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RESUMO

Macedo, A.F.A. Interacao Funcional Entre Hormonios Glicocorticéides e o Gene
Supressor de Tumor 7P53 em um Modelo Celular de Glioma de Rato. 2007. 179p.
Tese - Programa de Pds-Graduagao em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade

de Sdo Paulo, Sao Paulo.

Tanto hormdnios glicocorticéides (GCs) como o gene supressor de tumor 7P53,
medeiam a resposta celular a uma diversidade de condi¢des fisiologicas de estresse,
sendo reguladores fundamentais do processo de vida/morte de diversos tipos celulares.
A interacdo funcional entre estes fatores vem sendo explorada, recentemente, revelando
que GCs exercem um efeito dual sobre p53.

O modelo celular ST1/P7 de glioma de rato é particularmente interessante para
investigar o papel de p53 na acdo de GCs, ja que estas linhagens apresentam respostas
distintas a GCs. O tratamento com Hidrocortisona (Hy) leva as células ST1 a uma
completa reversdo fenotipica tumoral—normal, enquanto as células P7 sdo altamente
resistentes ao tratamento.

Foi possivel observar que a ativacdo de p53 por Hy ocorre apenas em células
ST1, mas ndo em P7. Esta ativacdo é mediada pela indugdo de fosforilacdo da Serl5 de
pS3 e seu actimulo nuclear, o que resulta no aumento de sua ligacdo a elementos
responsivos a p5S3 no DNA e na sua capacidade de transativagcdo de p53, levando a um
aumento da expressao de alguns de seus genes-alvo. Contudo, o bloqueio de p53 através
de siRNA nao foi suficiente para alterar a resposta de células ST1 a GCs, indicando que
a regulacdo positiva de p53 por GCs pode ser um evento secunddrio, mas nao essencial,
para a resposta anti-tumoral exercida por estes hormonios em células ST1.

Palavras-chave: glicocorticéides, p53, glioma, siRNA, controle da proliferacao celular



ABSTRACT

Macedo, A.F.A. Functional Link Between Glucocorticoid Hormones and the 7P53
Tumor Suppressor Gene in a Rat Glioma Cell Model. 2007. 179p. PhD Thesis —
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo.

Both glucocorticoid hormones (GCs) and the TP53 tumor suppressor gene
mediate cellular responses to a diversity of physiological stress conditions, acting as
crucial regulators of the life/death process in a wide variety of cell types.

The ST1/P7 rat glioma model cell system is particularly interesting to investigate
the role of p53 in the action of GCs, since these cell lines display opposite responses to
GCs. Treatment with Hydrocortisone (Hy) leads ST1 cells to a complete
tumoral—normal phenotypic reversion, while P7 cells are highly resistant to this
treatment.

It was possible to observe that activation of pS3 by Hy occurs only in ST1 cells,
but not in GC-resistant P7 cells. This activation is mediated by induction of
phosphorylation of the Serl5 residue of p53 and its accumulation in the nucleus,
resulting in increased binding of p53 to its responsive elements on the DNA and in
activation of its transactivating potential, leading to increased expression of some of its
target genes. However, blocking of p53 through siRNA was not sufficient to alter ST1
cells response to GCs, indicating that the positive regulation of pS3 by GCs may be a
secondary, non-essential, event for the anti-tumor response exerted by these hormones

in ST1 cells.

Key-words: glucocorticoid, p53, glioma, siRNA, cell growth control
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1. INTRODUCAO

1.1. Hormonios Glicocorticoides

Os hormdnios esterdides sdo constituintes essenciais do sistema de comunicag¢ao
intercelular que mantém a homeostase em organismos superiores. Glicocorticoides
(GCs), a maior subclasse dos hormdnios esterdides, sdo secretados pelo coértex adrenal,
sob controle regulatério da alca hipotalamica-pituitaria-adrenal (HPA). Este sistema
envolve o controle da secrecdo de ACTH (hormoénio adrenocorticotropico) pela
glandula pituitaria, dado pelo CRH (horménio liberador de corticotropina) e pela AVP
(arginina vasopressina) hipotalamicos. A producdo de GCs, incluindo o cortisol, por sua
vez, sofre influéncia direta do ACTH. O cortisol liberado mantém um balanco da alca
HPA através da retroalimentacdo negativa sobre a secre¢io do ACTH, do CRH e da
AVP. Durante o estado de normalidade, niveis basais de CRH, AVP, ACTH e cortisol
sao liberados em pulsos, de forma circadiana.

Nestes niveis basais, as principais fung¢des do cortisol sao a sustentacdo da
normoglicemia e a prevencao de hipotengao arterial. A ativagdo da alca HPA durante
estimulos estressantes internos e externos ao corpo, como inflamacao, dor, infeccao e
até estresse mental, leva ao aumento dos niveis plasmaticos de GCs, resultando na
ativacdo do sistema nervoso central, no aumento das concentragdes plasmadticas de
glicose e em aumento da pressdo sanguinea. De fato, os GCs afetam praticamente todos
os 6rgaos e tecidos do corpo, agindo como reguladores fundamentais da homeostase e
modulando diversas funcdes do sistema nervoso central, de processos inflamatérios, do
metabolismo, da diferenciacdo e da proliferacdo celular (Bamberger, Schulte et al.,

1996).
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Para coordenar tal diversidade de processos fisioldgicos, os GCs exercem grande
influéncia sobre a proliferacao e morte celular, induzindo ou reprimindo a proliferacao
ou induzindo apoptose em uma grande variedade de tipos celulares. GCs induzem
apoptose na maior parte das células nucleadas de origem vascular, como timdcitos,
células de melanoma e mondcitos periféricos sanguineos (Martin e Green, 1995; Sikora,
Rossini et al., 1996; Chauhan, Pandey ef al., 1997; Schmidt, Pauels et al., 1999), sendo
esta a base de suas influéncias sobre o processo anti-inflamatério. Por outro lado, GCs
exercem um papel citoprotetor, reprimindo a apoptose e/ou induzindo a proliferagdo de
outros tipos celulares, como em uma variedade de células tumorais, neutréfilos, células
de pigmento da retina e fibroblastos (He, Wang et al., 1994; Chang, Hung et al., 1997,
Li, Mawal-Dewan et al., 1998; Daffern, Jagels et al., 1999; Huang e Cidlowski, 1999).
GCs exercem efeitos protetores contra apoptose, também, em hepatdcitos humanos e
murinos € em células de hepatoma. A administracio de dexametasona (Dex), um
potente GC sintético, a ratos, reduz o nivel de apoptose hepdtica (Evans-Storms e
Cidlowski, 1997; Yamamoto, Fukuda et al., 1998; Bailly-Maitre, De Sousa et al.,
2001). Desta forma, pode-se considerar que GCs exercem um papel protetor em células
de tecidos e 6rgdos onde normalmente ocorrem processos inflamatorios.

Devido a ampla e potente regulacdo que GCs exercem sobre a proliferacdo
celular, estes hormonios tém um vasto emprego farmacoldgico, sendo um dos tipos de
drogas mais prescritos mundialmente. Seu uso clinico estd associado ao tratamento de
doencas inflamatodrias, auto-imunes, linfoproliferativas, como a leucemia linfobl4stica
aguda (ALL) (Addeo, Casale et al., 2004) e na prevencdo de rejeicdo a transplantes

(Chrousos, G.P. 2001).
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1.2. Mecanismos Moleculares da Acao de GCs

A resposta celular classica a GCs, assim como a outros hormonios esterdides, é
mediada pelo seu receptor nuclear. O receptor de glicocorticéides (GR), ou NR3Cl,
como definido pelo Comité de Nomenclatura de Receptores Nucleares em 1999 (A
unified nomenclature system for the nuclear receptor superfamily, 1999), pertence a
superfamilia de receptores nucleares de hormonios. Nesta familia filogeneticamente
conservada, estdo incluidos, também, os receptores de mineralocorticéides, andrégenos,
progestinas, estrogenos, vitamina D, hormonio da tiredide, 4cido retindico e um
crescente nimero de receptores Orfaos, cujos ligantes ainda ndo foram identificados
(Evans, 1988). Quando interagem com seus ligantes agonistas, estes receptores se ligam
especificamente e modulam a atividade dos promotores de seus genes-alvo, sendo
caracterizados como fatores de transcri¢cdo dependente de ligantes.

Apesar de se ter acreditado, por muito tempo, que as agdes de GCs fossem
mediadas apenas por uma proteina (GR) (Hollenberg, Weinberger et al., 1985), hoje se
sabe que o gene GR humano sofre regulacdo por diversos promotores, o que resulta em,
pelo menos, dois transcritos alternativos, GR-a e GR-3, que possuem exons terminais
distintos, 9o e 9B (Breslin, Geng et al., 2001). Mais recentemente, foi demonstrado,
ainda, que a variante GR-o apresenta pelo menos oito sitios de inicio de traducgao,
gerando diversos produtos protéicos, nomeados como GR-a-A, -B, -Cl a-C3 e-DIl a-
D3 (Lu e Cidlowski, 2005). Especula-se que o transcrito GR-3 origine o mesmo niimero
de isoformas, jd que a unica diferenca entre ele e GR-o estd no exon 9 e ambos
compartilham os mesmos sitios de inicio de tradugdo (Chrousos e Kino, 2005).

Pouco se sabe até o momento sobre a funcdo destas isoformas N-terminais de
GR-a. Contudo, os niveis destas isoformas parecem variar entre os tecidos, sendo que

todas elas sdo transcricionalmente ativas, cada uma apresentando uma determinada

18



intensidade transcricional especifica. Aliado a este dado, o padrio de modulacdo da
expressdo gé€nica € parcialmente exclusivo para cada isoforma, sendo que elas
compartilham a regulacdo de apenas uma pequena porcentagem de grupos de genes (Lu
e Cidlowski, 2005). Existe ainda a possibilidade de interacdo fisica entre as isoformas
de GR-a e as isoformas putativas de GR-B, resultando em 256 possiveis combinagoes
de homo e heterodimeros de GR, supondo-se existir oito isoformas de cada transcrito
alternativo. Esta descoberta traz a luz a complexidade dos mecanismos moleculares que
coordenam a resposta a GCs e explica, em parte, a divergéncia encontrada nas possiveis
respostas celulares a GCs. Segundo Chrousos e Kino, as vias de sinalizacao intracelular
coordenadas por GCs podem ser encaradas, segundo o conhecimento atual, como um
processo estocdstico (Chrousos e Kino, 2005).

A isoforma classica de GR, atualmente denominada GR-a-A, €, de longe, a mais
explorada em termos de estrutura e funcdo e a ela se deve praticamente todo o
conhecimento sobre a sinalizacdo intracelular de GCs. Em relacdo a sua estrutura e
organizacdo funcional, a regido N-terminal contém seqiiéncias responsiveis pela
ativacdo dos genes-alvo, ou ativadoras de funcdo 1 (AF-1). Outra seqiiéncia ativadora
de funcdo, AF-2, é localizada na por¢do C-terminal da proteina. Através destas
seqiiencias, GR interage com diversas proteinas e complexos protéicos, incluindo
complexos co-ativadores [p160, p300/CREB binding protein (CBP) e o fator associado
a p300/CBP (p/CAF)] e complexos remodeladores de cromatina, como SWI-SNF e
DRIP/TRAP, que sdo fundamentais para a atividade transcricional de GR para seu
acesso ao DNA alvo. Estas interagdes ainda possibilitam a regulacdo dos genes-alvo de
GCs através da modulacdo da atividade da RNA polimerase II (RNA Pol-1I) e de seus

fatores auxiliares. Ainda na regido N-terminal, encontram-se diversas serinas que
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sofrem fosforilacdo por inimeras quinases, regulando, assim, a atividade de GR (Kino,
De Martino et al., 2003).

Em sua regido central, estdo presentes dois motivos conservados de dedos de
zinco, constituindo o dominio de ligacdo ao DNA (Hollenberg, Giguere et al., 1987),
que também € importante para a dimerizacdo do receptor (Tsai, Carlstedt-Duke et al.,
1988), seu transporte nuclear (Picard e Yamamoto, 1987), sua transativagdo
(Hollenberg, Giguere et al., 1987) e sua interagdo com a chaperona HSP-90 (Pratt e
Toft, 1997). A regido C-terminal é ainda mais complexa. Além de interagir com o0s
hormoénios ligantes (Giguere, Hollenberg et al., 1986), esta regido também possui
seqiiéncias importantes para a interacdo com HSPs (Dalman, Scherrer et al., 1991;
Hutchison, Scherrer et al., 1993), seqiiéncias de localizagao nuclear (NLS) (Picard e
Yamamoto, 1987), dimerizagdo (Dahlman-Wright, Wright et al., 1992) e transativacdo
(Hollenberg e Evans, 1988), sendo responsdvel pelo silenciamento do receptor na
auséncia de seu ligante (Hollenberg, Giguere et al., 1987).

A distribui¢do intracelular e, conseqiientemente, a funcao de GR é regulada pela
interagdo com seus ligantes, que promovem uma mudanga conformacional de GR. O
resultado € sua dissociagdo de um complexo protéico, do qual as chaperonas HSP-90,-
70, -50 e -20 s3o os maiores constituintes, que seqiiestram a maior parte de GR no
citoplasma. A dissociacdo de GR deste complexo leva a homodimerizacido parcial do
receptor e a exposicdo de seus NLS, que sdo reconhecidos por importinas, dirigindo GR
ao nucleo na forma de mondmeros ou dimeros, ja que sua principal funcdo € a regulacdo
da expressdo génica (Nishi e Kawata, 2006). Neste estado, GR pode atuar de diversas
maneiras: 1) ligando-se diretamente a elementos responsivos (GREs) especificos em
promotores de genes-alvo, promovendo ou inibindo sua expressio; 2) interagindo com

outros fatores de transcri¢do, quando na forma de mondmeros ou 3) competindo com
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outros fatores de transcri¢do por co-ativadores, geralmente inibindo a atividade dos
fatores de transcricdo em questdo. A resposta celular a GCs varia de acordo com a
modulag¢do do perfil de expressao génica por GR (Almawi e Melemedjian, 2002).

GR-f, por sua vez, ndo se liga a GCs, exercendo um papel de dominante
negativo sobre GR-«, através de diferentes mecanismos, como heterodimerizagcdo e
competi¢cdo com GR-a pelos GREs ou pelos seus co-ativadores (Bamberger, Bamberger
et al., 1995; Charmandari, Chrousos et al., 2005). Este papel de dominante negativo
pode trazer conseqiiéncias a responsividade/resisténcia celular a GCs. Como
mencionado acima, outro mecanismo de regulacao da atividade de GR ¢é via fosforilacao
de residuos de serina localizados em sua por¢cdo N-terminal. Assim, por exemplo, ERK,
JNK, p38 MAPK e diversas CDKs catalisam a fosforilagdo de GR, modulando positiva
ou negativamente sua atividade transcricional, além de controlar o trafico intracelular de

GR (Itoh, Adachi et al., 2002).

1.3. Acoes Nao-Génomicas de GCs

Os complexos mecanismos de sinaliza¢do intracelular promovidos por GCs,
descritos acima, caracterizam a resposta “gendmica” cldssica a GCs, que necessita de,
pelo menos, algumas horas para ser completada e culmina, em ultima instancia, na
modulacdo da expressdao génica. Entretanto, alguns dos efeitos exercidos por GCs
ocorrem numa fra¢do de tempo muito curta, que varia de segundos a alguns minutos a
partir da administracdo do GC, ndo podendo compor as etapas cldssicas de resposta a
GC. Estes efeitos rapidos ja foram caracterizados em diferentes tipos de células e
tecidos de varias espécies de vertebrados, incluindo musculo, pancreas, coracdo, tecido

adiposo, o sistema imunoldgico e o sistema nervoso central (Tasker, Di et al., 2006).

21



Estas respostas rapidas a GCs tém sido caracterizadas recentemente e podem ser
referidas como “‘efeitos ndo-gendmicos” de GCs, considerando a seguinte definicdo de
efeitos ndo-gendmicos, sugerida por Losel e Wehling: “Qualquer acdo que ndo
influencia a expressdo génica direta e inicialmente, mas dirige efeitos mais rapidos
como a ativagio de cascatas de sinalizacio” (Losel e Wehling, 2003). E importante
ressaltar que estes efeitos podem dar suporte ou serem antagdnicos em relagdo aos
efeitos gendmicos de GCs, sendo que, em diversas situacdes, eles compdem uma onda
inicial de resposta, que pode ser seguida por uma segunda onda mais tardia, a qual
envolve elementos gendmicos. Assim, por exemplo, altas doses de Dex induzem a
estabilizacdo de membranas lisossomais, um efeito envolvido na acdo anti-anafilética de
GCs, de forma ripida (cerca de 10min), mas sustentada. Este efeito s6 € bloqueado por
antagonistas de GR em tempos mais longos (24h), indicando uma ac¢do dupla de GCs,
envolvendo efeitos ndo-gendmicos e gendmicos numa mesma resposta (Hinz e
Hirschelmann, 2000). Por outro lado, a administracdo de GCs causa uma ripida
supressdo da secre¢do de insulina por células B pancredticas, contrario ao seu efeito
tardio, de aumentar os niveis de insulina (Sutter-Dub, 2002).

Estes efeitos rapidos apresentam algumas caracteristicas distintas em relacdo aos
efeitos classicos de GCs, além do periodo de tempo em que ocorrem, entre as quais: 1)
um perfil farmacolégico distinto, ji que os efeitos ndo sdo sensiveis a inibidores de
transcricdo e de sintese protéica; 2) acdo exercida em células anucleadas, como
plaquetas, eritrocitos e espermatozoéides; e 3) possibilidade de andlogos de esterdides
(como as moléculas esterdides conjugadas a albumina de soro bovino), que nio tém
acesso ao compartimento celular, desencadearem uma resposta (Schulz, Schneider et

al.,2001).
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A maioria destes efeitos rdpidos foram observados empregando concentra¢des
fisiolégicas de GCs. O mecanismo de agdo, que difere conforme o tipo celular e o
horménio estudado, freqiientemente é mediado por uma variedade de segundos
mensageiros, por mudangas no influxo de fons e pela ativagdo de diferentes quinases
(Schulz, Schneider et al., 2001). Muitos dos efeitos rdpidos estudados sdao mediados
pelo GR cléssico, entretanto, alguns dos efeitos nao-gendmicos sdo refratdrios a
antagonistas de GR, indicando que devem ser mediados por mecanismos alternativos.
H4 indicios crescentes da existéncia de receptores de glicocorticéides ancorados na
membrana plasmditica (mGR) e da participacdo destes na sinalizagdo intracelular de
alguns efeitos ndo-gendmicos de GCs.

Recentemente, um receptor membranar de GC foi parcialmente caracterizado.
Usando anticorpos anti-GR, um antigeno similar a GR foi detectado em membranas de
células de linfoma de camundongo (Gametchu, 1987) (Gametchu, Watson et al., 1991)
e de figado de rato (Grote, loannou et al., 1993), apesar de sua baixa abundéincia nestas
células. Estes primeiros achados possibilitaram a separacdo de populacdes distintas de
células de linfoma de camundongo (Gametchu, Watson ef al., 1991) e de ALL humanas
(Sackey, Watson et al., 1997), enriquecidas para mGR ou deficientes em mGR, através
de marcacdo com anticorpos, seguida por separagdo das células fluorescentes e
clonagem celular em substrato semi-solido. Estudos utilizando estas células revelaram
algumas diferencas entre o GR cldssico e o mGR, incluindo a localiza¢do celular,
tamanho molecular e uma ligeira diferenca na afinidade a GCs. Por outro lado, estas
proteinas compartilham algumas caracteristicas comuns, como: a) a propria estrutura,
sendo que mGR tem seus epitopos reconhecidos por trés anticorpos anti-GR; b) ligacdo
a mesma classe de esterdides; c) regulacdo via fosforilacdo; d) interagdo com GREs no

DNA e com as mesmas HSPs. Foi estabelecida, ainda, uma correlagdo entre a presenca
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e a quantidade de mGR em células de linfoma e o potencial de GCs induzirem a lise
destas células, sugerindo que a identificacio de mGR poderia servir como marcador da
sensibilidade de células de linfoma a GCs (Gametchu, Chen et al., 1999). Este receptor
foi encontrado, também, em células mononucleares humanas de sangue periférico.
Nestes tipos celulares de pacientes com artrite reumatdide, os niveis de mGR sdo
aumentados em resposta ao estimulo com LPS, embora ndo se saiba ainda qual o seu
papel neste processo (Bartholome, Spies et al., 2004). Esses dados sugerem que mGR
seja uma forma modificada de GR, embora ainda ndo se saiba se a forma membranar é
codificada pelo mesmo 16cus génico da forma classica.

Algumas evidéncias tém indicado que o efeito subseqiiente a ativacio do mGR
esteja relacionado a atividade de proteina G, sugerindo que mGR seja acoplado a
proteina G. Esta interagdo funcional foi vista em células pituitarias, revelando uma
participacdo de proteina G na regulacdo aguda da alca HPA (Maier, Runzler et al.,
2005). A inibicdo da atividade de proteina G interfere na regulacido negativa que GCs
exercem, rapidamente, sobre correntes de calcio ativadas por altas voltagens, em
diferentes tipos celulares, como neur6nios do hipocampo (Ffrench-Mullen, 1995) e
células PC12 (Lou e Chen, 1998). Além disso, hd outros exemplos da modulacdo dos
niveis intracelulares de cAMP por GCs, em mecanismos que envolvem a sinalizacio via
proteina G e PKC ou PKA em células neuronais (Tasker, Di et al., 2006), o que pode ter
implica¢des na resposta comportamental rapida a estimulos estressantes.

A sinalizacdo rdpida de GCs pode envolver, também, a ativacio de MAPK. Em
neuronios deficientes para GR, a administracio de corticosterona conjugada a BSA por
15min, induziu a ativagdo de Erk1/2, JNK e p38 MAPK, via fosforilacao. Entretanto, a
ativacdo de MAPKSs neste contexto ndo refletiu modificacdo alguma na proliferacdao

celular (Xiao, Qi et al., 2005). Estes dados refletem a extrema complexidade das vias
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envolvidas na sinalizagdo de GCs, reforcando, ainda mais, o modelo estocéstico de acdao
de GCs proposto por Chrousos e Kino. O melhor entendimento das acdes ndo-
genOmicas de GCs certamente abrird novas perspectivas sobre os potencias empregos

farmacolégicos de GCs.

1.4. Regulagdo da Proliferagdo Celular por GCs

Apesar das recentes descobertas sobre as acOes ndo-gendOmicas de GCs, os
mecanismos conhecidos atualmente, que coordenam a acdo antiproliferativa de GCs,
uma de suas caracteristicas mais importantes para seu uso clinico, envolvem a regulacio
da expressdo génica.

Diversas vias distintas foram identificadas como sendo mediadoras da resposta
antiproliferativa de GCs, variando de acordo com o tipo celular estudado. Entretanto,
em alguns casos, a a¢do antiproliferativa de GCs pode se dar através da regulacdo de
diferentes vias de sinalizagdo mesmo em linhagens celulares derivadas de um mesmo
tecido, como, por exemplo, nas linhagens U20S e Saos2 de osteosarcoma (Rogatsky,
Trowbridge et al., 1997). A ativacdo de GR na linhagem U2O0S leva a inibicdo da
expressdo de quinases dependentes de ciclina (CDKs), CDK4 e CDK®6, e da ciclina D3,
parceira que regula a atividade enzimatica destas CDKs, resultando na hipofosforilagdo
da proteina do retinoblastoma (Rb), alvo destas quinases. A hipofosforilacio de Rb
aumenta sua interacdo com o fator de transcricdo E2F-1, proteina-chave na regulacao da
progressdo do ciclo celular. A conseqiiente inativacdo de E2F-1 resulta na inibi¢do de
transcricdao de c-Myc, fator de transcri¢cdo que, assim como E2F-1, induz a transi¢do da
fase G1 pra S do ciclo celular. Assim, a ativagdo de GR leva a inibi¢do da proliferacdo
nestas células através da repressdo transcricional de alguns mecanismos pro-

proliferativos. J4 nas células Saos2, deficientes para Rb, GCs induzem a expressdo de
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p27 e p21, classicas proteinas inibidoras de CDKs (CDKi), o que ndo acontece em
células U20S. A indugdo destas CDKis medeia, a0 menos em parte, a resposta
antiproliferativa de SAOS2 a GCs.

