de ativacdo de células Raw264.7 com
diferentes agonistas de 7oll serdo realizados para andlise da expressdo da proteina RasGEF1b
enddgena, ja que ate o presente momento nosso trabalho consistiu em anélise de proteinas expressas
ectopicamente e até o momento ndo sabemos se RasGEF1b ¢ de fato expressa, apesar de o seu
RNAm ser evidenciado em diferentes ensaios e transcricionalmente induzido por agonistas de
TLRs. Assim estes anticorpos sdo de extrema importancia para verificagdo da regulagao positiva de
RasGEFIB via agonistas de TLRs. Paralelamente experimentos de localizagdo subcelular da
proteina endogena serdo feitos utilizando o anticorpo policlonal obtido, por anélises de microscopia

confocal. Esses experimentos futuros, € os que ja estdo em andamento, poderdo indicar o provavel

77



envolvimento do rasGEF1b na ativacao de vias de sinalizacdo mediada por receptores do tipo Toll

estimulados pelo Trypanossoma cruzi e outros agentes infecciosos.
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