Mecanismos similares regulam o acimulo de células de carcinoma pulmonar,
AS549 e Calu-1, na fase GO/G1 do ciclo, em resposta a GC. Nestas células, foi observado
que o tratamento com Dex por 5 dias inibe a atividade de CDK2 e CDK4 e inibe
transcricionalmente os niveis de ciclina D, E2F e c-Myc, ao passo que induz a expressao
de p21, resultando na hipofosforilagdo de Rb. Entretanto, um mecanismo alternativo de
regulacdo da proliferacdo por GCs também foi demonstrado nestas células. Em tempos
mais curtos (24 a 48h), Dex inibe a atividade da quinase relacionada a sinal extracelular
(ERK)/proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). A via de ERK/MAPK estd
diretamente relacionada a regulac@o positiva da proliferacdo em muitos tipos celulares e
sua inibi¢do por GCs pode refletir um mecanismo potente para controlar a proliferacdao
(Greenberg, Hu er al., 2002). Recentemente, alguns grupos mostraram a indugdo de
fosfatase de MAPK-1 (MKP-1), uma fosfatase que inibe a sinalizacdo de diversas
MAPKSs, por GCs (Vedoy e Sogayar, 2002; Wu, Pew et al., 2005). Apesar de ndo ter
sido avaliada a expressdo de MKP-1 nestas linhagens de carcinoma pulmonar, é
possivel que esta fosfatase esteja envolvida na regulacdo negativa de MAPKSs nestas

células.

1.5. Interacdo com Fatores Transcricionais

Muitas das respostas antiproliferativas a GCs envolvem, além da regulagcdo da
expressdo génica diretamente por GR (transativacio mediada por GREs ou
transrepressdao mediada por elementos GREs negativos, nGREs), a interacao fisica de

mondmeros de GR com outros fatores de transcricdo que coordenam a proliferacao
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celular. Este tipo de interacdo pode trazer diversas conseqiiéncias para a funcdo dos
fatores em questdo, de acordo com o tipo celular e o fator em si.

A interacdo com outros fatores de transcricdo pode ativar tanto GR quanto o
outro fator de transcri¢do, induzindo a expressdo génica, envolvendo: 1) sitios de
ligacdo compostos nos promotores génicos, que estariam permitindo a ligagdo de ambos
os fatores no DNA; ou 2) elementos responsivos apenas para o fator conjugado a GR,
nao envolvendo GREs. Entretanto, a maioria das interacdes conhecidas entre GR e
outros fatores de transcri¢do resulta na repressdo mutua entre eles e, conseqiientemente,
na inibi¢do da expressdo génica, através de mecanismos variados, tais como: 1) GR
pode inibir a ligacdo do outro fator de transcri¢do ao seu elemento responsivo no DNA;
2) GR pode bloquear a atividade do outro fator mesmo sem bloquear sua ligacdo ao
DNA, em regides promotoras que contenham GREs (envolvendo a ligacdo de GR ao
DNA) ou mesmo na auséncia de GREs; ou 3) GR pode competir por co-ativadores
comuns, necessdrios para a atividade transcricional de outros fatores (Newton, 2000).

Neste sentido, pode-se citar dois fatores de transcri¢cdo que regulam os processos
de proliferacdo/morte celular, cuja interagdo com GR foi extensivamente descrita,
representando alguns dos mecanismos de regulacao descritos acima: NF-kB e AP-1. O
complexo NF-kB (fator nuclear — kB) € um mediador fundamental dos processos
inflamatoérios, sendo estimulado por diversos agentes internos (citocinas inflamatorias) e
externos (toxinas bacterianas, virus, radiacdo ultra-violeta), geralmente em situagdes
patolégicas e regulando a expressdo de uma série de genes envolvidos na resposta
imune (Igk, 1I-1, 11-2, 1I-2Ra, 1I-6, TNF-a e B e interferon ) e no crescimento celular
(p53, c-Myc, ciclina D1 e JunB), entre outros (Pahl, 1999). Em muitos tipos celulares, a

ativacdo de NF-xB leva a sinalizacdo de sobrevivéncia e proliferacao celular, tendo sido

observada, inclusive, uma associacdo entre NF-kB e a oncogénese (Luque e Gelinas,
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1997). Este complexo pode ser formado por combina¢cdes homo ou heterodiméricas
entre seus componentes, dos quais a proteina RelA (ou p65) € o constituinte majoritario.
GR ativado interage com RelA, resultando, geralmente, no bloqueio da atividade de NF-
KB (Scheinman, Gualberto et al., 1995). Esta repressdo, além de ser fundamental para a
acdo antinflamatéria de GCs, pode estar envolvida também na atividade
antiproliferativa de GCs (Carvalho, 2002).

A transdugdo de sinais mitogé€nicos, que levam a ativacdo de Ras e MAPKs,
resulta na ativagdo do complexo AP-1 (proteina ativada-1) e, conseqiiententemente, na
inducdo da expressdo de genes que controlam positivamente a proliferacao celular. AP-
1 é composto por proteinas das familias Fos e Jun, que sdo capazes de formar
homodimeros (Jun/Jun) ou heterodimeros (Fos/Jun). Na presenca de seu ligante, GR
interage especificamente com Fos, inibindo a atividade de transcri¢io do complexo AP-
1 que contém esta proteina, mesmo sem inibir a ligacdo do complexo ao DNA
(Gottlicher, Heck et al., 1998). Esta é outra forma pela qual GCs reprimem o
crescimento celular através da interagao de GR com outro fator de transcrig¢ao.

Surpreendentemente, a resposta fisioldgica a GCs depende muito mais da
intercomunicagdo entre GR e outras vias de regulagdo transcricional, através de
interacdo fisica entre GR e outros fatores transcricionais, do que da regulacdo
transcricional mediada diretamente pela ligacio de GR ao DNA. Camundongos
“knockout” para GR (GR”) morrem algumas horas apés o nascimento, por
apresentarem pulmdes extremamente imaturos, o que reflete a importancia de GR para o
desenvolvimento pulmonar (Cole, Blendy et al., 1995). Além disso, estes camundongos
apresentam uma reducdo significativa na expressdo de enzimas envolvidas na
gliconeogénese e no catabolismo de aminodcidos. A regulacdo negativa da alca HPA

também € comprometida, sendo os niveis de ACTH e de corticosterona 20 e 3 vezes
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maiores, respectivamente, em comparacdo a camundongos selvagem (Kretz, Reichardt
etal., 1999).

Em contrapartida, camundongos transgénicos que expressam uma forma mutante
de GR (A458T), que compromete a interacio de GR com o DNA por impedir a
homodimerizacdo de GR, sdo vidveis e aparentemente sauddveis. Estes camundongos,
denominados GR™¥™ n3o apresentam inducdo de genes gliconeogénicos, indicando
que sua regulacdo é dependente da interacdo direta de GR em suas regides promotoras.
Tanto os niveis de POMC (precursor de ACTH) quanto de prolactina, que sofre
regulacdo negativa por GR, foram fortemente aumentados nos camundongos GRYmdim,
sugerindo que a ligacdo de GR no DNA ¢ necesséria para a regulacdo negativa destes
genes, via nGREs em seus promotores (Reichardt, Kaestner et al., 1998).

Assim, as andlises in vivo de camundongos selvagens, GR” e GRY™dm
demonstraram que GR apresenta fun¢des dependentes e independentes de sua ligacdo ao
DNA, indicando a importancia da intercomunica¢do entre GR e outros fatores para as
funcoes fisioldgicas de GCs. Neste sentido, mostra-se fundamental a melhor
compreensdo da intercomunicacdo entre GR e outros fatores transcricionais, para o
melhor entendimento do mecanismo de acdo de hormonios glicocorticdides, de seu
papel fisiologico e de suas implicagdes farmacoldgicas. Ao longo da dltima década, o
gene supressor de tumor 7P53, um regulador central do controle da proliferacao celular,
tem sido caracterizado como um mediador da resposta celular a GCs. A interacdo

funcional entre glicocorticéides e TP53 serd discutida apds a descricdo das principais

funcdes de TP53.
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1.6. O Gene Supressor de Tumor TP53

1.6.1. Uma Breve Perspectiva Historica

As primeiras caracterizacdoes de p53 jd indicavam algum envolvimento desta
proteina na regulacdio da proliferacdo celular. Primeiramente, p53 foi co-
imunoprecipitada juntamente com o antigeno LT (Large T) do virus SV-40 (virus simio
— 40), sabidamente envolvido na transformacdo celular (Lane e Crawford, 1979).
Usando anticorpos especificos anti-p53, foi observado que muitas linhagens celulares
transformadas apresentavam altos niveis desta proteina, em contraste com os baixos
niveis encontrados em células normais (Deleo, Jay et al., 1979; Rotter, Boss et al.,
1981). De acordo com essas evidéncias, uma variedade de tumores exibia altos niveis de
pS3 (Rotter, 1983; Rogel, Popliker et al, 1985). Em fibroblastos 3T3 nio
transformados, os niveis de expressdo de p53 aumentavam conforme as células
passavam de um estado quiescente (quando carenciadas para soro) para proliferativo
(ap6s estimulo com soro) (Reich e Levine, 1984), o que ressaltava ainda mais seu
possivel papel oncogénico.

O primeiro clone de cDNA de p53 foi obtido a partir do rastreamento de uma
biblioteca de cDNAs contruida a partir d¢ mRNAs provenientes da linhagem de
camundongo SVT2 (transformada pelo antigeno LT de SV-40). A sonda de cDNA
utilizada para este rastreamento foi sintetizada a partir de mRNAs constituintes de
polissomos imunoprecipitados com anticorpos anti-pS3 (Oren e Levine, 1983). Este
clone permitiu a realizacdo dos primeiros ensaios de expressdo ectépica de p53, que
indicaram claramente a capacidade do antigeno celular tumoral p53 (como denominado
na época) de induzir a transformacdo celular: a expressdo de pS3 murino cooperou com

o oncogene c-Ha-ras ativado, para a transformacgdo de fibroblastos embriondrios de
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rato, resultando em células capazes de formar tumor em animais (Eliyahu, Raz et al.,
1984; Parada, Land et al., 1984). Além disso, a expressdo deste clone era suficiente para
imortalizar condrdécitos de rato em baixa passagem (Jenkins, Rudge et al., 1984).
Entretanto, apés uma década de evidéncias apontando para o papel oncogénico
de p53, algumas observacdes comecaram a pdr em xeque sua posicao de oncogene: 1)
em vdrios tumores de camundongo e humanos, ambos os alelos de 7P53 sofrem
mutacdes e, em alguns casos, delecOes grandes ou completas, o que sugere mutagdes
por perda de funcdo; 2) TP53 selvagem murino impede a transformacdo de fibroblastos
embriondrios de rato, mediada por oncogenes como E/A de adenovirus e ras. Quando
estes fibroblastos sdo co-transfectados com p53 selvagem, ras e E1A, os niveis de
mRNA de p53 selvagem sdo indetectdveis ou apenas uma forma mutante de p53 €
selecionada em cultura. Isto € andlogo as observacdes feitas em tumores (in vivo),
conforme discutido adiante; 3) tanto p53 como a proteina do retinoblastoma (pRb)
interagem fisicamente com as oncoproteinas LT de SV-40 e E1A (pRb) e E1B (p53) de
adenovirus. Esta interacdo com oncoproteinas de virus de DNA causadores de tumor
provavelmente resulta na inativacdo destes genes supressores de tumor, contribuindo
para a transformacdo celular. Além disso, foram caracterizadas uma série de mutagdes
pontuais, delecdes e inser¢des no gene 7P53 murino, localizadas entre os aminodcidos
120 a 270 (de seus 390 aminoécidos). Estas mutacOes favorecem a atividade de p53
para a cooperacdo com ras para a transformacdo de fibroblastos embriondrios de rato.
Os mutantes de p53 compartilham algumas caracteristicas comuns que os distinguem da
proteina selvagem, como uma maior meia-vida, o que resulta em maiores niveis totais
da proteina e uma mudanca conformacional, o que possibilita o reconhecimento

exclusivo das formas mutantes por alguns anticorpos (Levine, 1989).
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De acordo com estas observagdes, a expressdao de um clone do cDNA de p53,
proveniente de carcinoma embriondrio F9 (F9 EC) de camundongo, ndo apresentou a
atividade de, juntamente com ras, induzir a transformacao celular, o que ia contra os
dados prévios de complementacdo entre ras € o primeiro clone de p53 para a
transformacgdo celular. A comparag@o entre as seqiiéncias destes dois clones de p53,
com evidentes diferencas funcionais, revelou uma troca de valina (primeiro clone) para
alanina (clone das células F9 EC) no aminodcido 135 da proteina (Finlay, Hinds ef al.,
1988). A subseqiiente comparagcdo entre as seqiiéncias de diversos clones de p53,
isolados a partir de células de camundongo, humana e de sapo, evidenciou a presenca de
cinco regides bem conservadas entre estas espécies, sendo que a alanina no aminodcido
135 estava presente em uma destas regides (Eliyahu, Goldfinger et al., 1988), (Soussi,
Caron De Fromentel et al., 1987). Concluiu-se entdo que esta mutagdo pontual poderia
ser atribuida a capacidade tumorigénica do primeiro clone descrito de p53.

Talvez a primeira demonstracdo marcante do papel de p53 como regulador
negativo da proliferacdo celular tenha vindo dos experimentos realizados por Finlay ef
al, os quais mostravam que a introducdo de p53 selvagem (p53™") reduzia drasticamente
o potencial transformante da expressdo de ras ativado e p53 mutante (p53™) ou de ras e
E1A de adenovirus, em fibroblastos embrionarios murinos (Finlay, Hinds et al., 1989).
Estas observagoes, além de ressaltarem a critica relacdo entre as formas mutantes de pS3
e o processo de tumorigénese e trazerem informacdes importantes sobre as diferencas
funcionais e bioquimicas entre as formas mutantes e selvagem de p53, iniciaram a

mudanca de paradigma a respeito de p53: de oncogene para gene supressor de tumor.

32



1.6.2. p53 — O Guardido do Genoma

Do inicio da década de 90 em diante, o papel de pS3 como supressor de tumor
foi sendo, irrevogavelmente, estabelecido. Um nidmero extraordindrio de trabalhos foi
publicado e um nimero equivalente de fun¢des foram sendo atribuidas a esta proteina,
provavelmente pelo fato de ser uma das proteinas mais extensivamente estudadas da
histéria da bioquimica. De forma geral, a proteina p53 trabalha para a manutencdo da
integridade do genoma celular, intermediando sinais toxicos, intra ou extracelulares, e
dirigindo as respostas celulares, principalmente através da regulacdo da expressdo
génica, a fim de preservar sua estrutura gendmica. Tamanha relevancia foi resumida por
David Lane, responsavel pela primeira co-imunoprecipitagdo de pS3 com antigeno LT
de SV40, em sua famosa sentenca: “p53, o guardido do genoma” (Lane, 1992). Para
compreender a extensdo da importincia de p53 para a integridade celular, os aspectos

mais relevantes desta proteina serdo resumidos a seguir.

1.6.3. Estrutura e Fungao

O gene TP53 humano estd localizado no brago curto do cromossomo 17
(17p13.1) e sua regido codificante é dividida em 11 exons. A proteina codificada por
este gene contém 393 aminodcidos (aas), pesando cerca de 53kDa, podendo ser
dividida, funcionalmente, em trés regides principais: amino-terminal (aas 1-100), central
(aas 101-306) e carboxi-terminal (aas 307-393).

A regido amino-terminal compreende dois dominios de ativacdo (AD) de p53,
sendo que o primeiro (AD1) é um dominio de ativagcdo acidico, localizado entre os
residuos 1 e 42 (Unger, Nau et al., 1992) e, o segundo (AD2), situado entre os residuos
43 e 92, engloba um dominio rico em prolina (PRD — aas 64 a 92) que medeia a

resposta de p53 a danos no DNA através de apoptose (Walker e Levine, 1996). Esta
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regido € responsdvel pela interacdo com muitos fatores gerais de transcri¢do, como: a
proteina de ligacio a TATA-box (TBP), componente do fator geral de transcri¢do
TFIID - interacdo que favorece a cooperagdo para a ligacio do DNA (Horikoshi,
Usheva et al., 1995); diversos fatores associados a TBP (TAFs), como TAF-31 (Lu e
Levine, 1995); e a subunidade p62 do fator dual de transcri¢do/reparo TFIIH (Xiao,
Pearson et al., 1994). A regido N-terminal de p53 interage ainda com a proteina de
ligacdo a DNA simples fita RP-A (Dutta, Ruppert et al., 1993) e com seu regulador
negativo MDM2 (Lin, Chen et al., 1994), interacio esta que serd melhor discutida mais
adiante. Sua seqiiéncia de exclusdo nuclear (NES), que tem importancia fundamental na
regulacdo da funcdo de p53, também estd localizada nesta regido (Zhang e Xiong,
2001).

Na regidao central de p53 estd contido o dominio de ligacdo a seqii€ncias
especificas de DNA (Bargonetti, Manfredi et al., 1993), encontradas em regides
promotoras ou intronicas da maioria de seus genes-alvo, e que envolve um motivo de
dedo de zinco (Rainwater, Parks et al., 1995). A ligacdo ao DNA favorece a formacgao
de fortes interagdes entre os dominios centrais de tetrameros de pS53 distintos, o que
pode facilitar o dobramento (Balagurumoorthy, Sakamoto et al., 1995) e o enrolamento
do DNA (Stenger, Tegtmeyer et al., 1994), propriedades relevantes em promotores que
contem dois elementos responsiveis a p53 (pS3-RE) distantes um do outro, como
acontece nos promotores de p21 e Ciclina G (Zauberman, Lupo et al., 1995). Na regido
central estdo localizados quatro dos cinco dominios altamente conservados
evolutivamente em vertebrados, onde estdo situados os sitios mais freqlientemente
mutados em tumores humanos, o que evidencia sua importancia para a funcionalidade
da proteina selvagem (Hollstein, Rice et al., 1994). Os tipos de mutacdes e suas

conseqiiéncias sobre a fun¢do de p53 e, em ultima instancia, sobre a fisiologia celular,
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serdo discutidos adiante. Ainda, o dominio central favorece a interacdo da proteina com
o antigeno LT de SV40, o que resulta na inativacao de p53.

O dominio C-terminal é o menos caracterizado dos trés. Nele estdo localizadas
as seqiiéncias de localizagdo nuclear (NLS), envolvidas na translocagdo nuclear da
proteina (Shaulsky, Goldfinger et al., 1990; Middeler, Zerf et al., 1997) e o dominio de
tetramerizacdo, que possibilita a formacao de tetrameros de p53 — forma através da qual
pS3 se liga ao DNA (Lee, Harvey et al., 1994). Através da regido C-terminal, p53
interage com seqiiéncias ndo especificas no DNA, o que permite seu deslizamento ao
longo do DNA (Mckinney, Mattia et al., 2004). Especula-se que este deslizamento
facilite o encontro dos p53-REs nas regides promotoras especificas (Liu, Lagowski et
al., 2004). A porcdo C-terminal de pS3 € capaz de interagir também com por¢des de
DNA danificado, ou com elementos intermedidrios do processo de reparo do DNA,
como DNA simples fita (ssDNA) (Bakalkin, Yakovleva et al., 1994), “mismatches” por
inser¢ao ou delecdo (Lee, Elenbaas et al., 1995), intermedidrios de recombinacio
(Dudenhoffer, Rohaly et al., 1998) e DNA gama-irradiado, in vitro (Reed, Woelker et
al., 1995). De acordo com estas observacdes, estudos de microscopia confocal
demonstraram a co-localizacdo de p53 em sitios de DNA danificados por radiagdo UV
em células de pele humanas. Estes dados sugerem que o deslizamento de p53 pelo
DNA, através de sua porcdo C-terminal, seja importante, também, para o
reconhecimento de lesdes no DNA e conseqiiente ativagio de p53, ja que a interacdo de
pS3 com extremidades protuberantes de oligonucleotideos favorece a ligacao do
dominio central da proteina ao DNA (Zotchev, Protopopova et al., 2000). Ainda, a
atividade de p53 é regulada, principalmente, através de varias modificacdes pOs-

traducionais em suas por¢oes N- e C-terminal, o que serd melhor discutido mais adiante.
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1.6.4. Mutacoes em TP53

Mutagdes no gene 7P53 sdo encontradas em mais de 50% dos tumores humanos
(Hollstein, Sidransky et al., 1991), sendo que 74% destas mutagdes sdo do tipo
“missense”’, o que resulta em proteinas completas, apesar de mutantes. Estas mutacdes
pontuais acometem principalmente o dominio central de p53, responsdvel pela interacdo
da proteina com o DNA (como discutido anteriormente) e podem ser categorizadas de
duas formas: mutacdes do tipo I, que afetam diretamente os residuos envolvidos na
superficie de ligacdo ao DNA, rompendo os pontos de contato entre a proteina e o DNA
(mutantes de contato), sem, contudo, alterar a conformacdo selvagem da proteina; e
mutagdes do tipo II, com alteracdes em aminodcidos envolvidos na estrutura tercidria da
proteina (mutantes conformacionais) (Van Oijen e Slootweg, 2000). Esta dltima classe
sofre uma alteracdo intensa em sua conformacao e possibilita a interacdo dos mutantes
de p53 com a chaperona HSP70, através da exposicdo de motivos hidrofébicos,
normalmente inacessiveis na proteina selvagem (Sturzbecher, Chumakov et al., 1987).
Mutantes da classe II apresentam um fenétipo mais severo que mutantes da classe I in
vitro (Ory, Legros et al., 1994).

A freqiiéncia de mutacdes “missense” € muito maior em 7P53 do que em outros
genes supressores de tumor, como APC, BRCAI ou ATM, nos quais o0s tipos
predominantes de mutacdo sao “nonsense”, delecdes ou inser¢des, que resultam em
proteinas truncadas, com evidente perda de fun¢do. Esta diferenca evidencia o potencial
das formas mutantes de p53 de conferir vantagens seletivas para a carcinogénese
(Hussain e Harris, 1998). De fato, o melhor entendimento das fungdes bioldgicas de
alguns mutantes de pS3 tem mostrado que seu papel durante a tumorigénese se estende

muito além da perda de fun¢do da proteina selvagem.
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Neste sentido, mutantes de p53 exercem um efeito dominante-negativo (ou
trans-dominante) sobre p53 selvagem, o que tem implicacbes em tumores que
apresentam mutacdo de 7TP53 em heterozigose. Mutantes de p53 sdo capazes de
heterodimerizar com p53 selvagem, sendo que a regido de oligomerizagdo (residuos 319
a 360) ¢é totalmente funcional em mutantes do dominio central de pS3 (Unger, Mietz et
al., 1993). A formacdo deste complexo resulta na mudanca conformacional de p53
selvagem, que adquire uma conformagdo inativa ou mutante (Milner e Medcalf, 1991).
O efeito dominante-negativo ja foi caracterizado em uma variedade de processos
fisiolégicos que envolvem p53 selvagem, como: desenvolvimento e diferenciacdo
(Aloni-Grinstein, Schwartz et al., 1995); apoptose (Lotem e Sachs, 1993; Gottlieb,
Haffner et al., 1994); parada de crescimento (Aloni-Grinstein, Schwartz et al., 1995);
expressdo constitutiva de p21 (Tang, Zhao et al., 1998); estabilidade gendmica (Liu,
Kraus et al., 1996); resisténcia a infec¢do por parvovirus H-1 (Telerman, Tuynder et al.,
1993); imortalizacdo (Cao, Gao et al., 1997); e inibicdo da transformacdo de
fibroblastos embriondrios de rato por ras (Shaulian, Zauberman et al., 1992). A
capacidade de mutantes de p53 interagirem com e bloquearem a funcdo da proteina
selvagem se estende para outros membros da familia de p53, como p73. Ao contrario de
pS3 selvagem, que ndo interage com p73, mutantes de p53 sdo capazes de se ligar a p73
através de seu dominio de ligacio ao DNA (Strano, Munarriz et al., 2000). Como
conseqiiéncia, ha inibicdo de apoptose, de parada no ciclo e da transativacdo de p21
mediados por p73 (Di Como, Gaiddon et al., 1999).

Além desta acdo trans-dominante, € notéria a habilidade de mutantes de p53
exercerem efeitos oncogénicos de forma independente de p53 selvagem. Este efeito foi
primeiramente descrito em pré-linfocitos B murinos nulos para p53, capazes de

induzirem tumores locais em camundongos, que regridem com o tempo. A introducdo
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de p53 mutante (132 C-F) nestas células € capaz de gerar tumores letais (Wolf, Harris et
al., 1984). O papel de ganho de funcdo pela proteina selvagem tem sido melhor
caracterizado e, a algumas formas mutantes de p53, tem sido atribuida a maior
freqiiéncia de mutacdes (Iwamoto, Mizuno et al., 1996), o bloqueio de diferenciacdo
(Shaulsky, Goldfinger er al., 1991) e o aumento do potencial metastatico (Crook e
Vousden, 1992).

O que caracteriza, pelo menos parcialmente, o ganho de fun¢do de mutantes de
pS3 € a capacidade de transativar genes especificos, que ndo sdo alvos de p53 selvagem.
Desta forma, € possivel que a inducdo destes genes, em geral oncogenes, medeie, em
grande parte, a funcdo oncogénica de mutantes de p53. Estes mutantes exercem
influéncia sobre as seqiiéncias promotoras de, por exemplo: o gene do transportador
multi-drogas MDR-1 (Dittmer, Pati et al., 1993), c-myc (Frazier, He et al., 1998), PCNA
(Deb, Jackson et al., 1992; Tsutsumi-Ishii, Tadokoro et al., 1995), interleucina-6
(Margulies e Sehgal, 1993), HSP-70 (Tsutsumi-Ishii, Tadokoro et al., 1995), EGFPR
(Ludes-Meyers, Subler et al., 1996) e IGF-2 (Lee, Lee et al., 2000), sendo que o perfil
de genes regulados varia de acordo com o tipo do mutante (Kawamura, Yamashita et
al., 1996) e o tipo celular, provavelmente devido a diferencas nas proteinas co-
regulatdrias (Sehgal e Margulies, 1993; Flaman, Robert et al., 1998; Lanyi, Deb et al.,
1998). Em pelo menos alguns destes exemplos, a transativagdo por p53 parece ser
direta, j4 que sua por¢do N-terminal, que contém os dominios de transativagdo
necessdarios para a atividade transcricional de p53 selvagem, também & necessaria para a
atividade de transativacdo de p53 mutante (Frazier, He ef al., 1998; Lanyi, Deb et al.,
1998). Ainda nao foi identificada uma seqiiéncia consenso de DNA que possibilite sua
interacdo com formas mutantes de p53. Entretanto, a comparagcdo dos elementos de

DNA aos quais o mutante de pS3 (245 Gli-Ser) se liga, mostrou que uma caracteristica
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comum destas seqiiéncias € a alta tendéncia de formar conformagdes de DNA ndo-B
(Koga e Deppert, 2000).

Outra caracteristica de certos mutantes de pS3 € a capacidade de interagir com
proteinas diferentes dos parceiros da forma selvagem de p53. Entre elas, pode-se citar
p38, p42 (Chen, Chen et al., 1994) e MBP1 (Gallagher, Argentini et al., 1999), um
membro da familia da fibulina. Especula-se que estas interagdes diferenciais sio
facilitadas ou pelo surgimento de um novo sitio de interagdo nas formas mutantes de
pS3, ou pela perda de algum sitio da forma selvagem, responsavel pela interacdo com
alguma proteina que bloqueie a interacdo com os novos parceiros (Van Oijen e
Slootweg, 2000). A funcdo da interagdo de p53 mutante com p38 ou p42 ndo €
conhecida, mas quando MBP1 e p53 mutante sdao expressos ectopicamente em células
H1299, a taxa de transformagdo neopldsica é fortemente aumentada. E sabido que a
intensidade da interacdo entre MBP1 e mutantes de p53 varia conforme o tipo de
mutacdo, o que sugere que a capacidade de se ligar a outras proteinas pode ser decisiva
para o ganho de funcdo de certos mutantes. Como a expressdo destes parceiros de
mutantes de p53 € varidvel, de acordo com o tipo e o contexto celular, alguns ganhos de
funcdo podem depender do tipo celular também. Alguns mutantes de p53, deficientes
para a transcri¢do, sdo capazes de se ligar a topoisomerase I através de sua por¢do C-
terminal (Albor, Kaku er al., 1998). A atividade da topoisomerase I estd ligada a
instabilidade gendmica, através da estimulagcdo de recombinacdo ndo-homdloga
(Bullock, Champoux et al., 1985). Desta forma, estes mutantes de pS3 podem contribuir
para a tumorigenicidade através do estimulo da recombinacdo e da atividade
transcricional da topoisomerase 1.

Um exemplo da relevancia do ganho de funcdo de mutantes de pS3 no processo

de tumorigénese € a resposta de camundongos transgénicos, que expressam O mutante
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p53-His 172, a carcindgenos quimicos. Ao contrdrio de camundongos selvagens ou
“knockout” para p53, estes transgénicos apresentam grande susceptibilidade a diversos
carcinégenos quimicos, com a formacdo acelerada de papilomas benignos, sua
malignizacdo e metastatizacdo. Estes papilomas apresentam uma freqiiéncia de
anormalidades cromossOmicas muito maior (75% das células) do que os papilomas de
tumores nulos para p53 (4% das células) (Wang, Greenhalgh e al., 1998). E importante
ressaltar, ainda, que mutantes de p53 apresentam uma meia vida muito elevada em
comparacdo com a proteina selvagem, devido ao bloqueio da interagdo com MDM?2
(Ashcroft e Vousden, 1999). Os altos niveis de pS3 mutante podem cooperar para sua
acdo oncogénica, tanto em relacdo a regulacdo da expressdo génica, quanto a interagao

com parceiros intracelulares.

1.6.5. Regulacao de p53

pS3 funciona como uma ponte entre uma diversidade de estimulos estressantes
internos e externos a célula, como: radiacdo ionizante ou ndo-ionizante; hipdxia;
estresse oxidativo; presenca de anti-metabdlitos que inibem a biosintese de
ribonucleotideos; choque térmico; baixo pH extracelular; agentes quimicos que
promovem danos ao DNA e certas alteragdes oncogénicas; e a resposta celular a estes
estimulos. Fundamentalmente, pS3 ¢ um dos principais determinantes celulares a
estimulos que podem comprometer a estabilidade gendmica, podendo dirigir diferentes
respostas, como parada no ciclo celular nas fases G1 ou G2 (medeia os pontos de
checagem de G1/S e G2/M), reparo de DNA, apoptose e inibi¢do da angiogé€nese e de
metéstase, de acordo com o tipo e a intensidade do estimulo (Kuerbitz, Plunkett et al.,

1992; Gottlieb e Oren, 1996; Ko e Prives, 1996; Levine, Hu et al., 2006).
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A principal forma de acdo de p53 € através do controle da expressdo génica,
sendo que, até hoje, ja foram identificados mais de 150 alvos génicos sobre os quais p53
exerce influéncia na regulagcdo (positiva ou negativa) da expressao (El-Deiry, 1998),
(Zhao, Gish et al., 2000). A seqiiéncia consenso de ligacdo de p53 ao DNA foi
identificada em 1992, consistindo duas cépias de um motivo degenerado de 10pb, 5’-
RRRCWWGYYY-3’, onde R representa nucleotideos puricos, Y pirimidinicos e W
adenosina ou timidina, com um espacamento de 1 a 13pb (El-Deiry, Kern et al., 1992).
Entretanto, o elemento de resposta a pS3 apresenta uma grande diversidade entre os
promotores de seus genes alvos. A comparacao da atividade de 26 diferentes p53-REs,
num modelo de levedura, no qual ndo ha variacdes de outros fatores, como a cromatina,
revelou que apenas as diferencas entre as seqiiéncias sdo capazes de gerar uma diferenca
de resposta a pS3 de até 1.000 X (Inga, Storici et al., 2002).

Entretanto, a atividade de p53, e conseqiiente regulacao seletiva desta variedade
de genes, é determinada, principalmente, através de modificagdes pds-traducionais em
pS3, como fosforilacdo, acetilacdo, sumoilag¢do, ubiquitinacdo e isomerizacdo (Zacchi,
Gostissa et al., 2002; Zheng, You et al., 2002), que influenciam, por exemplo, a
estabilidade da proteina e sua capacidade de ligacdo ao DNA [revisado em (Appella e
Anderson, 2000) e (Appella e Anderson, 2001)]. A interagdo de p5S3 com outros fatores
transcricionais, como Spl (Koutsodontis, Tentes et al., 2001); com proteinas da
maquinaria transcricional, como TFIIH (Xiao, Pearson et al., 1994); e com complexos
remodeladores de cromatina, como SWI/SNF (Lee, Kim et al., 2002), também exerce
um papel fundamental sobre sua atividade e especificidade na regulacdo de seus genes-

alvo.
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1.6.6. Regulacao Central - MDM?2

A meia vida de p53 € curta em uma variedade de tipos celulares, entre 6 e
20min, resultado da constante associacdo de p5S3 com a E3 ubiquitina-ligase MDM?2,
que induz a degradacdo de p53 via proteassoma (Momand, Zambetti et al., 1992),
(Haupt, Maya et al., 1997) ou interfere na transativacdo de alvos de p53 (Dumaz e
Meek, 1999). Esta associacao tem um papel crucial na regulacdo da atividade de p53 e
durante o crescimento e desenvolvimento normal (Jones, Roe ef al., 1995). Em muitos
casos, a ativagdo e estabilizacdo de p53 estdo associadas a inibi¢do de sua interagdo com
MDM?2, sendo que, em vdrios tumores que apresentam p353 selvagem, hd amplificacdo
do l6cus génico de MDM2 (Momand, Jung et al., 1998). Ainda, diferentes sinais
estressantes usam diferentes vias que induzem a dissociacdo entre p53 e MDM?2
(Vousden, 2002).

Assim, por exemplo, MDM?2 pode ser inibida por pl14ARF, uma proteina ativada
por sinais hiper-proliferativos, como a superexpressao de E2F-1 e myc ou a super-
ativacdo de ras, resultando na ativacdo de pS3 (Sherr, 1998). Interessantemente, a perda
de pl4ARF é comum em estdgios iniciais do desenvolvimento tumoral. Sinais tardios
da progressao maligna, como aqueles mediados por invasdo ou metdstase, podem levar
a ativacdo de p53 por mecanismos independentes de pl4ARF. Nestes estdgios mais
tardios, o desenvolvimento do tumor depende da aquisicdo de lesdes alternativas que
inativam p53, incluindo mutagdes em seu gene. Esta € uma das possiveis explicagcoes
para o aparecimento de mutagdes em 7P53 estar relacionado com estdgios avangados do
processo de tumorigénese (Vousden e Lu, 2002).

Outra forma de interferir com a interacdo entre p53 e MDM?2 € via fosforilagao
tanto de p53 quanto de sua ubiquitina-ligase. Quebras na dupla fita do DNA, por

exemplo, através de radiacdo ultravioleta e ionizante, ativam as quinases ATM (Ataxia
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Telangiectasia Mutated) e ATR (Ataxia Telangiectasia Related), que tém p53 como
substrato comum. Ambas podem fosforilar a Serl5 de p53, resultando em maior
atividade por facilitar sua interacdo com a acetil-transferase p300. A acetilacdo da
por¢ao C-terminal de p53 aumenta sua interagdo especifica com o DNA. Além da
ativacdo direta de p53, ATM e ATR induzem indiretamente a fosforilacdo da Ser20 de
pS3, via ativacdo de Chk2 e Chkl, respectivamente. Este residuo é fundamental para a
interacdo pS3-MDM?2 sendo que uma vez fosforilado, induz a quebra do complexo e o
acimulo nuclear de p53. Ainda, ATM ¢é capaz de fosforilar a Ser395 de MDM2, o que
também interfere com sua atividade de induzir a degradagdo de pS3 (Abraham, 2001).
MDM?2 ¢ ativada por sinais de crescimento/proliferacdo, através de sinalizagcdo
via PI3K (fosfoinositideo 3 quinase) e AKT. Em situagdes de estresse celular a fosfatase
PTEN, alvo transcricional de p53, catalisa a desfosforilagdo de PI3K, bloqueando a
sinalizacdo que leva a ativacio de MDM?2, induzindo seu acumulo citoplasmadtico e,
consequentemente, induzindo p53 (Mayo e Donner, 2002). Este representa um
importante mecanismo de retro-alimentacdo positiva envolvendo p53 e PTEN, sendo
que mutacdes no gene PTEN estdo presentes em cerca de 40 a 50% de gliomas de alto
grau (Maier, Zhang et al., 1998) e em inumeros outros tipos de tumor, como prostaticos,
endometridides, mamérios e pulmonares (Li, Yen et al., 1997). Por outro lado, a
desfosforilagdo de MDM2 por PP2A (proteina fosfatase 2 A), resulta em aumento de
sua atividade. Um dos primeiros alvos descritos de p53 descritos, Ciclina G (Okamoto e
Beach, 1994), induz o recrutamento de PP2A para os complexos p53-MDM?2,
resultando na inativacdo de p53 (Okamoto, Li et al., 2002). Este representa um
mecanismo de retro-alimentacdo negativa entre p53 e seu alvo Ciclina G. Contudo, a
relacdo entre Ciclina G e p53 parece ser mais complexa, dependendo do complexo

formado entre a Ciclina G e MDM2. A presenca de pl4ARF neste complexo resulta na
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estabilizacdo de p53, ao invés de sua degradacdo envolvendo PP2A (Kimura e Nojima,
2002).

A expressao de MDM?2 ¢ fortemente induzida por p53 (Barak, Juven et al.,
1993), caracterizando a alca de retro-alimentacdo negativa mais bem conhecida
envolvendo p53. O envolvimento de todas estas vias descritas na regulacdo da
estabilidade e atividade de p53 através de MDM?2, evidencia a extensdo da importancia

de MDM2 para a funcionalidade de p53.

1.6.7. Principais Vias Envolvendo p53

Uma questdo central na resposta celular a danos no DNA € a decisdo entre a
parada de proliferacdo, de forma temporaria ou permanente, ou a entrada em apoptose.
Diversos fatores afetam esta decisdo, incluindo o estado proliferativo em que a célula se
encontra, a extensao dos danos e a disponibilidade de fatores de crescimento. Acredita-
se que pS53 dirija esta resposta através da ativacdo seletiva de um subconjunto de genes-
alvo, resultando em apenas um destino para a célula. Desta forma, dependendo do
agente estressante € do dano promovido por ele, p53 pode induzir a parada de
crescimento e o reparo de DNA. Em caso de dano intenso no DNA, ou reparo de DNA
ineficiente, pS3 pode levar as células a apoptose. Esta resposta varia também conforme
o tipo celular em questdo (Prives, 1998) (Vousden e Lu, 2002).

Diversos alvos de p53 relacionados a parada no ciclo ja foram caracterizados,
incluindo: 14-3-3 sigma (Hermeking, Lengauer et al., 1997); BTG2 (Rouault, Falette et
al., 1996); PTEN (Stambolic, Macpherson et al., 2001); e p21 (El-Deiry, Tokino et al.,
1993), sendo que o papel deste dltimo na regulagdo do ciclo celular é o melhor
caracterizado. O produto génico de p2l € outra proteina reguladora do ciclo,

considerada como sendo uma inibidora universal de quinases dependentes de ciclina
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(CDKs) (Xiong, Hannon et al., 1993). Como resposta a inativagdo de CDK, a proteina
do Retinoblastoma, pRB, mantém-se hipofosforilada, ja que sua fosforilagdo €
dependente do complexo CDK4/6-Ciclina D1 (Zhang, 1999). O aumento na expressao
de p2/ mediado por p53 resulta na inativagdo de E2F pela ligacdo a pRB
hipofosforilada (Smith, Zhan et al., 1994). Sendo E2F um fator de transcri¢do
responsavel pela expressdo dos genes cujos produtos sdo necessdrios para o inicio da
sintese do DNA (fase S do ciclo celular), ndo héd progressao no ciclo (Bandara, Buck et
al., 1993).

Uma vez interrompida a proliferacdo, genes relacionados ao reparo de DNA por
excisdo de nucleotideo (NER) ou por excisdo de base (BER) podem ser regulados por
pS53. Em relagdo ao NER, p53 induz os genes p48XPE (Hwang, Ford et al., 1999) e
XPC (Amundson, Do et al., 2000), relacionados a sindrome genética Xeroderma
pigmentosum, que predispde ao cancer, e que codificam proteinas ligantes de DNA
danificado (DDBs) envolvidas no reconhecimento de lesdes no DNA. P53 induz,
também, a expressdo de Gadd45, cujo produto gé€nico se liga ao DNA danificado por
radiacdo UV (Carrier, Georgel et al., 1999), sendo essencial para o NER (Hollander,
Kovalsky et al., 2001). Através de mecanismos menos conhecidos, pS3 regula o BER,
ja que este tipo de reparo é deficiente em células nulas para p53. E sabido que a
presenga de p53 induz a DNA polimerase [ in vitro, envolvida em BER (Zhou, Ahn et
al.,2001).

Apesar de uma lista crescente de genes pro-apoptéticos ser claramente regulada
por p53, € dificil definir qual a contribui¢ao de cada um deles na resposta apoptética, o
que pode refletir uma redundancia na via apoptdtica e/ou a presenca de mecanismos
especificos para diferentes tipos de célula ou de estresse (Vousden e Lu, 2002).

Contudo, pode-se citar o mecanismo mais amplamente conhecido de regulacdo de
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apoptose por p53, envolvendo a regulacdo negativa do gene anti-apoptético Bcl-2
(Miyashita, Harigai et al., 1994) e positiva de Bax (Miyashita e Reed, 1995). PUMA,
que também sofre inducdo por pS3 (Nakano e Vousden, 2001), promove a liberacdo de
pS3 citopldsmatico da interagdo inibitéria com Bcl-xL, facilitando a interag¢do entre pS3
e Bax, resultando na ativacdo de Bax e conseqiiente permeabilizacdo da mitocondria,

liberacao do citocromo c e apoptose (Chipuk, Bouchier-Hayes et al., 2005).

1.7. Interacdo Funcional Entre p53 e GR

Assim como p53, GR medeia a resposta a uma diversidade de estresses
fisiol6gicos, sendo regulador fundamental do processo decisério de vida/morte de
muitos tipos celulares. Apesar desta clara convergéncia funcional, apenas recentemente
a possivel interagdo entre estes fatores vem sendo explorada diretamente.
Interessantemente, tem sido mostrada uma dualidade na interagdo funcional entre estes
fatores, que parece variar conforme o tipo € o contexto celular estudado. O tratamento
com GCs pode promover uma intercomunicacdo tanto positiva entre pS3 e GR,

resultando em co-ativagdo destes fatores, quanto negativa, levando a sua co-repressao.

1.7.1. Intercomunicacdo Negativa Entre p53 e GR

A principio, era esperado que pS3 mediasse o processo de apoptose induzido por
GC, afinal, muitos dos genes-alvo de p53 sdo regulados positivamente durante o
programa de apoptose mediado por GC. Assim, por exemplo, camundongos
transgénicos que superexpressam Bax apresentam apoptose acelerada em resposta a Dex
(Brady, Salomons et al., 1996). Entretanto, outros trabalhos sugeriram que a apoptose
induzida por GC fosse p53-independente. Timdcitos de camundongos “knockout” para

pS3 apresentam uma resposta apoptdtica alterada em resposta a radiacao ionizante (IR),
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mas nio a GCs (Clarke, Purdie et al., 1993; Lowe, Schmitt et al., 1993). Foi sugerido,
ainda, que p53 e GC poderiam auto-regular suas fun¢des negativamente. Mori et al
mostratam que a inducdo de apoptose por Dex era aumentada em timdcitos de
camundongos que ndo tinham um dos dois alelos de pS3 (Mori, Yamate et al., 1999).
Em células da granulosa expressando uma forma mutante de p53 temperatura-sensivel,
foi demonstrado que GC inibe a apoptose induzida por p53, por mecanismos que
envolvem a regulagdo positiva de Bcl-2 (Sasson, Tajima ef al., 2001). E interessante
ressaltar que, em algumas situagdes fisioldgicas, GCs e p53 desempenham papéis
antagdnicos. Em condicdes de estresse fisioldgico, como durante hipéxia, GCs induzem
o aumento do metabolismo de glicose, ao contrario de p53, que regula negativamente o
metabolismo de glicose e induz apoptose (Riva, Chauvin et al., 1998).

A primeira demonstracdo direta do mecanismo que poderia regular a
intercomunicacdo negativa entre pS3 e GCs foi feita através de ensaios de transfeccdo
transitéria, onde GR e a forma selvagem ou mutantes de pS3 foram superexpressos em
fibroblastos de rim de macaco (CV-1). A indu¢do de GR por Dex foi progressivamente
inibida por quantidades crescentes de p53 selvagem, mas ndo por todas as suas formas
mutantes. Neste trabalho, foi observado, também, que p53 interage fisicamente com GR
in vitro (Yu, Yap et al., 1997).

Posteriormente, foi confirmado que a interacdo fisica entre p53 e GR, que
envolve o dominio central e a NLS de p53, também ocorre in vivo. Tanto proteinas
expressas ectopicamente quanto as proteinas endégenas, em células normais e tumorais,
puderam ser co-imunoprecipitadas (Sengupta, Vonesch et al., 2000; Sengupta e
Wasylyk, 2001). Esta interacdo fisica, que ¢ dependente da presenca de GCs, em células
de neuroblastoma, resulta em mutua inibicao do potencial de transativacdo de GR e p53,

por seqiiestro destas proteinas no citoplasma. Nestas células, GR, na presenca de seu
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ligante, inibe a parada de crescimento e a inducdo de apoptose mediada por p53. De
forma contriria, um antagonista de GR, RU486, promove a dissociacdo do complexo
GR-p53, induzindo um actimulo nuclear e a retomada da atividade de transativagcdo de
ambos os fatores (Sengupta, Vonesch et al., 2000).

No intuito de encontrar este tipo de intercomunica¢do num contexto fisioldgico,
este mesmo grupo demonstrou que o tratamento de células HUVEC com Dex, em
condi¢cdo de hipdxia, promove a formacdo de um complexo trimérico entre p53, GR e
Hdm?2, o ortélogo humano de MDM?2, resultando na inibicdo de p53 e GR. Este
processo envolve o actimulo citoplasmatico, seguido por ubiquitilacdo e degradacdo de
ambas as protefnas via proteassoma, inibindo, assim, a acdo pro-apoptética de p53 em
situacdo de hipoxia. Estes resultados também foram observados em células HUVEC em
normoxia, quando expostas ao agente alquilante mitomicina C (MMC), conhecido
indutor de p53. A identificacdo desta interacdo entre p53 e GR em situagdo de hipdxia,
revelou que GR é um novo substrato de MDM?2, aumentando a gama de alvos desta
ubiquitina ligase. Além disso, para a ubiquitilacdo de GR € necesséria a interacio entre
pS3 e MDM?2, j4 que a quebra desta interacdo impede a ubiquitilagdo de pS3 e GR
induzida por Dex (Sengupta e Wasylyk, 2001). Certamente, este mecanismo de
regulacdo negativa envolvendo a degradacdo de p53 e GR por MDM?2 deve ocorrer
apenas em determinados contextos fisiolégicos e em tipos celulares especificos, ja que
em células de neuroblastoma, como discutido acima, a interagdo pS3-GR resulta apenas
no seqiiestro citoplasmatico e ndo na degrada¢do destas proteinas.

Alguns autores especulam que em outras situagdes fisiologicas e patolégicas nas
quais p53 € citoplasmatico, como em carcinoma mamadrio inflamatério (Moll, Riou et
al., 1992), neuroblastomas indiferenciados (Moll, Laquaglia et al., 1995),

adenocarcinomas de célon (Bosari, Viale et al., 1995), oligodendrdcitos diferenciados,
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neuronios e células PC12 de feocromocitoma (Eizenberg, Faber-Elman et al., 1996),
GR possa servir de ancora para o seqiiestro citoplasmatico de p53. Estas observacoes
evidenciam a potencial utilizacdo terapéutica de moléculas capazes de quebrar a

interacdo p53-GR, em diversas situacdes patoldgicas.

1.7.2. Repressdo Transcricional

Além do seqiiestro citoplasmatico, p5S3 e GR podem modular a atividade um do
outro ao nivel transcricional. A primeira indicacao da interagdo entre p53 e GR (e GCs)
ao nivel transcricional foi a demonstracdo de que p53 induz a atividade promotora de
sgk (Serum/Glucocorticoid inducible Serine/Threonine Protein Kinase Gene), um
membro da familia das serina/treonina quinases que € transcricionalmente regulado por
soro e GCs. Foram localizados quatro sitios de ligagdao a p53 no promotor de sgk € um
destes sitios foi melhor caracterizado em relacdo a sua funcionalidade (Maiyar, Huang
et al., 1996). Posteriormente, o0 mesmo grupo demonstrou que p53 e GR regulam a
atividade do promotor de sgk coordenadamente. Em ensaios de “gel shift”, foi visto que
p53 inibe a ligacdo de GR ao seu elemento responsivo no promotor de sgk, indicando
um nivel de regulacdo transcricional (Maiyar, Phu et al., 1997).

Outro gene cuja regulacdo transcricional pode sofrer influéncia pela
intercomunicagdo entre pS3 € GR € c-myb. Em varias condi¢des que induzem o estresse
eritropoiético, como em hipoxia devida a altas altitudes, perda sanguinea e
eritroleucemia, GCs induzem a proliferacio de progenitores eritrdides. As células
progenitoras derivadas de figado fetal de camundongos “knockout” para p53, proliferam
melhor que as células de animais selvagens, na presenca de Dex, indicando que p53
pode inibir o estresse eritropoiético. c-myb, necessario para a proliferacdo de ebl, é

regulado por GR. Nestas células “knockout” para p53, a indu¢do de c-myb por Dex é
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significativamente maior do que em células selvagens, o que favorece a inducdo da
proliferacdo, e nao da diferenciacdo, por GC (Ganguli, Back er al., 2002). Estes
resultados mostram que a influéncia que a intercomunicacdo p5S3/GR exerce sobre o
controle transcricional de c-myb, regulador fundamental da proliferacdo de ebls (Von
Lindern, Zauner et al., 1999), pode ser um evento importante na decisdo de proliferacao
versus diferenciacdo.

Recentemente, foi descrita uma regulacdo transcricional direta de p53 sobre o
promotor de GR. Através de ensaios de superexpressdo, foi demonstrada a influéncia
positiva do fator de transcricdo Spl sobre a atividade promotora de GR, através de uma
regido rica em GC, proximal ao inicio de transcri¢gdo. Contudo, a expressao ectopica de
pS3 em hepatdcitos humanos (células HepG2) inibiu a interagdo de Spl com seu
elemento responsivo, através de algum mecanismo ndo elucidado, conseqiientemente
reprimindo sua transativacdo do promotor de GR (Suehiro, Kaneda et al., 2004). Apesar
desta regulacdo ter sido mostrada em situacdo de superexpressdo de ambos os fatores
Spl e p53, certamente o controle da atividade promotora de GR por p53 deve ter

implicacdes em diferentes processos fisiologicos.

1.7.3. Intercomunicacdo Positiva Entre p53 e GR

Apesar das vdrias evidéncias da interagdo negativa entre p53 e GR apresentadas
acima, outros autores vém mostrando que, em determinadas circunstancias, pS3 e GR
podem atuar em sinergismo. A primeira evidéncia de sinergismo entre estas moléculas
foi obtida com a demonstracdo de que GCs podem induzir a expressdo gé€nica de
p21Wafl/Cipl/Sdil ou CDKNIA (referido nesta tese apenas como p21) através do
recrutamento de multiplos elementos transcricionais a um elemento responsivo a GR no

promotor deste gene, em células de hepatoma (Cha, Cram et al., 1998). Ainda, Dex é
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capaz de estimular a atividade promotora de p2/ de forma independente do p53-RE
localizado neste promotor (Cram, Ramos et al., 1998). Estes resultados sugerem que,
em determinados contextos fisiologicos, p5S3 e GR podem agir cooperativamente,
amplificando a resposta celular.

Esta hipotese foi consolidada pela demonstragdo de que, em células A549 de
carcinoma pulmonar, a parada no ciclo celular induzida por Dex, que envolve a
regulacdo positiva de p21, € dependente da atividade de p53. Nestas células, o
tratamento com Dex induz a fosforilagdo de p53, sem, contudo, alterar os niveis totais
da proteina, resultando na parada do ciclo na fase GO/G1 (Urban, Golden et al., 2003).
A serina/treonina fosfatase PP5, cuja expressao € ubiqua em mamiferos e que se associa
com uma variedade de proteinas, incluindo o complexo GR-HSP90 (Chen, Silverstein et
al., 1996), regula negativamente a atividade de GR e a fosforilacdo de pS3 em células
AS549. Zuo et al propuseram um modelo molecular para explicar a relacao entre p53 e
GR durante indug¢do da parada de crescimento da linhagem A549 por Dex. Estes autores
sugerem que, uma vez ativado, GR promove a fosforilacao de p53 através da indugdo de
alguma quinase, que tenha p53 como substrato, ou diretamente, se a quinase for
responsivel a GR, ou de forma indireta, através da inducdo de uma cascata de
fosforilagdo (Zuo, Urban et al., 1999).

Evidenciando a participacdo de p53 na resposta anti-proliferativa mediada por
GC nestas células, experimentos usando oligonucleotideos antisenso contra p53
mostraram que a inibi¢do da expressao de pS3 estava associada com: 1) um aumento na
taxa de proliferacdo celular; 2) a diminui¢do da expressdo basal de p21 e 3) o bloqueio
da inducdo de p21 e da parada no ciclo celular por Dex. Ainda, a supressdo da expressao

de PP5 promoveu a fosforilacdo de p53 induzida por Dex (Urban, Golden et al., 2003).
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Assim, pode-se concluir que PP5 pode inibir a cascata de sinalizagdo mediada por GR,
que influencia a fosforilagdo de p53 e a expressao de p21.

A intercomunicacdo positiva entre GR e p53 também foi observada em uma
situacdo fisioldgica mais especifica. Em neurdnios do hipocampo, GR exerce um papel
pré-apoptético, como resposta a estimulos estressantes mediados por GCs (Reagan e
Mcewen, 1997). Esta inducdo de apoptose ¢ dependente de Bax, ndo sendo observada
em ratos “knockout” para Bax tratados com GCs, e depende do balanco positivo entre
os niveis protéicos de Bax e Bcl-2 que, nesta situagdo, parece ser mediado por p53, a
qual tem seus niveis aumentados pelo tratamento com Dex (Reagan e Mcewen, 1997).

Na tentativa de elucidar melhor o envolvimento de p53 na resposta neuronal a
GCs, Crochemore et al observaram que a linhagem HT-22 de neurdnio de rato responde
ao tratamento com Dex com uma intensa reducao de proliferacdo, que envolve a parada
das células na fase G1. Durante esta resposta a Dex, p53 e GR sofrem translocagdo
nuclear rdpida e concomitantemente, resultando na ativacdo de p53 e na inducgdo de
alguns de seus genes-alvo (p21, Bax e Gadd45), como eventos tardios (Crochemore,
Michaelidis et al., 2002). Estes relatos indicam que as vias de p53 e de GR podem atuar
em sinergismo, durante respostas especificas a GCs, além de esclarecer, parcialmente,
0s mecanismos envolvidos na intercomunicagdo positiva entre p53-GR.

Diante desta divergéncia encontrada na intercomunicacdo entre p53 e GR e
considerando sua aparente relevancia para a resposta celular a GCs, pode-se ressaltar a
necessidade de um maior entendimento da relagdo p53-GR como forma de se entender
melhor o mecanismo de a¢do de GCs. Dentre os pontos mais importantes a serem
elucidados, estdo: 1) o que determina que estes fatores de transcricdo atuem em algas

regulatdrias positivas ou negativas; 2) qual o preciso mecanismo que leva a ativacio de
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pS3 por GCs; 3) qual a relevancia de p53 na resposta antiproliferativa a GCs. Visando

elucidar estas questoes, foi adotado o modelo celular ST1/P7, apresentado a seguir.

1.8. O Modelo Celular C6/ST1/P7

Hé décadas, nosso laboratério tem estudado o mecanismo envolvido na acgdo
anti-proliferativa de GCs, usando o modelo celular ST1/P7 de glioma de rato. Este
modelo € particularmente vantajoso para tentar definir qual o papel de p53 na agdo de
GCs, ja que essas duas linhagens celulares foram isoladas a partir da linhagem C6,
proveniente de um glioma de rato induzido quimicamente por metilnitrosouréia (Benda,
Lightbody et al., 1968), e apresentam respostas distintas a GCs (Valentini, Oliveira et
al., 1994; Armelin, Oliveira et al., 1996; Valentini e Armelin, 1996). O tratamento com
hidrocortisona (Hy) leva as células tumorais ST1 a um crescimento totalmente
dependente de soro e ancoragem, com morfologia semelhante aquela de fibroblastos
normais e incapacidade de gerar tumor quando injetadas em camundongos ‘“nude”,
caracterizando uma completa reversao fenotipica tumoral-normal tanto in vitro como in
vivo. Ja as células P7 sdo altamente resistentes ao tratamento hormonal (Armelin,

Stocco et al., 1983).

1.9. Glicocorticéides na Terapia de Gliomas

Hormonios glicocorticdides vém sendo utilizados como adjuvantes no
tratamento de gliomas hd décadas (Gutin, 1975). Devido a sua potente acdo
antinflamatéria, promovem a reducdo do edema causado pelo tumor, diminuindo a
pressdo intracraniana e aliviando a dor de cabeca, reduzindo traumas pds-operatorios e
impedindo sua progressdo (Freshney, 1984). Apesar da relevancia do seu uso como

tratamento de suporte, o estudo da acdo de GCs diretamente sobre as células tumorais
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tem trazido resultados contraditérios e, por vezes, conflitantes em relacdo ao seu
beneficio clinico.

Neste sentido, € de grande importincia ressaltar a acio citoprotetora de Dex, o
principal glicocoticéide usado no tratamento de suporte em gliomas, sobre células em
cultura tratadas com uma diversidade de agentes quimioterdpicos, muitos dos quais
empregados na terapia de gliomas. J4 foi demonstrado o efeito anti-apoptético
promovido por Dex quando células de glioma foram expostas a vincistrina, citarabina,
metotrexato, adriamicina, ACNU, teniposida (VM-26), stausporina, camptotecina,
etoposida e tapsigargina, por exemplo (Weller, Schmidt et al., 1997; Gorman, Hirt et
al., 2000; Ni Chonghaile, Concannon et al., 2006). Ainda nao € totalmente conhecido o
mecanismo pelo qual Dex promove esta citoprotecdo, mas hd indicios de que o gene
anti-apoptético Bcl-X esteja envolvido neste processo, jd que sua expressao € induzida
pelo tratamento com Dex em duas linhagens de glioma estudadas, sendo uma humana
(D384) e outra murina (C6) (Weller, Schmidt ef al., 1997; Gorman, Hirt er al., 2000; Ni
Chonghaile, Concannon et al., 20006).

Além desta citoprotecdo a quimioterdpicos ja usados rotineiramente, especula-se
que Dex pode inibir a acdo de novas terapias para glioma que ainda estdo em fase de
estudos clinicos, como no caso da terapia génica utilizando a timidina quinase do
“Herpes Simplex Virus” (HSV-tk) e ganciclovir (GSV). Esta terapia experimental se
baseia na sensibilizacdo de células que superexpressam a timidina quinase de HSV, via
transfeccdo ou infe¢do, a droga antiviral ganciclovir, um andlogo de nucleotideo. A TK
de HSV € capaz de monofosforilar o ganciclovir, o que induz subseqiientes bi- e tri-
fosforilagdbes do ganciclovir por proteinas quinases enddégenas, permitindo a
incorporacdo da droga no DNA das células em replicagdo, promovendo a parada no

ciclo e apoptose destas células (Moolten, 1986; Rubsam, Davidson et al., 1998; Craperi,
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Vicat et al., 1999). Uma das principais vantagens deste sistema € que a fosforilacdo do
ganciclovir pode induzir apoptose ndo apenas nas células transduzidas e expostas a
droga, mas também em suas células vizinhas. A transferéncia da forma fosforilada de
ganciclovir para as células adjacentes, por meio de jungdes “gap”, € chamada de efeito
“bystander” e promove um alcance do sinal suicida em um nimero de células muito
maior do que as que sdo transduzidas pela HSV-tk (Mesnil, Piccoli et al., 1996; Ishii-
Morita, Agbaria et al., 1997).

Apesar do entusiasmo com os resultados dos primeiros testes clinicos avaliando
a eficacia da terapia génica com HSV-tk/ganciclovir em gliomas, um teste clinico de
fase 3 de larga escala ndo demonstrou beneficio algum em relacdo a sobrevida de
pacientes com gliomas (Rainov, 2000). Entre outras possiveis hipdteses para este
insucesso estd o uso de glicocorticdides concomitantemente a terapia. De fato, quando o
efeito de Dex sobre a eficdcia desta terapia génica foi avaliado em linhagens de glioma
em cultura, foi demonstrado que Dex inibe o efeito “bystander” por comprometer a
comunicacdo celular via jungdes “gap”, por modular negativamente as vias apoptdticas
induzidas por ganciclovir e por inibir a proliferacio de algumas das linhagens
estudadas, limitando a incorporacdo do fosfo-ganciclovir ao DNA (Robe, Nguyen-Khac
et al., 2005).

Outros autores estudaram mais extensivamente a influéncia de GCs sobre o
controle da proliferacdo de células de glioma em cultura, que apresentaram respostas
tanto pro- quanto anti-proliferativas aos hormonios. Entre os fatores determinantes do
tipo de respostas apresentadas por algumas das linhagens utilizadas, pode-se ressaltar: a)
o periodo de tempo e a estratégia de exposicao ao GC (Kaup, Schindler et al., 2001); b)
a concentracdo do GC administrado (Pinski, Halmos et al., 1993; Kaup, Schindler et al.,

2001); c) o nivel de expressdo e a atividade de GR (Langeveld, Van Waas et al., 1992;
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Zibera, Gibelli et al., 1992; Pinski, Halmos et al., 1993). Langeveld e colaboradores
relacionaram a maior expressdo de GR a maior inducdo de proliferacio quando
compararam a resposta de linhagens celulares e culturas primdrias de gliomas a GCs.
Além disso, mostraram que esta resposta pro-proliferativa é dependente de GR
(Langeveld, Van Waas et al., 1992). De forma semelhante, quando Pinski et al e Zibera
et al trataram as linhagens US7MG e HU197, respectivamente, com antagonistas de
GR, observaram a inibicdo do efeito pré-proliferativo de Dex sobre estas células
(Zibera, Gibelli et al., 1992; Pinski, Halmos et al., 1993).

Algumas linhagens de glioma apresentam uma redu¢do na proliferacio quando
tratadas com GCs, entre elas: A172, T98G, 86HG39 (humanas) e C6 (murina) (Grasso,
Johnson et al., 1977; Armelin, Stocco et al., 1983; Kaup, Schindler et al., 2001).
Naturalmente, a divergéncia na resposta de gliomas a GCs, em relacdo a proliferacdo,
ainda deve variar de acordo com a natureza do tumor (primdrio ou secundério) € o
estadio em que o tumor se encontra. Levando em consideragdo todos estes fatores
apresentados, um uso mais racional de glicocorticéides no tratamento adjuvante de

gliomas tem sido proposto.
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1.10. O Modelo C6/ST1/P7 no Estudo da Funcdo de TP53 na Acdo Antiproliferativa
de GCs

Dados anteriores do nosso laboratério sugeriam o envolvimento de p53 na
resposta de células ST1 a Hy, como a indu¢@o do acimulo das células na fase GO/G1 do
ciclo celular (Mercado, 1997) e o aumento da expressdo de alguns genes-alvo de p53,
como trombospondina-1 (tsp-1) e Ciclina G (CycG) (Vedoy e Sogayar, 2002). A partir
destas informacdes, este trabalho tem a proposta de analisar qual a relevancia de pS3 na
resposta antiproliferativa das células ST1 a GCs. Este estudo deve trazer maiores
esclarecimentos sobre a relevancia da interagdo funcional entre p53 e GCs durante a

resposta antiproliferativa de células tumorais a hormonios glicocorticoides.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Solucoes e meios de cultura para células de mamifero

¢

DMEM: '"Dubellco's Modified Eagle Medium" (Life Technologies Inc.,
Gaitehrsburg, MD, USA).

SFB: Soro fetal bovino (Cultilab Materiais para Cultura de Células, Campinas, Sdao
Paulo).

SFB HyClone (Gibco)

PBSA (Tampao Salina Fosfato sem Ca** e Mg**), pH 7,2

137mM NaCl; 2,7mM KCl; 8,0mM Na,HPOj; 1,4AmM KH,PO,

Tripsina (ICN Pharmaceuticals Inc., Cleveland, USA; Gibco Limited, Scotland,

UK).

2.2. Linhagens celulares

¢

C6: linhagem derivada de células de um glioma de rato induzido por
metilnitrosouréia, adquirida da American Type Culture Collection (ATCC).

P7: clone derivado de células C6 de glioma de rato, ndo responsivo ao tratamento
com hidrocortisona, transformado e tumorigénico.

ST1: clone derivado da linhagem C6 de glioma de rato, hipersensivel ao hormdnio
glicocorticéide, transformado e tumorigénico.

293T: linhagem estabelecida a partir de células de rim humano (derivada de HEK),
expressa o antigeno LT de SV-40 e apresenta alta eficiéncia de transfecgio,
adquirida da American Type Culture Collection (ATCC).

Phoenix-Eco: linhagem empacotadora ecotrépica humana derivada de HEK-293,

adquirida da American Type Culture Collection (ATCC).

58



Aml2: linhagem empacotadora derivada de fibroblastos NIH-3T3 que super-
expressa o gene env anfotropico, gentilmente cedida pelo grupo da Dra. Luisa Lina
Villa (Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre o Cancer, branch Sdao Paulo).

Saos2: linhagem celular derivada de um osterosarcoma humano, sendo p53” ¢ Rb™,
adquirida da American Type Culture Collection (ATCC).

T98G: linhagem celular derivada de um glioblastoma multiforme humano,
altamente invasiva, tendo ambos os alelos de p53 mutados, adquirida da American
Type Culture Collection (ATCC).

A172: linhagem celular derivada de um glioblastoma humano, menos invasiva que a
anterior, possuindo um alelo mutado para p53 e o outro selvagem, adquirida da
American Type Culture Collection (ATCC).

U-87 MG: linhagem celular derivada de um glioblastoma humano, possuindo ambos
os alelos de p53 selvagens, adquirida da American Type Culture Collection
(ATCO).

HCT116 p53**: linhagem de carcinoma de célon humano apresentando p53
selvagem, gentilmente cedida pelo Dr. Pierre Hainaut (IARC — FR).

HCT116 p53”: linhagem estabelecida pelo grupo do Dr. B. Vogelstein ref derivada
da linhagem HCT116 p53+/ *, mas sendo nula para p53, gentilmente cedida pelo Dr.

Pierre Hainaut (IARC - FR).
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2.3. Condicades de cultura e manutencdo das linhagens celulares

As células foram mantidas em frascos plasticos descartiveis em DMEM
suplementado com 0,2; 5; ou 10% de SFB, 1,2 g/L. de bicarbonato de s6dio, 25mg/L de
ampicilina e 100mg/L de estreptomicina, em atmosfera de 2,5% CO,/95% ar para
manuten¢do do pH proximo ao fisiolégico, 37°C. As células foram sub-cultivadas
sempre que atingiam entre 60% e 80% da densidade de saturacdo. Para tal, o meio de
cultura foi removido, as células lavadas uma vez, com PBSA e, entdo, a cultura foi

tripsinizada (0,1% tripsina em PBSA contendo ImM EDTA).

2.4. Congelamento e descongelamento das linhagens celulares

2.4.1. Congelamento

As culturas celulares foram lavadas 1x com PBSA, tripsinizadas e as células
foram ressuspendidas em 2mL de 10%SFB-DMEM, para inativar a tripsina, e
sedimentadas a 1.000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e as células
foram ressuspendidas em meio 10% DMSO - 10% SFB-DMEM, de modo que a
concentracdo celular estivesse entre 1-2x10° células/mL. Essa suspensdo de células foi
transferida para ampola de congelamento (NUNC) e incubada por 30 minutos a 4°C.
Ap0s esse periodo a ampola foi transferida para -80°C onde permaneceu por 24h antes

de ser transferida para o reservatério de nitrogénio liquido.
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2.4.2. Descongelamento

A ampola contendo a cultura celular de interesse foi retirada do nitrogénio
liquido e colocada em banho a 37°C. Logo apds o descongelamento do conteido da
ampola, a suspensdo de células foi homogeneizada cuidadosamente e transferida para
frascos de cultura contendo 10% SFB-DMEM. As culturas celulares foram mantidas a
37°C em atmosfera 5% CO,/95% ar para adesdo das células. Apés adesdo, o meio foi
trocado para 5% ou 10% SFB-DMEM, de maneira que as células permanecessem o

menor tempo possivel em contato com o0 DMSO, j4 que este € toxico para as mesmas.

2.5. Western blot

2.5.1. Obtencdo de extratos protéicos nucleares e citoplasmdticos

Células foram plaqueadas em placas de 150 mm de diametro (P150) e os devidos
tratamentos foram feitos em determinados tempos antes da lise. As células foram
lavadas 2 vezes com PBSA gelado, raspadas com o auxilio de um "cell scraper",
transferidas para um tubo conico e centrifugadas a 234xg por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o "pellet" ressuspendido em 200ul de solu¢@o hipotonica e deixado no gelo
por 10min. As células foram lisadas por adi¢do de Nonidet P-40 (0,1%) e agitacdo em
vortex por 30seg. A suspensido foi centrifugada a 20.000xg por 30seg. O sobrenadante,
contendo a fracdo citoplasmatica foi guardado. O "pellet" contendo os nicleos foi
cuidadosamente lavado com solucao hipotdnica. Os nucleos foram ressuspendidos em
80ul de solugdo de extracdo nuclear e incubados por 30min. A suspensdo de nucleos foi
centrifugada a 18.000xg por 30min, a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas

nucleares foi armazenado a —70°C.

61



2.5.2. Fracionamento de proteinas em SDS-PAGE e transferéncia para membrana de
PVDF

Para a resolucdo das proteinas obtidas, 60pg do extrato protéico citoplasmatico e
50ug do extrato protéico nuclear de cada amostra, tipicamente, foram misturados ao
tampao de amostra cinco vezes concentrado, fervidos por Smin e resolvidos em gel 10,
12 ou 15% SDS-PAGE, de acordo com a proteina em questdo. As corridas foram feitas
a amperagem constante de 15mA (gel de empilhamento) e 30mA (gel de separacdo).
ApoOs a corrida, os géis foram colocados em tampao de transferéncia e as proteinas
foram transferidas dos géis para membranas de PVDF ou nitrocelulose por eletroforese,
em cuba timida (Biorad). No caso das membranas de PVDF, estas foram previamente
ativadas pela incuba¢dao com MetOH por Sseg, seguido por lavagem em dgua MiliQ por
Smin. As membranas foram equilibradas em tampdo de transferéncia durante 15min
antes da transferéncia. Apods a transferéncia, as membranas foram coradas com o corante
Ponceau-S para localizagdao das proteinas transferidas e, em seguida, descoradas com

dgua destilada.

2.5.3. Imunorreagdo e revelacdo

Os sitios inespecificos da membrana de PVDF (ou nitrocelulose) foram
bloqueados com 5% leite-TBST por 1h, sob agitacio. A membrana foi, entdo, lavada
com TBST (4x 10min, temperatura ambiente, sob agitacdo) e incubada com os
anticorpos primdrios, mono ou policlonais, de interesse, em 5% BSA-TBST,
“overnight” a 4°C, sob agitagdo. As dilui¢des empregadas para cada anticorpo estéo
apresentadas na sessdo “reagentes”. Novamente a membrana foi lavada (4x 10min com
TBST, sob agitacio) e, entdo, incubada com o anticorpo secunddrio especifico para IgG

de camundongo ou de coelho (dependendo da origem do anticorpo primdrio), conjugado
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com HRP (Vector), na dilui¢do de 1:1000 em 5% leite-TBST por 1h, sob agitacdao. Apds
lavagem de 4x 10min com TBST, sob agitacdo, foi adicionado a membrana o substrato
da peroxidase do Kit ECL Plus (GE Health Care) por Smin. A revelacdo da membrana

foi feita através de um aparelho Phosphor Imager, STORM (GE Healthcare).

2.6. Preparacdo de bactérias eletrocompetentes

Inoculou-se 400mL de meio LB com 1/100 de volume de uma pré-cultura de E
coli crescida a 37°C, sob agitacdo de 200-250rpm, por 16h. As bactérias foram crescidas
a 37°C, sob agitagdo de 200-250rpm, até ODgoonm = 0,8 (antes da fase log). Apds
alcancada a densidade 6ptica de 0,8 a cultura foi transferida para o gelo onde foi
mantida até o final do processo. Esta cultura foi centrifugada (2500xg, 15min, 4°C) € as
bactérias sedimentadas foram ressuspendidas em 200mL de H,O gelada. A suspensio
foi novamente centrifugada (2.500xg, 15min, 4°C) e o sedimento de bactérias foi
ressuspendido em 200mL de H,O gelada. Seguiu-se mais uma centrifugacdo e o
sedimento foi lavado mais duas vezes com 10% glicerol gelado, nas mesmas condicdes
das lavagens anteriores. Por dltimo, o sedimento de bactérias foi, entdo, ressuspendido
em um pequeno volume de 10% glicerol gelado, de modo que a ODgponm €Stivesse entre
100 e 200, sendo que uma densidade de 10 unidades corresponde a cerca de 4-8x10°
bactérias por mL. Esta suspenséio de bactérias eletrocompetentes foi congelada a -80°C

em aliquotas de 50uL.
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2.7. Transformacdao de bactérias Escherichia coli com DNA plasmideal por
eletroporacdo

O DNA plasmideal de interesse (1 a 50ng) foi adicionado a uma aliquota de 50ul
de bactérias eletrocompetentes. Para transformacdo, estas bactérias eletrocompetentes
com DNA plasmideal, foram transferidas para uma cubeta de eletroporacao (gap 2mm).
A cubeta foi deixada em gelo por alguns minutos. O eletroporador (EC100
Eletroporator) foi ajustado, conforme o manual do aparelho, para 2.500V. Colocou-se a
cubeta no eletroporador e apds a aplicagdo de um pulso, adicionou-se imediatamente as
bactérias 1mL de meio LB. As bactérias foram incubadas a 37°C por 1h, sob agita¢do
(agitacdo a 225rpm favorece a recuperagdo das bactérias). Por fim, as bactérias

transformadas foram plaqueadas em meio LB-A contendo 75ug/mL ampicilina. As

placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16-20 horas.

2.8. Preparacdo de DNA plasmideal a partir de bactérias transformadas

Uma col6nia bem isolada de cada placa de bactérias transformadas, com os
respectivos vetores, foi inoculada em 3mL de meio LB contendo 75ug/mL ampicilina e
incubada a 37°C, sob agitacdo de 200-250rpm, por 16h. Um indculo (1/100) destas pré-
culturas foi crescido em 50mL de meio LB contendo ampicilina (75pg/mL) nas mesmas
condi¢cdes anteriores. Para a preparacdo dos DNAs plasmideais, em média escala,
utilizou-se o de midi-prep da Qiagen. Os DNAs foram quantificados por
espectrofotometria a 260nm, sendo que uma OD,¢ de 1 corresponde a 50ug/mL de
DNA. A pureza desses DNAs foi estimada utilizando-se a relagdo 260nm/280nm,
considerando-se uma pureza satisfatéria uma relagdo 260nm/280nm de, pelo menos,
1,8. A identidade dos DNAs foi analisada através de digestdes com enzimas de restri¢ao
apropriadas e eletroforese em gel 0,8% agarose, 1X TBE. Como padrio de peso

molecular foi usado 1Kb DNA Ladder (GE Healthcare ou MBI Fermentas).

64



2.9. Transfecgdo transitoria e ensaio de luciferase

2.9.1. Ensaios de luciferase

As linhagens celulares foram plaqueadas (2,5x10° células/poco) em placas de 24
pocos (10mm de didmetro) um dia antes da transfecc@o. Os vetores plasmideais foram
transfectados utilizando carreadores lipossomais. Passadas 24hs da transfec¢do, o meio
de cultura foi renovado e o agente especifico foi adicionado as respectivas condi¢des e
apos 24hs adicionais, as células foram lisadas com a solucdo de lise PLB (Passive Lysis
Buffer - PROMEGA) e a atividade dos genes repdrter luciferase e Renilla luciferase foi
medida em um lumindmetro de placa, utilizando o sistema Promega (Dual-Luciferase
Reporter Assay System). Cada experimento foi realizado em duplicata, num ndmero

minimo de dois experimentos independentes.

2.9.2. Método de transfeccdo com Lipofectamina 2000 (Invitrogen)

Por poco a ser transfectado, um total de 0,8ug de DNA foi usado, dos quais
0,15ng do vetor pRL-TK e 0,65ug de p53-luc ou p2l1-luc. Para cada pogo a ser
transfectado, a Lipofectamina 2000 (2ul) foi diluida em 50ul de DMEM sem SFB e,
apo6s incubagdo por Smin, foi adicionada aos vetores previamente diluidos em 50ul de
DMEM sem SFB. Os complexos DNA-lipossomo foram formados por 20min e o
volume total foi adicionado a cada poco, contendo 500ul de DMEM, suplementado com

a quantidade de SFB apropriada para o cultivo de cada linhagem.

2.10. Clonagem das seqiiéncias de siRNA para p53 murino
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2.10.1. Clonagem dos siRNAS para p53 murino em fusdo ao promotor HI.

Foram escolhidas 5 seqiiéncias potenciais de siRNA para p53 murino, com base
nos critérios utilizados no programa ‘“siRNA finder”, disponivel no endereco da
empresa Ambion (http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html). Os 6ligos
F utilizados, contendo estas seqiiéncias para os siRNAs, continham também uma
seqiiéncia especifica para o promotor H1. Foi usado como “template” para a reacio de
PCR um vetor plasmideal pSUPER-LIKE, no qual havia sido clonado o promotor H1.
Este vetor contém uma seqiiéncia T3, possibilitando o uso de um iniciador T3 reverso
para a amplificacdo do promotor H1. Para obter uma menor taxa de mutacao no produto
da PCR, fui utilizado o mix de enzimas Triple Master (Fermentas), com o tampao High

Fidelity. As condi¢des da PCR estdo descritas a seguir:

Volume (ul)

H20: 70,2

10x HiFi Buffer: 10
10mMdNTP (10mM): 5

iniciador F (10uM): 5

iniciador R (10uM): 5

Triple Master (5U/ul): 0,8
Template (0,2ng/ml) 4

TOTAL: 100
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PROGRAMA

93°C 3MIN
93°C 30SEG
60°C 40SEG
72°C IMIN
Go to step 2 34x
72°C 10MIN
4°C  FOREVER

O produto da amplificacdo foi resolvido em gel 2% agarose, recortado do gel
preparativo e purificado com coluna de gel de silica do kit QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen) e digerido com a enzima Xbal. Apos digestdo, o produto foi re-purificado
com o kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) e passado em coluna Micro-spin
S400 (GE Healthcare).

O vetor lentiviral pI56RRLsinPPTCMV-GFP-PRE/Nhel (nomeado nesta tese de
pLV) foi linearizado através de digestao com a enzima Nhel e purificado a partir de gel
de agarose 0,8% preparativo com coluna de gel de silica do kit QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). Apds desfoforilagdo com a enzima CIAP (Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase), o produto de PCR e o vetor foram concentrados juntos em
“SpeedVac”. Vetor linearizado e inserto foram entdo ligados com ligase, num volume
de reacdo de 20ul. Cerca de 2l desta reagcdo foi usada para transformar bactérias XL1-
Blue eletrocompetentes, como descrito acima.

Iniciadores F, contendo as seqiiéncias dos siRNAs para p53 murino, utilizados

para amplificar o promotor H1:

Lv-5 CTGICTAGACAAAAAGTACATGTGCAACAGCTCC tetcttgaaGGAGCTGTTGCACATGTAC GGGGATCTGTGGTCTCATACA,
Lv-7 CTGICTAGACAAAAACCACTCGATGGAGAATATT teicttgaa AATATTCTCCATCGAGTGG GGGGATCTGTGGTCTCATACA
Lv-8 CTGTCTAGACAAAAMACTTACCAAGGCAACTATGGIctgaaCCATAGTTGCCTTGGTAAG GGEGATCTGTGGTCTCATACA
AmbE | (CTGTCTAGACAAAAACTGTCATGGAGGATTCACACtcttgaaTGTGAATCCTCCATGACAG CGGGGATCTGTGGTCTCATACA,
Shag17? CTCTCTAGACAAAAATCGGCTCCGACTATACCACTAT titcttgaaATAGTGGTATAGTCGGAGCCGA CGGCATCTGTGGTCTCATACA
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Os o6ligos desenhados contém um sitio para digestdio com a enzima Xbal
(sublinhado), antecedendo uma seqiiéncia de pelo menos 4 adenosinas, servindo como
sinal de poliadenilacio para a RNA Polimerase III. As seqiiéncias “sense” e ‘“anti-
sense” de siRNA para p53 estdo em itdlico, intercaladas por uma seqiiéncia para a
formacdo do ‘“hairpin” na estrutura secunddria do siRNA, seguida pela seqiiéncia
especifica para o promotor H1, sendo que as seqiiéncias estdo no sentido 5°-3”. O mapa

do vetor lentiviral p] S6RRLsinPPTCMV-GFP-PRE/Nhel esta representado abaixo:

Dralll (7200) Scal (438)
Pvull (6892)
Pvul (6923)
Avrll (6744)
Stul (6743) __
Sfil (6697) I LR ety

Eam1105I (91

Nhel (6172)
Kpnl (6098)
EcoRI (6082)
Sacll (5993)+

PFIMI (573154

. o Afl (1807
sall (5484)y [i p156RRLsinPPTCMV-GFP-PRE/Nhel H
(7424 bp) 5
FPvull (1987
BsrGl (5464)
GFP «cds .
Sphl (2310)
MV P/E
Agel (4742) Narl (2632)
BamHI (4736)
Xbal (4730)
Nrul (2824)
SnaBl (4431)
Ndel (4325) EcoNI (3157)
Munl (3176)
Clal (4131) Hpal (4008) Aval (3913) BsaBl (3612)
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2.10.2. Analise dos clones recombinantes por PCR de colonia

Na reacdo de PCR para checar os clones recombinantes foram usados os
iniciadores U3-F e U3-R, que flanqueiam o sitio Nhel no vetor e cujo produto da
amplificacio tem cerca de 350pb. Foram crescidas 50 colOnias de bactérias
transformadas com cada ligagdao em placa de 96 wells contendo 100ul de meio LB com
75ug/ml ampicilina. Foram usados 0,2ul de cada ligacdo como controle positivo €, com
cada coldnia, foi feito um esfregaco na placa de PCR. As condi¢des da PCR estdao

descritas a seguir:

50 reacoes (ul)
H20 750
10x Buffer NH4 100
MgCl2 25mM 60
dNTP 50

Iniciador F (10 pM) 15

Iniciador R (10 uM) 15

Taq fermentas 10

Total 1000
PROGRAMA
93°C  3MIN

93°C  30SEG
60°C  40SEG
72°C IMIN

Go to step 2 34x
72°C  10MIN
4°C FOREVER
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Seqiiéncia dos iniciadores usados na PCR de colonia:

U3-F: 5°- CAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCC -3

U3-R: 5°- GATCTTGTCTTCGTTGGGAGTG -3’

2.10.3. Analise dos clones recombinantes por digestdo com Sspl

Para confirmagcdo da clonagem dos siRNAs no vetor pLV, foram feitas
preparacdes de DNA, seguido por digestdo com Sspl, dos clones recombinantes que
tiveram seus insertos amplificados pela PCR de colonia. A digestao dos clones
recombinantes com Sspl deveria gerar dois produtos, um de cerca de 6Kpb e o outro
com cerca de 1,4Kpb. A reacdo de digestdo, descrita a seguir, foi incubada a 37°C por

1h. O produto da digestdo foi resolvido em gel de agarose 0,8%.

Template (Miniprep) 20l
10x Sspl Buffer 3ul
Sspl (5U/ul) 2ul
H20 Sul
Total 30ul
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2.11. Infecgao por lentivirus

2.11.1. Vetores utilizados

Os vetores usados para a producdo viral foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Inder Verma (Salk Institute for Biological Studies - CA), exceto os vetores pLV
construidos no laboratério, contendo seqiiéncias de siRNA desenhadas especificamente

para TP53 de rato:
Vetores estruturais:
- pMDL — vetor codificante para as seqiiéncias gag e pol

- pPREV — vetor codificante para a proteina Rev, responsavel pela exportacdo do

RNA viral para fora do nicleo

- pVSVG - vetor codificante para a proteina VSVG do envelope viral
Vetores lentivirais:

- pLV-Hp53si - vetor lentiviral contendo um “hairpin” para p53 humano

- pLV-Amb6, -Shagl7, -5, -7 e -8 - vetores lentivirais contendo um ‘“hairpin”

para p53 murino

- pLV-siEGFP - vetor lentiviral contendo um “hairpin” para EGFP

Este sistema de empacotamento viral emprega a formacdo do envelope viral
heter6logo VSVG (“vesicular stomatitis virus G glicoprotein”), que apresenta alta
capacidade de infeccdo em uma vasta diversidade de células. O vetor pMDL codifica as
proteinas gag e pol e o vetor pREV codifica a proteina rev, que regula a expressdao

lentiviral ao nivel pos-transcricional.
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2.11.2. Producdo viral

Células 293T foram plaqueadas (~10" células/placa) em placas pl50,
previamente embebidas com Poly-L-Lysina por 15min, e mantidas em meio DMEM
10% soro HyClone, na auséncia de antibidticos. No dia seguinte, os seguintes

plasmideos foram usados para transfectar as células 293T, na seguinte proporcao:

- pMDL 3,3ug
- pREV 1.3ug
-pVSVG 1,8ug
-pLV Sug

No total, 11,4ug de DNA e 20ul de lipofectamina 2000 foram utilizados para
cada transfecc¢do (descrita no item transfeccdo transitéria). O meio utilizado durante a
transfeccao foi DMEM 10% soro HyClone, na auséncia de antibidticos. Apés Sh do
inicio da transfec¢do, o meio de cultura foi substituido por 15ml DMEM 10% HyClone,
adicionado de antibidticos. O meio de cada condicdo (suspensdao viral) foi, entdo,
coletado a cada 24h, filtrado em filtro de 0,45um para a retirada de debris celulares,

aliquotado e congelado a -70°C.

2.11.3. Titulacdo viral

Células 293T foram plaqueadas em placas de 6 wells (10° células/well). No dia
seguinte, o meio de cultura foi substituido por 2ml de DMEM 10%SFB contendo
diluicdes seriadas da suspensao viral ( 10'2, 10"3, 10'4). Ap6s 48h, o meio foi retirado das
placas e foi adicionado PBSA. As células foram entdo observadas ao microscépio de

fluorescéncia (Nikon TE-300) com filtro para o fluor6foro isotiocianato de fluoresceina
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(FITC). Na maior dilui¢do da suspensdo viral (10™*) ja foi possivel visualizar colonias
expressando EGFP. Nesta condi¢do, todas as colonias da placa de 6 wells (10cm*/well)

foram contadas.

Para o calculo do titulo viral, o nimero de colonias verdes contadas foi
multiplicado pelo inverso do fator de diluicdo da suspensdo viral (1/ 107, multiplicado
pela diluicdo inicial da suspensdo (5x). Desta forma, foi determinado o nivel de
unidades infecciosas (IU — “infection units”) por ml da suspencdo viral (IU/ml). Cada
unidade infecciosa se refere 8 minima quantidade viral capaz de produzir uma infeccao

numa célula suscetivel.

Para a infeccdo das células de interesse, foi levado em conta o MOI
(“multiplicity of infection”) de cada condicdo. O MOI representa a relagdo entre
unidades infecciosas e a quantidade de células disponiveis para a transducdo
(IU/nimero de células). Ou seja, para um MOI de 1, deve haver uma unidade infecciosa
por célula a ser transduzida. Entretanto, na préatica, dificilmente a populagdo celular

inteira € transduzida utilizando um MOI de 1.

2.11.4. Infeccao celular por lentivirus

Células ST1 foram plaqueadas em placas de 12 wells (3x10* células/well) e, no
dia seguinte, foram adicionados determinados volumes de suspensdo viral, de acordo
com o MOI desejado (100 a 200). As populacdes celulares foram re-infectadas 2 vezes,
num intervalo de 24h e, entdo, foram expandidas, congeladas e plaqueadas para os

respectivos experimentos.

Para o enriquecimento da populacdo para células EGFP positivas, quando

necessario, as células foram submetidas a um “sorting” pelo FACS Advantage (BD
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Biosciences), localizado no laboratério da Prfa. Maristela Martins de Camargo (ICB-
IV). O critério de separacdo foi o nivel de fluorescéncia emitida pelas células,
proporcional a expressdo de EGFP. Assim, os 30% das células das populacdes
transduzidas que expressavam maior nivel de EGFP foi separado e mantido em cultura

para os experimentos devidos.

2.12. Producao e infeccdo pelos retrovirus pLXSN e pLXSN-16E6

2.12.1. Produgdo dos retrovirus recombinantes em células 293T e Am12

O vetor retroviral pLXSN e seu derivado pLXSN-16E6, que contém um cassete
de expressdo de E6 de HPV-16, foram usados para transfectar células Phoenix-eco,
linhagem empacotadora ecotropica humana derivada de HEK-293. O vetor pLPCX-
EGFP, que medeia a expressio do gene-reporter EGFP, foi usado em paralelo para
avaliar a eficiéncia de producido e transducdo viral. Os sobrenadantes virais resultantes,
contendo particulas virais ecotrOpicas, foram usados para infectar a linhagem Am1l2,
derivada de fibroblastos NIH-3T3 que superexpressa o gene env Ampho, responsavel
pela formacdo do envelope viral anfotrépico. Desta forma, ocorre uma mudanca do
envelope viral, de eco pra anfotrépico.

Uma vez transduzidas, as células foram selecionadas com 0,8mg/ml G418
(Geneticina) por um periodo de duas semanas, ja que o vetor pLXSN e seu derivado
possuem o gene Neo, conferindo resisténcia a neomicina. As populagdes resultantes sdo

linhagens empacotadoras estaveis, produtoras de altos titulos virais.
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2.12.2. Transdugdo de células ST1 com vetores retrovirais

Os sobrenadantes virais provenientes das linhagens empacotadoras derivadas de
Am1?2 foram, entdo, utilizados para a transducdo de células ST1. Um alto titulo viral foi
alcancado através deste procedimento, sendo que se obteve a transdu¢do da totalidade
das células ST1, avaliada através da expressdo do gene-repdrter EGFP, sob microscopio
de fluorescéncia. Apds a transdugdo viral, as células foram submetidas a duas semanas
de selecdo com Img/ml G418, sendo entdo expandidas, congeladas e plaqueadas para os

devidos experimentos.

2.13. Ensaios de Q-PCR

2.13.1. Preparacdo de RNA total

5x10° células foram plaqueadas em placas P60. Apés os devidos tratamentos, as
células foram lisadas em solugdo de lise (isotiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio
25mM pH7, e betamercaptoetanol 0,1M). O RNA foi purificado a partir lisado em
membrana de gel de silica, pelo kit de purificacdo de RNA total RNeasy mini-kit
(Qiagen), conforme instrucdes do fabricante. Apds a quantificacdo espectrofotométrica,

a qualidade do RNA foi avaliada, também, em gel agarose-formaldeido.

2.13.2. Sintese da primeira fita do cDNA

Amostras de RNA total foram utilizadas como “template” para a sintese de cDNA
em uma reacao de transcricao reversa. Aliquotas de 1pg de RNA total foram submetidas
a tratamento prévio com 2ul de DNase I (1U/ul, Fermentas) em solucao contendo 2ul

de tampdo 5x de sintese de primeira fita para a enzima Super Script III (Invitrogen) e
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0,51l de RNase OUT™ (40U/ul, Invitrogen) em volume final de 10pl. O tratamento
ocorreu através de incubacdo de 10min a 37°C. Em seguida, para inativagdo da enzima,
a amostra foi incubada a 75°C por 10min. Para cada amostra de RNA previamente
tratado foram preparadas reagdes contendo 0,5ul de Oligo dT (0,5ug/ul, Inviitrogen),
0,5ul de “Random Primer” (100mg/ul, Invitrogen) e 1ul de ANTP (10mM, Invitrogen)
para um volume final de 12ul. As amostras foram incubadas a 75°C por 10min para
desnaturacdo das moléculas e, em seguida, adicionou-se 7ul de uma solucdo contendo
2ul de tampao 5x de sintese de primeira fita para a enzima Super Script III (Invitrogen),
2ul de DTT (0,1M, Invitrogen), 0,5ul de RNase OUT™ (40U/ul, Invitrogen) e 2,5ul de
agua Milli-Q® para um volume final de 19ul. Houve uma nova incubagio de 25°C por
10min, para anelamento dos iniciadores, 42°C por 2min e, entdo, foi adicionado 1ul da
enzima SuperScript™ IIT (200U/ul, Invitrogen). A reagio de transcri¢do reversa ocorreu
durante incubacdo a 42°C por 2h e, em seguida, inativada a 72°C por 10min. Visando
degradar o RNA, foi adicionado 1ul de RNase H (5U/ul, Fermentas) em cada tubo e os
tubos foram incubados a 37°C por 30min, seguidos de uma incubacéo a 72°C por 10min
para inativagcdo da enzima. Posteriormente, as amostras, em volume final de 20ul, foram

diluidas 3x em tampao TE (Tris-HCl 10mM; EDTA ImM, pH 8,0).

2.13.3. Desenho dos oligos iniciadores

Os iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes nos experimentos de Q-
PCR foram desenhados com o auxilio do programa computacional “Primer Express”
versao 2.0 (Applied Biosystems). As principais caracteristicas dos oligos desenhados
pelo programa sdo: amplificar fragmentos cujo tamanho varie entre 50-150bp,
apresentar quantidade de CG entre 30 e 80%, ndo possuir a capacidade de formacdo de

dimeros ou de estrutura secunddria, apresentar temperatura de anelamento entre 58°C e
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60°C de acordo com o algoritmo “nearest neighbor” (Breslauer, Frank et al., 1986).
Além disso, a fim de evitar uma eventual co-amplificagio de DNA gendmico

contaminante, os pares de iniciadores foram desenhados em exons diferentes do gene.

2.13.4. Reacdo de Q-PCR

Para a quantificacdo do produto formado durante a reacdo de Q-PCR foi
utilizado o reagente SYBR® Green Dye (Applied Biosystems). O corante
SYBER®Green possui afinidade pela “minor groove” da dupla fita de DNA. Quando
nao estd ligado ao DNA, emite uma pequena fluorescéncia no comprimento de onda de
520nm, entretanto, quando se liga a dupla fita de DNA, a fluorescéncia aumenta cerca
de 100x, permitindo entdo a detec¢do do produto do PCR em tempo real. O
gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados durante a amplificacao
foram realizados pelo programa computacional GeneAmp 5700 (Applied Biosystems).

Todas as reacdes de Q-PCR foram realizadas em duplicata. Como ‘“‘template”,

foram utilizados 3ul do cDNA sintetizado anteriormente, diluido 30x em TE, 3ul do

conjunto de iniciadores na concentracdo final previamente determinada e 6ul do
reagente SYBER®Green Dye.

Todas as amplificagdes utilizando c¢cDNAs das linhagens celulares como
“template” foram realizadas no termociclador GeneAmp® 5700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas nas seguintes condi¢des:
50°C por 2 min (etapa de ativacdo da enzima Uracil N-Glicosilase, AmpEraser), 95°C
por 10 min (etapa de ativacdo da enzima DNA Polimerase, Taq Gold), 40 ciclos de
95°C de 15 seg (etapa de desnatura¢do) e 60°C por 1 min (etapa de anelamento dos

oligonucleotideos e extensao do amplicon).
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A especificidade do sinal obtido foi confirmada através da andlise das curvas de
dissocia¢do do produto amplificado. O corante SYBR® intercala inespecificamente em
DNA dupla-fita. Assim, a presenca de amplificagcdo inespecifica e contaminacoes, além
da formacdo de dimeros de iniciadores, poderiam interferir na intensidade de
fluorescéncia medida pelo aparelho. Para avaliar a especificidade das reacdes de
amplificacdo e detectar a presenca de eventual contaminacdo, uma reagdo de
dissociagdo do produto amplificado € realizada ao término de cada reacdo. A
temperatura da amostra € elevada gradativamente e a intensidade da fluorescéncia é
medida. Quando a temperatura da amostra atinge a temperatura de desnaturacdo (TM)
do produto amplificado, 0 mesmo se desnatura e o corante se dissocia do DNA,
diminuindo a intensidade da fluorescéncia detectada pelo aparelho. A partir dos dados
de fluorescéncia uma curva de dissociacdo do produto é gerada. Como produtos de
diferentes tamanhos e composicdo de bases apresentam diferentes TMs, esta curva
possibilita a distin¢do entre diferentes produtos amplificados na reagdo, a presenca de
amplificacio no controle negativo e a formacgdo de dimeros de iniciadores.

Na andlise inicial dos dados, realizada através do programa GeneAmp 5700,
definiu-se um “threshold” na fase exponencial de amplificacdo do gene. Assim que foi
estabelecido o “threshold”, a partir da intersec¢do deste com a curva de amplificacdao
obteve-se o Ct da amostra (“Threshold cycle”, ciclo onde a fluorescéncia se encontra
estatisticamente acima do “background’). Desta forma, para determina¢do do Ct de cada
reacdo foi determinado manualmente um ponto de corte (“threshold”) de 0,1.

Em experimentos de Q-PCR, deve-se considerar a possibilidade da variacido da
concentracdo inicial de ¢cDNA na analise dos dados provenientes de duas ou mais
amostras. Desta forma, para que os dados possam ser comparados, € necessdrio que

estes sejam previamente normalizados. Assim, para cada amostra de cDNA analisada
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foram realizadas duas reagdes, uma utilizando iniciadores para o gene alvo e a outra
utilizando iniciadores para um gene de expressdo constitutiva, o qual atuou como
controle interno da quantidade de cDNA utiizada nas reagdes. Por fim, a expressdao do

gene alvo foi determinada em fun¢do da expressdao do gene controle.

2.13.5. Determinacao da concentracdo final de iniciadores

Reagdes contendo iniciadores variando entre uma concentracao final maxima de
800nM e minima de 100nM foram realizadas utilizando-se como ‘“template” uma
mistura de cDNAs provenientes de células ST1. Desta forma, foi possivel determinar a
menor concentracdo final de iniciadores que resultou em uma formagdo de dimeros
minima, ou inexistente, sem que houvesse variacdo no valor do Ct e no perfil da curva

de amplificagdo do gene em relacdo as maiores concentragdes analisadas.

2.13.6. Determinacdo da eficiéncia dos iniciadores

Reacdes de amplificacdo, contendo iniciadores numa concentracao ideal, foram
realizadas utilizando-se como template uma mistura de cDNAs provenientes de células
ST1 diluidas em série. A andlise de regressdo linear dos valores de Cts em funcdo do
logaritimo da respectiva diluicdo forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b)
que foi utilizado para célculo da eficiéncia de amplificacdo do produto pelos

iniciadores, na seguinte férmula:
2
Ef — 1 O coeficiente angular

Ef (%) =(Ef —1)x100
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2.13.7. Confirmagdo da expressdo diferencial

De posse dos Cts, inicialmente foi calculada a média dos Cts das duplicatas.

Dado que a expressdo do gene € analisada em relacdo a uma amostra que é tomada

como referéncia, calculou-se entdo a diferenca entre a Média dos Cts da amostra

referéncia e a Média dos Cts da amostra estudada. Essa diferenca foi definida como

ACp. O célculo do ACp foi realizado para os dados do gene alvo e para os dados do

gene de expressdo constitutiva. A formula final (Pfaffl, 2001) para o célculo da

diferenca de expressao dos genes entre as amostras analisadas, que considera que nao ha

um ganho de duas vezes do produto amplificado a cada ciclo, dado que a eficiéncia de

amplificac¢do dos iniciadores utilizados nao € de 100%, é dada por:

ACP,

gene alvo

Ef genealvo

ratio = ACP

controle endégeno

f controleendégeno

Tabela dos 6ligos iniciadores usados:

GENE FORWARD
p21 (CDKN1A) GGAGGCAGACCAGCCTAACAG
HPRTT GCCCTTGACTATAATGAGCACTTCAG
PTEN AACTGCTAGCCTCTGGATTTGATG
TP53 CTACCAACCCATTCCCCAATC

NRPB GTGGCAATGGAAGAACTCATCAC
MDM2 TCCGACCACCGTGCTTCT

DUSP CCTGTAGCACCCCTCTCTACGA
Ciclina G AATGAAGGTACAGGCGAAGCA

Bcl-2 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA

BAX CAAGAAGCTGAGCGAGTGTC

PUMA GCGGAGACAAGAAGAGCAAC

REVERSE

CCTGACCCACAGCAGAAGAAG
GTAGATTCAACTTGCCGCTGTCTT
AAAGACAAGGCCAACCGATACTTC
CAAGACAATGCTAGTCCCTTCACTG

GACCACGCCGTCATTCTGTA
AGCACCCTCGGTAGACACAGA
TCTTTCCGGGAAGCATGGT
GCGGGACGTTCCTTTCCT
ACAGTTCCACAAAGGCATCC
GAAGTTGCCGTCTGCAAACA
TCCAGGATCCCTGGGTAAG
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2.14. Imunoprecipitagdo

2.14.1. Marcacdo metabolica

As células foram plaqueadas em placas de 12 pogos contendo meio DMEM-5%
ou 10% SFB. Os devidos tratamentos foram feitos. O meio foi retirado e os pocos
lavados com PBSA 2 vezes. A cada pogo foi adicionado meio DMEM sem metionina
contendo 5% ou 10% SFB dialisado. Apds 30 minutos, foi adicionado 200uCi/ml de
metionina radioativa S*° (3000Ci/mmol) (GE Healthcare). As células foram incubadas
em atmosfera de CO,, a 37°C por 2 ou 4h, para incorporagdo das proteinas com
metionina radioativa durante a sintese protéica. Para a normalizacdo do volume do
lisado radioativo a ser utilizado, as células foram plaqueadas em duplicata, sendo que
metade das células ndo foi marcada metabolicamente. Apds contagem celular em
camara de Neubauer, a quantidade de células ndo marcadas com S* existente em cada

condicdo foi utilizada para a normalizagdo.

2.14.2. Preparo do lisado celular

O meio de cultura foi retirado e os pocos lavados 2 vezes com PBSA gelado. A
cada pocgo foi adicionado 300ul de solucdo de lise NP-40+ e os clusters foram agitados
por 10min a 4°C. O lisado foi transferido para tubos eppendorf de fundo conico,
seringados 5 vezes em gelo (para quebra do DNA) e centrifugado por 30min a 16.000g,

4°C, para clarificagido do sobrenadante com a retirada dos debris celulares.
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2.14.3. Imunorreagao

Ap6s normalizacio do volume, os lisados foram fervidos por Smin e pré-
incubados com 30ul de uma solugdo proteina A-agarose 50% em 100mM Tris-HCI, pH
7,5 "overnight" a 4°c, para diminuir reacdes inespecificas. Os tubos foram
centrifugados a 14.000g por 30seg e o sobrenadante foi entdo utilizado. O anticorpo
anti-p53 (PAb-240) (1ug) foi adicionado aos lisados e apds 2h em agitacdo, 30ul de
proteina A-agarose 50% foi adicionado. Apds a incubagdo de 2h a 4°C sob agitagdo, os
lisados foram centrifugados a 14.000g por 10 seg e o sobrenadante foi descartado. As
“beads” foram lavadas 3 vezes com o tampao de lise celular apropriado. Ao pellet final
de “beads” foi adicionado 15ul de tampao de amostra e as mesmas foram fervidas
durante 5 min. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi aplicado em um gel de SDS-

PAGE 12%.

2.14.4. Fixagdo, amplifica¢do, secagem e revelacdo do gel

Ap6s fixacdo do gel com solugdo 10% metanol e 7% écido acético, durante 30
min, sob agitagdo, o mesmo foi incubado com a solu¢do de fluorografia (Amplify —GE
Healthcare) por 30 min. Apds secagem a vécuo, a 180°C, por 2 h, o gel foi exposto a
um cassete apropriado por, aproximadamente, uma semana. Sua leitura, referente a
emissdo de radiacdo B, foi feita através do aparelho de Phosphor Image STORM e

quantificada no programa ImageQuant.
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2.15. Ensaio de mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida (EMSA)

¢ Reacdo de marcacdo radioativa do oligunucleotideo

Os oligonucleotideos complementares utilizados contém o sitios de
reconhecimento do complexo p53:

5’-TAC AGA ACA TGT CTA AGC ATG CTG GGG-3’

3’-ATG TCT TGT ACA GAT TCG TAC GAC CCC-5’

O oligonucleotideo dupla-fita foi marcado através de fosforilacdo da
extremidade 5’ com [y 32P]—ATP, catalisada pela enzima T4 Polinucleotideo Kinase, na
seguinte reacao:

Ipmol de oligonucleotideo;
1,5pmol de [y **P]-ATP;

1U de T4 Polinucleotideo Kinase;
1X tampao PNK.

A reacdo foi incubada a 37°C por 1 hora. Adicionou-se TE/0,1M NaCl, para
parar a reacdo. Fez-se, entdo, uma extragao fenol/cloroférmio (1:1) e a fragdo aquosa foi

purificada em MicroSpin S-300 HR Columns (Pharmacia).

= Reacdo de ligacdo DNA-proteina e eletroforese em gel de poliacrilamida
As reagdes foram preparadas em gelo, contendo:
Sug de proteina do extrato nuclear;
6ug de DNA de timo;
1pmol de oligonucleotideo marcado com **P;

SuL de tampao de amostra.
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A seguir, foram incubadas a 30°C por 15min. Adicionou-se 2l de uma solucao
de azul de bromofenol em TE/50% glicerol, a cada reacao.
As amostras foram aplicadas em gel 4% poliacrilamida (30 poliacrilamida: 1
bisacrilamida) em 0,4X TBE (pré-corrido a 100V por 2 horas) e submetidas a
eletroforese a 170V (30mA). Apds a corrida, o gel foi seco a vacuo a 80°C por 2 horas.
O gel foi exposto em um cassete especifico para a leitura no Phosphor Image por um

dia.

2.16. Ensaio de incorporagdo de timidina

Foram plaqueadas 5x10° células/poco em uma bandeja de 96 pogos, em meio de
cultura adequado. As culturas receberam o tratamento adequado e 12-18 horas antes da
lise, foi adicionado timidina tritiada ao meio de cultura (na concentracdo final de
2,5uCi/mL) e timidina fria (10'M), para incorporacio ao DNA. O meio de cultura foi
removido e as culturas foram lavadas 2 vezes com TCA 5% gelado. As células foram
lisadas com 0,ImL/poco de NaOH 0,5M e incubadas a 37°C por 30 minutos. A seguir,
foi colocado em cada poco, um papel de filtro grosso de 1,0x1,5cm, numerado para

absor¢do do material.

Os filtros foram lavados, sucessivamente, 1x com TCA 5% gelado, 2x alcool
gelado 90% e 1x com acetona. Apds secagem em estufa, cada filtro foi colocado em
frascos de cintilacdo (numerados) com 3ml de liquido de cintilacdo/frasco e a
radioatividade incorporada ao DNA foi medida em um contador de cintilagdo

(Hewelett-Packard).
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2.17. Anadlise do ciclo celular por citometria de fluxo

Foram plaqueadas cerca de 2x10° células em meio DMEM 5 ou 10%SFB em uma
placa p60. Apds terem permanecido nas condi¢des desejadas, as células foram
tripsinizadas de modo a se obter uma suspensao celular. As células foram centrifugadas
a 100xg por 5 min e ressuspendidas em S00uL de PBSA e fixadas com a adi¢do de
4,5ml de etanol 100% por 15 min. As células fixadas foram centrifugadas e novamente
ressuspendidas em 500uL. de PBSA. As células foram novamente centrifugadas e
ressusnpendidas em 500uL da solugdo contendo iodeto de propidio para andlise no
citometro de fluxo (Iodeto de propidio 20ug/ml, Triton X100 0,1%, Citrato de s6dio
0,1%), incubando-se por 15 min a 37°C para permeabilizacdo celular e marcacdo do
DNA nuclear. Apés este periodo, foi feita a leitura no citdmetro de fluxo (FACS
Calibur Benton Dickinson), sendo que os dados obtidos foram analisados através do
programa CellQuest. Apds a captura dos dados os graficos foram analisados com
auxilio do programa ModFit que permite a delimitacdo e quantificacdo da populacdo de
células nas diferentes fases do ciclo celular.

3.18. Curvas de crescimento

Foram plaqueadas 5x10* células ST1-siEGFP e ST1-siP53 por poco em placas de 6
pocos contendo meio DMEM 5%SFB. As coletas foram iniciadas 24h apds o
plaqueamento, sendo que as monocamadas celulares foram lavadas com PBSA,
tripsinisadas com um volume de 0,4ml de tripsina e ressuspendidas adicionando-se
0,5ml de PBSA. As células ressuspendidas foram fixadas adicionando-se 0,1ml de
formaldeido 37%. Foram feitas coletas dos dias 1, 2, 3, 5, 7 ¢ 9, em duplicata, para cada
condicdo. Nas curvas em que foi feito o tratamento com hidrocortisona (100ng/ml),
iniciou-se o tratamento 24h ap6s o plaqueamento. A troca de meio foi feita de trés em

trés dias. Para as contagens, foi utilizada uma camara de Neubauer.
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2.19. Reagentes e Solucdes

Todas as solugdes utilizadas foram feitas a partir de reagentes de grau de pureza

para andlise, segundo formulagdes descritas em manuais de laboratorio.

¢ Corante Coomassie Blue
0,25% Coomassie Brillant Blue; 10% acido acético glacial; 45% metanol

¢ Géis de poliacrilamida para SDS-PAGE
- Fase de corrida: 12% acrilamida a 30:1 (29 partes de acrilamida para 1 de N-N"-
metilenebisacrilamida); 375 mM Tris.Cl (pH 8,8); 0,1% de SDS; 0,1% persulfato de
amonio; 0,04-0,08% de TEMED.
- Fase de empilhamento: 5% acrilamida (30:1); 125 mM Tris.HCI (pH 6,8); 0,1%

SDS; 0,1% de persulfato amonio; 0,1% de TEMED.

¢ LB Meio de Liria-Bertani

1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl, pH7,5.
¢ LB-A
Meio LB sélido contendo 1,5% &4gar, para cultivo em placas.
¢ Tampdo de amostra para proteinas (3 vezes concentrado)
150mM Tris-HCI, pH 6,8; 3% SDS; 30% glicerol; 15% [-mercaptoetanol; 0,01%
azul de bromofenol
¢ Tampdo de corrida para SDS-PAGE
25mM Tris-base; 250 mM glicina (pH 8,3); 0,1% SDS
& Tampao de transferéncia pH 8,3 para Western blot

48mM Tris-base; 39mM glicina; 0,037% SDS; 20% metanol
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Ponceau

0,1% Ponceau; 10% écido acético glacial

TBS (Tampdo Tris-Salina)

150mM NaCl; 50mM Tris-Cl; pH 7,5

TBST (Tampado Tris-Salina-Tween)

0,1% Tween-20 em TBS

Tampdo de blogueio para Western blot

5% leite em p6 desnatado em TBST

TE (Tampao Tris-EDTA)

10mM Tris-Cl; ImM EDTA; pHS,0

TBE (Tampado Tris-Borato-EDTA) - 5 vezes concentrado

446mM Tris-base; 445mM 4cido bérico; 10mM EDTA; pHS,0

Tampdo de amostra para DNA (5X)

50% glicerol; 0,125% azul de bromofenol; 0,125% xileno cianol

Solugdo de Extragdo Nuclear

20 mM Hepes (pH 7.,9), 0,4 M NaCl, 1,0 mM EDTA, 1,0 mM EGTA, 1,0 mM DTT,
1,0 mM PMSF, 1x Protease Inhibitor Mix (GE Healthcare), 1pug/ml ortovanadato de
sodio, Spg/ml NaF

Solugdo Hipotonica

10 mM Hepes (pH 7,9), 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1,0 mM DTT,
1,0 mM PMSF, 1x Protease Inhibitor Mix (GE Healthcare), 1pg/ml ortovanadato de

sodio, Spug/ml NaF

87



¢ Solucdo de lise NP-40+
50mM Tris.HC1 (pH7,4), 150mM NaCl, ImM EGTA, 10% glicerol, 0,5% Nonidet
P-40, ImM MgCI2, ImM PMSF, 10ug/ml leupeptina, Sug/ml pepstatina, Sug/ml

aprotinina, 1ug/ml ortovanadato de sédio, Spug/ml NaF

¢ Anticorpos monoclonais

- Cell signalling
anti-p53 (1C12) — Dilui¢ao Wb: 1:2000

anti-fosfo-p53 (Ser15) — Diluicao Wb: 1:1000

- Santa Cruz
anti-p38 — Diluicao Wb: 1:250
anti-fosfo-p38 — Diluigdao Wb: 1:250
anti-p21 (F5) — Dilui¢do Wb: 1:250
anti-p53 (pAb-240)-1P
anti-p53 (FL-393)-1P

anti-GR (M-20) — Dilui¢do Wb: 1:1000

- Vector

anti-mouse e anti-rabbit IgG— conjugado com HRP
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3. RESULTADOS

3.1. Andlise da Localizacdo Sub-celular de GR

A variabilidade da resposta celular a hormdnios glicocorticéides pode ser
devida, em parte, a quantidade protéica do receptor de glicocorticéides (GR) disponivel
na célula-alvo (Moalli e Rosen, 1994) e a capacidade do ligante de induzir a
translocac@o nuclear do complexo GR-GC, através da dissociagdo do complexo multi-
protéico, que inclui Hsp90, Hsp56, Hsp70 e p23, o qual seqiiestra GR no citoplasma.
Apés a dimerizacdo de GR no nucleo, este fator de transcricdo pode interagir com
GRE:s, localizados nos promotores de seus genes-alvo (Beato, 1989). A fim de analisar
possiveis diferencas na cinética de internalizacdo nuclear e nos niveis de GR em células
C6, P7 e ST1, na presenca de Hy, o que poderia modular a atividade do receptor entre
estas células, realizou-se um experimento de Western blot com extratos protéicos
enriquecidos para proteinas citoplasmaticas e nucleares destas células, mantidas na
presenca ou na auséncia do hormoénio.

A figura 1 indica que ha diferengas nos niveis protéicos de GR entre as trés
linhagens, tanto na auséncia quanto na presenca do hormonio, sendo que ST1 apresenta
maior nivel de GR, seguido por C6 e P7. E interessante notar que os niveis
intermedidrios de GR em C6, em relacdo a suas variantes ST1 e P7, indica que esta
linhagem polimérfica possui componentes que diferem quanto a expressao de GR. Esta
diferenca pode estar relacionada, pelo menos em parte, a resposta destas linhagens a
GCs, ja que os niveis de GR nestas linhagens estdo de acordo com o grau de
responsividade que apresentam a GCs: ST1>C6>P7. Apesar dos menores niveis de GR
apresentados pelas células P7, o tratamento com Hy induz a translocac¢do nuclear do

complexo GR-GC nesta célula, sugerindo a funcionalidade do receptor. A cinética do
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trafego citoplasma-nicleo de GR se assemelha nas trés linhagens, sendo que em 5Sh de
tratamento com Hy, a quantidade de GR nuclear é semelhante aquela medida em 24h.
Em experimentos de gene-reporter realizados previamente em nosso laboratério em
colaboracdo com a Dra Vilma Martins (resultados ndo publicados), utilizando uma
constru¢cdo contendo o promotor de MMTYV, que possui elementos responsiveis a GR,
os resultados obtidos sdo congruentes em relacdo a estes, sugerindo que os niveis
diferenciais de GR nestas linhagens estdo de acordo com a atividade do receptor, tanto

em condi¢des basais quanto na presenca de Hy.

ST1 P7 C6
Hy NT 5h 24h NT 5h 24h NT 5h 24h
v .\
GR » ‘ — _— - - citoplasma
GR b | Wy, e e oy P " | | nlcleo

Figura 1: Inducio do trafego citoplasma-niicleo de GR de células ST1, P7 e C6
tratadas com Hy por Sh ou 24h.

Células ST1, P7 e C6 foram tratadas com 100ng/ml Hy por 5h ou 24h, ou ndo tratadas,
60ug de seus extratos citoplasmdticos ou 40ug de seus extratos nucleares foram
resolvidos em gel 10% SDS-PAGE. O ensaio de “immunobloting” foi realizado com o
anticorpo anti-GR M20 na dilui¢do de 1:1.000. A banda indicada, de aproximadamente

85KDa, representa GR. Resultado representativo de 2 experimentos independentes.
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3.2. Caracterizacdo da Funcionalidade de p53 em Resposta a Glicocorticoides

3.2.1 Anadlise da Ac¢ao de Glicocorticéide Sobre a Atividade de Ligacdo de p53 ao
DNA

A fim de avaliar o possivel envolvimento de p53 na resposta antiproliferativa de
GCs, diversas caracteristicas funcionais de p53 de células ST1 e P7 foram analisadas. A
transativacao mediada por p53 requer sua ligacdo a seqii€ncias responsivas no DNA,
localizadas nos promotores de seus genes-alvo. Para analisar o efeito de Hy sobre a
capacidade de ligacdo de p53 a seqii€ncias especificas de DNA, a técnica de
"Electrophoretic Mobility Shift Assay" (EMSA) foi aplicada, utilizando extratos
protéicos nucleares das linhagens ST1 e P7, mantidas na auséncia ou na presenga do
hormoénio por 24 horas. A seqiiéncia do oligonucleotideo dupla-fita utilizado,
correspondente a uma seqii€éncia responsiva a p53 (p53-RE), foi:
5'-TAC AGA ACA TGT CTA AGC ATG CTG GGG-3'

Como controle positivo para a ligagdo de p53 ao DNA, células ST1 foram
tratadas com 2ug/ml do agente alquilante mitomicina C (MMC) por 24 horas. Este
agente altamente genotdxico, usado como quimioterdpico no tratamento de alguns tipos
de neoplasias, € um potente ativador de p53, aumentando sua ligacdo ao seu elemento
responsivo no DNA em fibroblastos NIH-3T3 (Tishler, Calderwood et al., 1993).

Comparando a intensidade dos complexos formados nos canais 1 e 7 da figura 2,
¢ evidente que o tratamento de células ST1 com MMC induziu a ligagdo de p53 ao
DNA, quando comparados tanto o complexo I quanto o II destes mesmos canais,
indicando que a via de ativacdo de p53 por dano de DNA deve estar intacta nestas
células transformadas. A presenca destes dois complexos e a indu¢do do complexo |
apenas na condi¢do de tratamento de ST1 com MMC, provavelmente, deve advir do

fato de p53 se associar com diferentes complexos protéicos, dependendo do tipo de
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estimulo recebido pela célula, o que tem implicagdes diretas sobre a cinética de indugdo
da expressdo e a selecio de seus genes-alvo (Espinosa, Verdun et al., 2003). As
linhagens estudadas apresentam uma atividade basal de p53 de ligacdo ao DNA
equivalente (canais 1 e 3). Na presenca de Hy, entretanto, o sinal do complexo II é
intensificado apenas nos extratos de células ST1, como pode ser visto comparando os
canais 1 e 2, indicando o aumento da capacidade de ligacdo de p53 ao seu elemento
responsivo no DNA. A linhagem P7, resistente ao tratamento com GCs, ndo apresenta
modula¢do na capacidade de ligacdo de p53 ao DNA mediada por Hy, como mostrado

nos canais 3 e 4.
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Figura 2. Analise do efeito de hidrocortisona (Hy) e mitomicina C (MMC) sobre a
atividade ligante de p53 ao DNA nas linhagens ST1 e P7 por EMSA.

Extratos nucleares foram obtidos a partir de culturas mantidas em 5% FCS-DMEM, nao
tratadas e tratadas com Hy (100ng/mL) ou MMC (2ug/mL) por 24 horas. Figura

representativa de dois experimentos independentes.

93



3.2.2 Andlise da A¢do de Glicocorticéides Sobre a Atividade de Transativacdo de p53

Para avaliar se a capacidade de ligacdo de p53 ao DNA correspondia
diretamente a sua atividade de transativacdo, ensaios de gene-repérter foram
empregados. Para tal, o vetor repdrter pS3-luc (Stratagene), gentilmente cedido pelo Dr.
Claudio Joazeiro (Instituto Scripps - San Diego, Califérnia, EUA), foi testado em
diferentes modelos celulares e, posteriormente, utilizado em células ST1 e P7. Este
vetor apresenta 14 repeticdes "in tandem" de uma seqiiéncia responsiva a pS3 (5°-
TGCCTGGACTTGCCTGG-3’), posicionadas a frente de um promotor minimo (TATA
Box), dirigindo a expressdo do gene-reporter Luciferase, cujo cDNA foi isolado do
vagalume Photinus pyralis. Seu produto génico, a enzima Luciferase, catalisa a
conversao da luciferina de besouro a oxiluciferina, havendo emissiao de luz durante a
reacdo. Como a Luciferase ndo requer modificacdes pds-traducionais para sua atividade
enzimatica, a intensidade luminosa registrada por um lumindmetro € diretamente
proporcional a atividade de p53 na célula e depende da condicao estudada.

Apesar da transfeccdo de DNA mediada por lipossomos apresentar alta
reprodutibilidade, as células foram co-transfectadas com o vetor repdrter de controle
interno pRL-TK (Promega). Este vetor € constituido pelo promotor da timidina quinase
do "Herpes Simplex Virus" (HSV-TK), clonados a frente de um promotor da T7 RNA
polimerase, dirigindo a expressdo da Renilla luciferase de forma constitutiva (pRL-TK).
O gene da Renilla luciferase, isolado do organismo marinho Renilla reniformis, codifica
uma enzima semelhante a Luciferase, que converte o substrato coelenterazina a
coelenteramida, resultando, também, na emissdao de luz. Assim, a atividade da
Luciferase foi sempre normalizada pela atividade da Renilla luciferase.

A primeira medida tomada para caracterizar a resposta do vetor pS53-luc a

atividade de p53 foi a transfeccdo deste vetor em células Saos2 (nulas para p53),
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juntamente com o vetor controle pPBSSK ou o vetor de expressdao de pS3 denominado
pFC-p53 (Stratagene). Como mostrado na figura 3.A, nestas células a proteina p53 s6 é
detectada por Western blotting quando as células sdo transfectadas com o vetor pFC-
pS3. A atividade de luciferase foi mensuravel apenas na condi¢do de expressao ectdpica
de p53, como mostrado na figura 3.B. O outro modelo usado para avaliar a
especificidade do vetor p53-luc em relacdo a p53 foi a linhagem de carcinoma de c6lon
humano HCT116 p53+/+ e sua variante HCT116 p53'/', estabelecida pelo grupo de B.
Vogelstein (Bunz, Dutriaux et al., 1998). Como apresentado na figura 3.C, apesar de
existir uma atividade transcricional basal de p53 em células HCT116 p53'/', esta
atividade é cerca de 10x menor, quando comparada a atividade da linhagem HCT116
p53+/+. A validacdao da especificidade da resposta do vetor p53-luc a p53, indicando
pouca ou nenhuma influéncia de outros membros da familia de p53 sobre esta

construgdo, possibilitou seu uso para os experimentos seguintes.

95



ATIVIDADE DE p53

pBSSK  pFC-pS3 ]

A
{1

Saos2 pBSSK Saos2 pFC-p53

ATIVIDADE DE p53

1,24

HCT p53-/- HCT p53+/+

Figura 3: Teste da especificidade do vetor reporter p53-luc a p53 em diferentes
modelos celulares.

A- Western blotting para p53 usando lisados de células Saos2 controle ou expressando
ectopicamente p53. Células Saos2 foram transfectadas com o vetor pBlueScript
(pBSSK) ou o vetor de expressdo de p53 (pFC-p53) e amostras de seus extratos
protéicos (100ug) foram resolvidos em gel 10% SDS-PAGE. O ensaio de Western
blotting foi realizado com o anticorpo anti-p53 FL-393, na dilui¢do de 1:1.000. A banda
indicada, de 53KDa, representa p53. B- Atividade de p53 medida por ensaio de gene-
reporter em células Saos2 controle ou expressando ectopicamente p53. Células Saos2
foram co-transfectadas com o vetor pBSSK ou com o vetor de expressdo de pS3 pFC-
pS3, o vetor reporter pS3-luc e o vetor controle pRL-TK. A atividade de Luciferase foi
normalizada pela atividade da Renilla Luciferase. (URL: Unidades Relativas de
Luciferase) C- Atividade de p53 em células HCT116 p53*™* ¢ HCT116 p53”. Células
HCT116 p53*"* e HCT116 p53” foram co-transfectadas com o vetor repérter p53-luc e
o vetor controle pRL-TK. 24h apds a transfeccdo, a atividade de Luciferase foi

normalizada pela atividade da Renilla Luciferase.
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Ensaios de gene-repdrter foram realizados em células ST1 e P7, tratadas ou ndao com Hy
por 24h. Conforme indicado na figura 4, a atividade basal de p53 de células ST1 € o
dobro da atividade basal de células P7, diferentemente de sua atividade de ligacdo ao
DNA, medida por EMSA, que é equivalente entre as linhagens. Além da maior
atividade basal, a indu¢do de p53 nas células ST1, mediante tratamento com Hy por 24h
¢ induzido cerca de 3 vezes, enquanto que sua atividade permanece inalterada em P7,

condizente com o que havia sido observado em ensaios de EMSA.
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Figura 4: Inducao da atividade de transativacio de p53 em células ST1.

Células ST1 e P7 foram co-transfectadas com o vetor reporter pS3-luc e o vetor controle
pRL-TK e depois tratadas (ou ndo) com 100ng/ml Hy por 24h. A atividade de
Luciferase foi normalizada pela atividade da Renilla Luciferase. Resultado de 3

experimentos independentes, realizados em duplicata.
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3.2.3 Anadlise da Acdo de Glicocorticoides Sobre os Niveis Protéicos de p53

Como detalhado na Introdugdo, o aumento da atividade de p53, ocorre em
diversas circunstancias, em decorréncia do aumento da estabilidade da proteina, através
da inativacdo de MDM2. Esta inativacdo pode se dar através de fosforilacdio em
determinados residuos de p53 e/ou MDM2, resultando numa menor interagdo entre
estas proteinas, ou, ainda, através do aumento da degradacdo ou da retenc¢do nuclear de
MDM2 (Prives, 1998; Tao e Levine, 1999). O resultado é a maior estabilidade de p53,
que passa a ter uma meia vida de algumas horas. A fim de analisar se os niveis de p53
de células ST1 e P7 sdao modulados pelo tratamento com Hy, diversos experimentos de
Western blotting, utilizando diferentes tipos de extracdo protéica e diferentes anticorpos
anti-p53, foram realizados, sendo que a quantidade de p53 ndo era suficientemente
abundante para deteccdo através desta técnica. Experimentos de marcacdo metabdlica,
através da administragio de metionina marcada com S¥, seguida por
imunoprecipitagdo, foram realizados e os niveis de p53 de células ST1 e P7 foram
analisados apds o tratamento com Hy por diferentes periodos de tempo.

Para a normalizacdo da quantidade de lisado protéico utilizado para cada
condic¢do, as células foram plaqueadas e tratadas em duplicata, sendo que apenas uma
placa por condicdo foi marcada radioativamente, sendo a outra utilizada para contagem
do nimero de células. A quantidade de células ndo marcadas, determinada no momento
da hora da lise das células marcadas radioativamente, foi usado para a normalizacdo do
volume de lisado de cada condi¢do, que deveria ser utilizado para a imunoprecipitacao.
Por esta razao, pode-se observar na figura 5.A, diferencas marcantes nos sinais de fundo
entre as condi¢Oes de tratamento das células com Hy, j4 que GCs aumentam a tomada

de aminodcidos por determinados tipos celulares (Schwertfeger, Roskos et al., 2000).
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Contudo, o aumento do sinal de fundo nas condi¢cdes em que Hy foi administrada as
células, é acompanhado pelo aumento do sinal da banda de 53KDa imunoprecipitada,
correspondente a pS3. Apds as bandas do filme de raio-X em ter sido densitometradas, a
intensidade desta banda de 53KDa foi normalizada pela banda localizada mais acima
em cada condicd@o, que corresponde as proteinas de alto peso molecular nio resolvidas
durante a eletroforese. O resultado desta normalizacdo estd expresso no grifico da
figura 5.B. Conforme indicado, ndo hé alteracOes significativas nos niveis totais de p53
de células ST1 e P7, tanto em situagdes basais quanto durante o tratamento das células
com Hy durante 4, 12 ou 24h. Além disso, os niveis de p53 apresentados nestas
linhagens sdo tdo baixos quanto os apresentados por fibroblastos embriondrios de rato
(REF), o que explica a dificuldade para se detectar a proteina por ensaios de Western

blot.
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Figura 5: Analise dos niveis de p53 em células ST1 e P7 na presenca de Hy.

A- Imunoprecipitagdo da proteina p53, usando o anti-pS3 pAb-240, em extratos
protéicos de células ST1 e P7, tratadas com Hy (100ng/ml) por 4, 12 ou 24h ou ndo
tratadas, e em células REF. As células foram mantidas na presenca de 200uCi/ml de
metionina contendo o isétopo radioativo S* por 4h antes da lise. A quantidade de lisado
a ser usada para imunoprecipitacdo foi normalizada pela quantidade de células em cada
condi¢@o e as proteinas imunoprecipitadas foram resolvidas em gel SDS-PAGE 12%.
B- Representacdo grifica da normalizacdo da intensidade do sinal da banda de p53 pelo
sinal da banda correspondente em relacdo as proteinas nao resolvidas no gel, apos

analise densitométrica do filme de raio-X.
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3.2.4 Analise da A¢do de Glicocorticoides Sobre a Translocagdo Nuclear e o estado de
Fosforilacdo de p53

Em determinadas situagdes, a ativacdo de p53 pode ocorrer independentemente
de alteracdes em seu nivel protéico total (Crochemore, Michaelidis et al., 2002),
podendo envolver, contudo, modificagdes pds-traducionais (Appella e Anderson, 2001)
e alteragdes na dinamica de internalizacdo nuclear da proteina (Scotto, Delphin et al.,
1999). Estas duas outras possibilidades foram analisadas nas células ST1, visando a
melhor compreensao do mecanismo de ativagdo de p53 por Hy.

As células ST1 sdo parcialmente sincronizadas quando mantidas em 0,2% SFB
por 24h e sua resposta a Hy € ainda mais intensa nesta condi¢cdo (Armelin e Armelin,
1978). A regulacdo por Hy de grande parte dos genes identificados por Vedoy &
Sogayar em células ST1 é mais acentuada quando as células sao carenciadas e mantidas
em 0,2% SFB do que em células crescendo exponencialmente na presenga de 5% SFB
(Vedoy e Sogayar, 2002). Para comparar o efeito da adi¢ao de Hy a culturas de células
ST1 carenciadas para soro sobre a translocac¢do nuclear e o estado de fosforilacdo da
Serl5 da fracdo nuclear de p53, as células foram mantidas por 24h em 0,2% SFB e
tratadas com Hy por diferentes periodos de tempo.

Como pode ser visto na Figura 6, os niveis nucleares tanto de p53 total quanto
de sua forma fosforilada na Serl5 aumentam apds o tratamento das células ST1 com
Hy. Contudo, a cinética de internalizacdo nuclear de p53 € diferente daquela de
fosforilagdo da Serl5 de p53 nuclear. Enquanto o acimulo de p53 no nicleo atinge um
pico (2,5 vezes em relacdo ao controle) em Sh de tratamento com Hy, nivel este que é
sustentado até 10h e que decresce ligeiramente apds 24h, os niveis de fosfo-Ser15-p53
atingem o dpice (2,5 vezes em relacdo ao controle) em apenas lh de tratamento,

retornando para niveis préximos ao basal apds Sh.
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Figura 6: Hy Induz a Translocacao Nuclear e Fosforilacao de p53 em Células ST1.
A- Células ST1 foram mantidas em 0,2% SFB por 24h e tratadas por diferentes periodos
de tempo com 100ng/ml Hy. 50ug do extrato protéico nuclear de cada amostra foi
resolvido em gel 12% SDS-PAGE. O primeiro ensaio de “immunobloting” foi realizado
com o anticorpo anti-fosfo Ser15-p53, na diluicdo de 1:1.000. A membrana foi entdo
desibridizada e incubada com um anticorpo anti-p53 (Cell Signalling), na dilui¢do de
1:2.000. As bandas indicadas, de aproximadamente 53KDa, representam p53 (acima) e
sua forma fosforilada em Serl5 (abaixo). Resultado representativo de 2 experimentos
independentes. B- Representacdo grafica das intensidades dos sinais das bandas de p53

e fosfo-Ser15-p53. Os sinais foram quantificados através do programa ImageQuant.

E sabido que a fosforilagio da Serl5 de p53 é induzida horas apés a estimulagio
de células carenciadas com SFB (Buschmann, Adler er al., 2000). A comparacdo da
cinética de fosforilacdo da Ser15 de p53 nuclear em células ST1, apds tratamento com
Hy ou com 5% SFB, poderia ajudar a elucidar a via de ativagdo de p53 por GCs.
Células ST1 foram mantidas na presenca de 0,2% SFB por 24h e, em seguida, tratadas
com Hy ou 5% SFB por diferentes periodos de tempo ou com MMC por 24h (controle

positivo). O perfil de fosforilagdo da Ser15 nestas condi¢des € apresentado na figura 7.
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Figura 7: Cinética de fosforilacio da Ser15 de p53 em resposta a Hy ou SFB.

Células ST1 foram mantidas em 0,2% SFB por 24h e tratadas por diferentes periodos de
tempo com 100ng/ml Hy ou 5% SFB. Como controle positivo, células ST1 foram
tratadas por 24h com 2p1g/ml mitomicina C (MMC). 40ug do extrato protéico nuclear de
cada amostra foi resolvido em gel 15% SDS-PAGE. O ensaio de “immunobloting” foi
realizado com o anticorpo anti-fosfo Serl5-p53 na diluicao de 1:1.000. A banda

indicada, de aproximadamente 53KDa, representa a forma fosforilada de p53 na Ser15.

Apesar do tratamento com MMC induzir de forma muito mais eficiente a
fosforilagdao da Ser15 de p53, as cinéticas de inducdo da sua fosforilacdo por SFB e Hy
sao muito semelhantes, sendo que o pico de fosforilacio se d4 durante as primeiras
horas de tratamento em ambas as condi¢des, quando a maior parte das células estd na
fase G1 do ciclo celular. A semelhanga no padrao de fosforilagao de p53 durante estes
tratamentos, que promovem respostas antagdnicas em relacdo a proliferacao de células

ST1, sugere o envolvimento de uma proteina quinase comum nestes dois processos.
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3.2.5 Anadlise da Acdo de Glicocorticoides e SFB Sobre a Expressao de SGK

A Unica quinase conhecida por ser ativada tanto por soro quanto por
glicocorticédides ¢ a SGK (Serum and Glucocorticoid inducible protein Kinase), uma
serina/treonina proteina quinase de S0KDa. Um dos mecanismos de regulacdo da sua
expressdo € dependente de p53, que age através de um elemento responsivo (pS3-RE)
localizado em seu promotor (Maiyar, Huang et al., 1996). Apesar dos substratos de
SGK ndo terem sido identificados ainda, sua regulagdao em células ST1 poderia sugerir
algum envolvimento desta quinase na fosforilagdo de p53.

Os niveis de SGK foram analisados em extratos protéicos totais de células ST1
carenciadas para soro e mantidas na presenca de 0,2% SFB e tratadas com Hy ou
estimuladas com 5% SFB, por diferentes periodos de tempo, com a intengcdo de
comparar a cinética de inducdo desta quinase em relacdo a cinética de fosforilacdo da
Serl5 de p53 nas mesmas condi¢cdes. Como apresentado na figura 8, os niveis de SGK
sdo progressivamente induzidos apds o tratamento com Hy, sendo que o pico de
inducdo de SGK por Hy se d4 em 16h, sendo sustentado até 24h de tratamento. A
indu¢do por SFB, contudo, ocorre mais precocemente, logo nas primeiras horas de
tratamento, retornando aos niveis basais nos tempos mais longos (16 e 24h), de forma
semelhante a cinética de fosforilagdo da Serl5 de p53 apds o tratamento com SFB

(figura 7).
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Figura 8: Cinética de Inducao de SGK em Resposta a Hy e SFB.

Células ST1 foram mantidas em 0,2% SFB por 24h e tratadas por diferentes periodos de
tempo com 100ng/ml Hy ou 5% SFB. 30ug do extrato protéico total de cada amostra foi
resolvido em gel 12% SDS-PAGE. O ensaio de “immunobloting” foi realizado com o
anticorpo anti-SGK na concentra¢dao de 1ug/ul. A banda indicada, de aproximadamente

50KDa, representa SGK 1. Resultado representativo de 2 experimentos independentes.

3.2.6 Andlise da Acao de Glicocorticéide Sobre a Expressdo e Fosforilagdo de p38
MAPK

Até onde se tem conhecimento, a Unica quinase responsdvel por catalisar a
fosforilagdo da Serl5 de p53 e que € regulada por glicocorticéides é a p38 MAPK,
podendo ser tanto induzida (Miller, Webb et al., 2005) quanto reprimida por GCs (Lasa,
Abraham et al., 2002). Desta forma, a alteracdo nos niveis totais ou de fosforilacdo de
p38 por Hy em células ST1 poderia sugerir seu envolvimento em relacdo a ativacdo de
pS3. A expressdo de p38 MAPK e os niveis de suas formas fosforiladas foram avaliados
por Western blotting, utilizando extratos protéicos de células ST1, enriquecidos para
protefnas citoplasmaticas, apés diferentes periodos de tempo de tratamento com Hy.
Entretanto, como apresentado na figura 9, Hy induz um ligeiro aumento nos niveis

totais de p38 apds 16h de tratamento sem, contudo, regular a fosforilagdo desta quinase.
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Figura 9: Cinética de expressao e fosforilacio de p38 MAPK de células ST1 em
resposta a Hy.

Células ST1 foram mantidas em 0,2% SFB por 24h e tratadas por diferentes periodos de
tempo com 100ng/ml Hy. 60ug de extrato protéico enriquecido para proteinas
citoplasmaticas, de cada amostra, foi resolvido em gel 12% SDS-PAGE. O primeiro

3

ensaio de “immunobloting” foi realizado com o anticorpo anti-fosfo-p38 MAPK, na
diluicao de 1:100. A membrana foi entdo desibridizada e incubada com um anticorpo
anti-p38, na diluicdo de 1:100. As bandas indicadas, de aproximadamente 38KDa,
representam as formas totais e fosforiladas de p38 MAPK. Resultado representativo de

2 experimentos independentes.
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3.2.7 Anadlise da Expressdo de Genes-Alvo de p53 em Células ST1 e Sua Regulagdo
por Hy

A expressdo de alguns genes-alvo de p53 foi analisada durante a resposta de
células ST1 a Hy, por RT-PCR quantitativo (Q-PCR). Como discutido em Materiais e
Métodos, a padronizacdo da reacdo de Q-PCR consiste, basicamente, na determinagao
da concentracdo minima de iniciadores necessdria para a amplificacio do produto
desejado, sem que ocorra a formagdo de dimeros e sem que haja variacdo no valor do Ct
e no perfil da curva de amplificacio do gene em relacdo as maiores concentracdes
analisadas. Uma vez determinada a concentragdo ideal de iniciadores, ¢ montada uma
curva de regressdo linear para calcular a eficiéncia de amplificacio do produto
especifico para cada par de iniciadores. Tal valor € usado para o cdlculo final da
quantidade relativa do produto formado em cada reacdo. A figura 10 representa as
curvas de regressao linear usadas para o cdlculo da eficiéncia de amplificacdo de cada
par de iniciadores utilizado. Estes valores estdo resumidos na tabela da mesma figura.
Para os experimentos de Q-PCR, foi utilizado como normalizador a expressao do gene
da Hipoxantina Fosforibosiltransferase (HPRT). Em todos os experimentos, a condi¢ao
ST1 controle (-) foi utilizada como controle calibrador. As células ST1 foram mantidas
em baixa concentragdo (0,2%) de SFB por 24h previamente, em relagdo ao inicio dos

tratamentos com 100ng/ml Hy por diferentes periodos de tempo.
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P53 200 1,9
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BCL-2 200 2,0
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PUMA 200 1,9
MDM?2 200 2,0
CICLINA G1 200 1,7
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HPRT 200 1,9

Figura 10: Curvas de regressao linear obtidas para determinac¢ao da eficiéncia dos
iniciadores utilizados para quantificacao da expressao génica na linhagem celular
ST1 nos experimentos de Q-PCR.

Reac¢des contendo iniciadores numa concentracao final determinada previamente foram
realizadas utilizando, como “template”, dilui¢des seriadas de uma mistura de cDNAs
provenientes de células ST1. Uma andlise de regressdo linear foi realizada a partir dos
valores obtidos de Ct em funcdo do logaritimo da respectiva diluicdo. Os coeficientes
angulares das retas obtidas foram utilizados para o cdlculo da efici€éncia de amplificacao
do produto pelos iniciadores. As concentracdes empregadas para cada iniciador e suas

respectivas eficiéncias de amplificacdo estdo resumidas na tabela acima.
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Figura 11: Perfil de expressao de genes-alvo de p53 em células ST1 em resposta ao
tratamento com Hy.

Células ST1 foram mantidas em baixa concentracdo de SFB (0,2%) por 24h e tratadas
com 100ng/ml Hy por diferentes periodos de tempo: 3, 6 ou 24h, ou ndo tratadas. A
expressdo de nove genes-alvo de p53 foi avaliada nestas condi¢des por Q-PCR. Como

normalizador para os cédlculos de expressao relativa, foi usado o gene HPRT.
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Os nove genes-alvo cuja expressdo foi analisada (figura 11), podem ser
agrupados de acordo com sua fungdo, sendo que cinco deles (p21, NRPB, Ciclina G,
PTEN e DUSPI11) estdo basicamente relacionados com o controle da proliferacdo
celular e, de forma geral, o tratamento com Hy induz um aumento progressivo na sua
expressdo, atingindo um pico em 24h. A tnica excecdo é p21, que apresentou uma
rapida indugdo (3h), que se manteve ao longo do tratamento.

Dentre os outros genes analisados, encontram-se alguns dos alvos de p53 que
controlam a via de apoptose: Bcl-2, Bax e PUMA. Enquanto a expressdo de Bax se
manteve constante, a expressdao de Bcl-2 (anti-apoptético) foi reprimida nas primeiras
horas de tratamento, voltando a niveis préximos ao basal no tempo de 24h, de forma
semelhante a regulacdo da expressdao do gene pro-apoptdtico PUMA. Estes dados sdo
condizentes com a resposta das células ST1 a Hy, caracterizada pela parada de
crescimento por aumento da proporcdo das células na fase GO/G1 do ciclo, sem haver
indu¢do de apoptose. A expressdo do regulador negativo de p53, MDM2, ndo foi

alterada em resposta a Hy.

3.2.8 Andlise da Acdo de Glicocorticéides e Acido All-Trans Retindico Sobre a
Atividade de Transativacao de p53 em Linhagens de Glioma Humano

Na tentativa de extrapolar os resultados obtidos na linhagem de glioma de rato
ST1 para células humanas, a atividade de p53 em resposta a GC foi analisada em trés
linhagens de glioma humano, que apresentam diferentes “status” de p53. Como a
resposta antiproliferativa das células ST1 a Hy se assemelha muito a sua resposta ao
agente antiproliferativo e diferenciador acido all-trans retindico (ATRA) (Bengtson,
2002), e sendo p53 induzido em resposta aos dois agentes de forma similar (figura

24.A), as linhagens humanas U87MG (p53 selvagem), A172 (pS3 mutado em um alelo)
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e T98G (p53 mutado em ambos os alelos) foram tratadas com 10”’M DEX ou 10°M
ATRA por 24h e a atividade de transativacdo de p53 foi analisada, nestas condi¢des,
através de ensaios de gene-repérter. Como apresentado na figura 12, ndo houve
variagOes significativas na atividade de p53 durante o tratamento das linhagens U87TMG
e A172 com DEX ou ATRA. Como esperado, a atividade de pS3 em T98G, medida
pelo vetor reporter pS3-luc, € praticamente indetectdvel. Como observado por andlise de
citometria de fluxo (figura 24.B), a linhagem A172 responde ao tratamento com DEX
com um acumulo progressivo da porcentagem das células nas fases GO/G1 do ciclo
celular, apresentando um decréscimo na porcentagem tanto de células em S quanto em
G2-M. Esta resposta é mais evidente ap6s 48h de tratamento com 10”’M DEX, quando a
porcentagem de células em GO/G1 aumenta de 65% (controle) para cerca de 80%

(DEX).
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Figura 12: Atividade de p53 em células de glioma humano US7MG, A172 e T98G

tratadas com DEX ou ATRA por 24h ou nao tratadas e perfil de proliferacio de

células A172 sob tratamento com DEX.

A-Células USTMG, A172 e T98G foram co-transfectadas com o vetor repdrter pS3-luc
e o vetor controle pRL-TK e tratadas ou ndo com 10”M DEX ou 10°M ATRA por 24h.

A atividade de Luciferase foi normalizada pela atividade da Renilla Luciferase.

Resultado de 2 experimentos independentes, realizados em duplicata. B- Andlise, por

citometria de fluxo, do padrao de distribui¢do no ciclo celular de células A172 tratadas

com 10’M DEX por 24h ou 48h e seus respectivos controles.
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3.2.9 Andlise da Acdo de Glicocorticéides e Acido All-Trans Retindico Sobre a
Atividade Promotora de p21 e a atividade proliferativa das Linhagens HCT116 p53™*

e HCTI116 p53™"

Na procura de modelos celulares humanos apresentando respostas semelhantes
as de células ST1 a glicocorticéides e acido retindico e, ainda, para analisar a relevancia
de p53 na resposta a estes agentes, foram utilizadas a linhagem de carcinoma de c6lon
humano HCT116 p53** e sua variante HCT116 p53™", nula para p53. Primeiramente, a
atividade promotora de p21 foi analisada em ambas as células utilizando a constru¢do
reporter p21-luc (El-Deiry, Tokino et al., 1993), gentilmente cedida pelo professor Dr.
Pedro Lazo (Centro de Investigacion del Céancer CSIC-Universidad de Salamanca,
Salamanca, Espanha). A Figura 13.A mostra que a atividade promotora de p21 aumenta

em resposta a ATRA, de forma dose-dependente, em células HCT116 p53+/+

, hdo
havendo alteracdo em sua atividade nas células HCT116 p53”, que é nula para p53, ou
em qualquer uma destas células quando tratadas com diferentes concentracdes de DEX.
Esta resposta a ATRA mostra a influéncia de p53 na regulacdo da atividade promotora
de p21 nestas células.

Para analisar a relevancia desta modulacdo de p21 sobre a proliferacio de
células HCT116, foram realizados experimentos de incorporacio de H’-timidina.
Apesar da ativagdo do promotor de p21 pelo tratamento com ATRA, nido houve
modulagdo na incorporagdo de H>-timidina por ambas as células em nenhuma das
concentracdoes de ATRA ou DEX usadas, conforme apresentado nos graficos da Figura
13.B. Portanto, se ndo hd alteracdo na proliferacdo das HCT116 p53** por ATRA,
mesmo havendo ativa¢do do promotor de p21 pelo tratamento, estas células ndo sdo um

modelo compativel com o de células ST1 para estudar os efeitos anti-tumorais de

ATRA.
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Figura 13: Atividade promotora de p21 das células HCT116 p53+/ *e HCT116 p53'/ )
em resposta ao tratamento com DEX ou ATRA.

A-Atividade promotora de p21 foi medida através de ensaios de gene-repOrter em
células HCT116 p53** e HCT116 p53™ tratadas com Dex ou ATRA por 24h. Células
HCT116 p53*"* ¢ HCT116 p53” foram transfectadas com o vetor repérter p21-luc e
tratadas (ou ndo) com ATRA (10°M ou 10°M) ou DEX (10"M ou 10®*M) por 24h. A
atividade de Luciferase foi normalizada pela quantidade de proteinas dos lisados. B-
Incorporacio de H’-timidina em DNA por células HCT116 p53** e HCT116 p53™
tratadas com DEX ou ATRA por 48h. Células HCT116 p53*"* ¢ HCT116 p53” foram
plaqueadas em placas de 96 pocos e tratadas (ou ndo) com ATRA (10”M, 10°M ou 10
M) ou Dex (10®*M, 10'M ou 10°M) por 24h. 18h antes da lise, adicionou-se a0 meio
0,25uCi/ml H’-timidina e 10'M de timidina fria. A contagem de H’-timidina
incorporada ao DNA foi medida por B-cintilador. Resultado de 1 experimento realizado

em octoplicata.
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3.3 Caracterizagdo da Relevincia de p53 Para a Resposta de Células STI1 a
Glicocorticoides

Diferentes metodologias foram empregadas na tentativa de bloquear p53 de
células STI e, assim, avaliar a relevancia desta proteina para a responsividade destas
células a GCs. Entre estas metodologias, serdo apresentadas a transdu¢do da proteina E6
de HPV-16, mediada por vetor retroviral, e a transdugdo de diferentes seqii€ncias de
siRNA (small interfering RNA), desenhados especificamente para p53 de rato, através

de vetor lentiviral.

3.3.1 Transducao da Oncoproteina Viral E6 de HPV-16 e Avaliacdo de sua
Capacidade de Modular os Niveis de p53 de Células ST1

O estudo dos processos moleculares envolvidos na inducdo de tumorigénese por
virus tumorais revelou que a proteina p53 era um alvo comum de inativacdo por
oncoproteinas virais (Ko e Prives, 1996). Muitos trabalhos utilizaram, como ferramenta
para o bloqueio de p53, a super-expressdo de oncogenes virais, como E6 das formas
tumorigénicas de HPV (16 e 18) em diversas linhagens celulares humanas (Munger,
Baldwin et al., 2004). A super-expressdao destes oncogenes virais foi extensamente
utilizada, a principio, pelo seu potencial de imortalizar culturas primarias de células.
Posteriormente, a expressdo ectOpica de alguns proto-oncogenes virais passou a ser
utilizada para melhor caracterizar o papel fisiologico de p53.

O vetor retroviral pLXSN-16E6, que contém um cassete de expressao de E6 de
HPV-16, e o correspondente vetor vazio (pLXSN) (Halbert, Demers et al., 1991), foram
gentilmente cedidos pela Dra. Denise Galloway (Fred Hutchinson Cancer Research

Center, Seatle, WA, EUA) e doados ao nosso laboratério por intermédio do pesquisador
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Dr. Enrique Boccardo (Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céancer, Sdao Paulo), que ja
havia trabalhado com estes vetores.

Para a producdo dos retrovirus recombinantes, foram utilizadas duas linhagens
empacotadoras, a Phoenix-Eco, linhagem ecotrépica humana derivada de HEK-293 e a
Am12, linhagem derivada de fibroblastos NIH-3T3 que super-expressa o gene env
anfotropico (Markowitz, Goff et al., 1988). Primeiramente, a linhagem Phoenix-Eco foi
transfectada com os vetores retrovirais pLXSN, pLXSN-16E6 e pLPCX-EGFP. Este
ultimo vetor, que contém um cassete de expressdo do gene EGFP, foi utilizado como
controle para avaliar a eficiéncia de produgdo viral e de transducdo das células de
interesse, por meio do gene repérter EGFP. O sobrenadante viral ecotrdpico, coletado
das culturas transfectantes de Phoenix-Eco, foi usado para infectar a linhagem Am]l?2.
Uma vez transduzidas, estas células foram selecionadas com 0,8mg/ml G418
(Geneticina) por um periodo de duas semanas. As populacdes resultantes sdo linhagens
empacotadoras estdveis, dos respectivos retrovirus. As figuras 14.A e 14.B mostram a
alta eficiéncia de transdugdo das células Am12 pelo retrovirus pPLPCX-EGFP, mesmo

na auséncia de sele¢do por G418.
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Contraste de fase Fluorescéncia

Figura 14: Microscopia das células Am12 e ST1 transduzidas pelo retrovirus
pLPCX-EGFP.

Células empacotadoras Am12 (A e B) foram transduzidas pelo retrovirus pLPCX-EGFP
e selecionadas com 0,8mg/ml G418 por duas semanas. O sobrenadante viral foi usado

para transduzir células ST1 (C e D), atingindo 100% de eficiéncia de transdugio.
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Os sobrenadantes virais provenientes das linhagens empacotadoras derivadas de
Am1?2 foram, entdo, utilizados para a transducdo de células ST1. Um alto titulo viral foi
alcancado através deste procedimento, sendo que se obteve a transdugdo da totalidade
das células ST1 pelo virus pLPCX-EGFP, como apresentado nas figuras 14.C e 14.D.
Durante o trabalho de Doutorado do entio doutorando deste laboratério Marcos Angelo
Demasi, a maior eficiéncia de transdugdo de células ST1 atingida com este mesmo vetor
foi de cerca de 80%, apds concentracdo do sobrenadante viral por centrifugacdo e
empregando um MOI de 100 (Demasi, 2005). Desta forma, o estabelecimento de
linhagens estaveis de células Am12 empacotadoras parece ser a melhor opcao
encontrada até o presente para a producdo de particulas retrovirais e transducdo de
células ST1.

Ap6s duas semanas de selecdo das células ST1-pLXSN e ST1-pLXSN-16E6
com 1mg/ml G418, as populacgdes resultantes foram expandidas e o efeito da expressao
de E6 sobre p53 foi analisado por ensaios de gene-repdrter e Western Blotting. Células
ST1 parentais e as populagdes infectadas ST1-EGFP, ST1-pLXSN e ST1-pLXSN-16E6
foram tratadas com 10°M d4cido all-trans retinéico (ATRA) ou com 10pg/ml
mitomicina C (MMC), dois agentes sabidamente capazes de induzir p53 em células
ST1, por um periodo de 24h. Desta forma, a eficiéncia de E6 para o bloqueio da
atividade tanto basal quanto estimulada de p53 foi avaliada, como apresentado na figura
15. Nenhuma diferencga significativa na atividade de p53 foi observada, em qualquer
uma destas condicdes. O tratamento das células com alta concentracio de MMC
provocou a morte de muitas células, gerando um desvio padrdo exacerbado nesta
condicdo. Os niveis protéicos de p53 foram avaliados, por Western Blotting, nestas
populacdes, mostrando que a expressao de E6 ndo induziu a degradacdo de p53 (figura

16).
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Figura 15: Atividade de p53 das populacoes de células ST1 transduzidas com os
retrovirus pLXSN, pLXSN-16E6, pLPCX-EGFP ou nao transduzidas, sob
tratamento com ARA ou MMC.

A atividade de p53 das populagdes de células ST1 transduzidas com os retrovirus
pLXSN, pLXSN-16E6, pLPCX-EGFP ou ndo transduzidas foi medida através de
ensaios de gene reporter. As populagdes foram co-transfectadas com o vetor repérter
pS3-luc e o vetor controle pRL-TK e, 24h apds a transfeccdo, as células foram tratadas
por 24h com 10°M ATRA, 10pug/ml MMC ou nio tratadas. Apés a lise, a atividade de

Luciferase foi quantificada e normalizada pela atividade de Renilla Luciferase (URL).

Figura 16: Analise dos niveis de p53 nas populacdes infectantes de ST1.

As populagdes de células ST1 foram transduzidas com os retrovirus pLXSN, pLXSN-
16E6, pLPCX-EGFP ou ndo transduzidas. Apds duas semanas de selecdo por G418
(Img/ml), as células foram lisadas e 50ug do extrato protéico nuclear de cada amostra
foi resolvido em gel 12% SDS-PAGE. O ensaio de Western blotting foi realizado com o
anticorpo monoclonal anti-p53 (1C12- Cell Signalling), na dilui¢do de 1:2.000. A banda
indicada, de 53KDa, representa a proteina p53.
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3.3.2 Clonagem, Transducdo e Teste de siRNAs Especificos para p53 Murino em
Células ST1

A metodologia de bloqueio da expressdo génica por meio de siRNA (“small
interfering RNA”) foi adotada, na tentativa de analisar a relevancia de p53 na resposta
das células ST1 a Hy. Esta forma de bloqueio génico vem se mostrando muito eficiente.
Ao contrdrio da metodologia de RNA de interferéncia (RNA1), que emprega longos
RNAs dupla fita, com mais de 50pb, os siRNA sdo compostos por uma pequena
seqiiencia (~20b) complementar a uma regido do transcrito do gene de interesse, uma
curta seqiiéncia como espacador e a seqiiéncia reversa-complementar a primeira,
formando uma estrutura em forma de “hairpin”, seguida por um sinal de “stop codon”
para a RNA polimerase III. Devido ao reduzido tamanho do siRNA, nenhuma resposta
celular inespecifica pela via do interferon € desencadeada, como acontece em muitos
casos no emprego de RNAIi (Elbashir, Harborth et al., 2001). Esta metodologia, aliada a
entrega génica lentiviral, de alta efici€éncia e com a vantagem de integracdo genOmica
em células que ndo estdo em divisdo, representa uma ferramenta poderosa para o
bloqueio génico especifico.

O vetor lentiviral escolhido para a clonagem dos o6ligos de siRNA foi o
p156RRLsinPPTCMV-GFP-PRE/Nhel (Tiscornia, Singer et al., 2003) (gentilmente
cedido pelo Dr. Inder Verma - Salk Institute, CA e trazido ao laboratério pelo Dr.
Ricardo Correa), denominado nesta tese como pLV. Este vetor contém um cassete de
expressdo de EGFP (“Enhanced Green Fluorescent Protein™), facilitando a titulacdo
viral e permitindo avaliar sua transdugdo nas células de interesse, através da emissao de
um sinal fluorescente verde por EGFP, quando as células sdo excitadas com um
comprimento de onda de 395nm. Neste vetor, foram clonadas cinco seqii€éncias distintas

de siRNA, as quais foram desenhadas com base na seqiiéncia da regido codificante de
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pS3 de rato através de um programa disponivel no site da empresa Ambion

(http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html), que seleciona uma lista das

seqiiéncias provavelmente mais eficazes para o bloqueio do gene em questao.

Como este vetor lentiviral ndo possui seqiiéncias promotoras responsiveis a
RNA Polimerase III (responsdvel pela transcricdo de siRNAs), a estratégia de clonagem
dos 6ligos de siRNA envolveu a amplificagdo do promotor H1 (responsivel a RNA Pol
III) juntamente as seqii€éncias de siRNA. Para tanto, os iniciadores desenhados para
amplificar o promotor H1 continham as seqiiéncias dos siRNAs de interesse. Usando
como ‘“‘template” para a reacdo de PCR, um vetor pSUPER-Like, que contém o
promotor H1, esta regido promotora foi amplificada juntamente com os siRNAs. A
figura 17 mostra os produtos de aproximadamente 350pb, resultado da amplificacdo de

alguns dos siRNAs testados em fusdo com o promotor HI.
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Figura 17. Fracionamento em gel de agarose do produto da PCR para
amplificacdo do promotor H1 em fusao com os siRNAS desenhados para p53 de
rato.

Os produtos da PCR foram fracionados em gel de agarose 2%. As bandas de cerca de
350pb indicam a amplificacdo do promotor H1 em fusdo com os siRNAs desenhados
para diferentes regides de p53 de rato, denominados AMBIRATP53HI1 (Amb),
PSHAGRATPS53H1 (Shag) e LV-5.

Das cerca de 50 coldnias recombinantes rastreadas para cada um dos insertos, foi
possivel isolar apenas algumas coldnias positivas para cada inserto. A figura 18 mostra
o resultado de PCRs de coldnia, nas quais os insertos Amb e Shag foram amplificados,

indicando a possivel clonagem destes no vetor pLV.
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Figura 18: Fracionamento em gel de agarose dos produtos de PCR de colonia
relativos ao rastreamento dos clones recombinantes contendo o promotor H1 e o
siRNA para p53.

Os produtos de PCR de colonia foram fracionados em gel de agarose a 2%. As bandas
de cerca de 380pb circuladas em vermelho indicam os dois clones que contém o inserto
(promotor H1 e o siRNA para p53), sendo um positivo para o siRNA Shag (Shagl7) e
outro para o siRNA Amb (Amb6). As bandas de mesmo peso molecular localizadas nas
canaletas indicadas como “liga¢do” foram amplificadas a partir da reacdo de ligacao dos

insertos com o vetor pLV, servindo como controle positivo da reacdo de PCR.

124



pb

6000—> |
5000— |

2000—> |
1500—>

1000 —>
750 —>

500—»

Figura 19: Fracionamento em gel de agarose dos produtos da digestao dos clones
recombinantes Amb6 e Shagl7 com a enzima Sspl.

Os vetores pLV-Amb6 e pLV-Shagl7, bem como os produtos das reacdes de digestao
com a enzima Sspl (pLV-Amb6 Sspl e pLV-Shagl7 Sspl), foram fracionados em gel de
agarose a 0,8%. As bandas de cerca de 6Kpb e 1,4Kpb, geradas pela digestdao dos clones

com Sspl, confirmam a clonagem dos insertos correspondentes.

Apo6s selecdo das construcdes recombinantes, a linhagem 293T, variante de
HEK-293 transformada pelo antigeno LT de SV40 que apresenta alta eficiéncia de
transfeccdo e produz altos titulos virais, foi adotada como linhagem empacotadora. As
construgdes lentivirais foram co-transfectadas com os vetores estruturais pMDL, pREV

e pVSVG. Este sistema de empacotamento emprega a formac¢do do envelope viral
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heter6logo VSVG (“vesicular stomatitis virus G-glicoprotein”), que confere as
particulas virais um amplo tropismo a células de diferentes espécies. Apds a producao
das particulas virais em células 293T, o titulo viral foi estabelecido nestas mesmas
células, como apresentado na figura 20. Os titulos virais obtidos eram, tipicamente, da

ordem de 10°Ul/ml (Unidades Infecciosas/ml).
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Figura 20: Titulacao lentiviral em células 293T.

Células 293T foram plaqueadas em placas de 6 wells (105 células/well) e amostras de
diferentes dilui¢des (10-2, 10-3, 10-4) dos sobrenadantes das células empacotadoras,
contendo particulas virais, foram adicionadas ao meio de cultura. 48h apds a adi¢do, o
meio foi removido e PBSA foi adicionado as placas. As células foram analisadas sob
microscépio de fluorescéncia em luz branca (A), ou luz UV (B). As figuras representam
um campo da diluicdo de 10-4. As células verdes em B refletem a transducio viral, pela

expressao de EGFP.
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Para confirmar a clonagem destes insertos, os plasmideos recombinantes foram
preparados e digeridos com a enzima de restricio Sspl. Esta digestdo gerou dois
fragmentos, sendo um de aproximadamente 6Kpb e outro de aproximadamente 1,4Kpb,
conforme esperado (figura 19).

De forma geral, células ST1 foram transduzidas usando MOIs da ordem de 100 a
200. Quando MOIs mais baixos foram usados, as populagdes ndo foram 100%
transduzidas, tendo sido submetidas a um procedimento de ‘“cell sorting” para o
enriquecimento de células EGFP positivas. Primeiramente, duas das construgdes
estabelecidas, Amb6 e Shagl7, foram testadas em relacdo ao bloqueio de p53 em
células ST1. Para tal, experimentos de Western blotting e de gene-repdrter foram
empregados (figura 21). Como controle para o processo de infeccdo e de siRNA, as
células foram infectadas com lentivirus produzidos a partir do vetor viral pLV-siEGFP,
que possibilita a expressdao de um siRNA ndo relacionado com p53 (EGFP). Apesar do
aparente ligeiro bloqueio da constru¢do Amb6 sobre os niveis de p53 (21.A) e sobre sua
atividade, basal ou estimulada por MMC (21.B), a reducdo dos niveis protéicos e da
atividade de transativacdo de p53 ndo foram satisfatérias. Portanto, trés novas
seqiiéncias de siRNA foram desenhadas e clonadas no vetor pLV e sua eficiéncia no
bloqueio de p53 foi testada em células ST1. A figura 22 mostra a microscopia das

populacdes de células ST1 transduzidas pelas diferentes constru¢des lentivirais.
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Figura 21: Avaliacao da eficiéncia dos siRNAs sobre o bloqueio de p53 de células
ST1.

Células ST1 foram transduzidas pelos lentivirus LV-siEGFP, Amb6 ou Shagl7. A-
Ap06s duas semanas de expansao das culturas, as células foram lisadas e S0ug do extrato
protéico nuclear de cada amostra foi resolvido em gel 12% SDS-PAGE. O ensaio de
imunoblotting foi realizado com o anticorpo monoclonal anti-pS3 (1C12- Cell
Signalling), na diluicdo de 1:2000. A banda indicada, de 53KDa, representa a proteina
p53. B- A atividade de p53 das populacdes de células ST1 transduzidas, ou nao
transduzidas, foi medida através de gene reporter. As populacdes foram co-transfectadas
com o vetor reporter pS3-luc e o vetor controle pRL-TK e, 24h apds a transfecgio,
tratadas com 2pg/ml MMC, ou ndo tratadas, por 24h. As células foram lisadas e a
atividade de Luciferase foi quantificada e normalizada pela atividade de Renilla

Luciferase (URL).
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Contraste de Fase Fluorescéncia

ST18 ST17 ST15 ST1 Shagl7 - DS ST1 Ambé6 - DS

ST1 Hp53si

Figura 22: Microscopia das populacoes de células ST1 transduzidas pelos
lentivirus LV-Amb6, -Shag17, -5, 7, 8 ou Hp53si.

Células ST1 foram transduzidas pelos lentivirus LV-Amb6, -Shagl7,-5, 7, 8 ou Hp53si.
As populagdes celulares foram analisadas em microscopia de contraste de fase e de

fluorescéncia, na qual o sinal verde reflete a transducdo viral, pela expressao de EGFP.
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Figura 23: Avaliacio da eficiéncia dos siRNAs sobre o bloqueio de p53 de células
ST1.

Células ST1 foram transduzidas pelos lentivirus LV-5, 7, 8, Hp53si ou por todos estes
conjuntamente (ST1 All). A- Apds duas semanas de expansdo das culturas, as células
foram lisadas e 50ug do extrato protéico nuclear de cada amostra foi resolvido em gel
12% SDS-PAGE. O ensaio de imunoblotting foi realizado com o anticorpo monoclonal
anti-p53 (1C12- Cell Signalling), na diluicdo de 1:2.000. A banda indicada, de 53KDa,
representa a proteina p53. O sinal das bandas foi quantificado através do programa
ImageQuant e os resultados estdo expressos no grafico acima. B- A atividade de p53 das
populacdes de ensaios de células ST1 transduzidas, ou ndo transduzidas, foi medida
através de gene reporter. As populacdes foram co-transfectadas com o vetor reporter
pS53-luc e o vetor controle pRL-TK e, 48h ap6s a transfeccdo, as células foram lisadas e
a atividade de Luciferase foi quantificada e normalizada pela atividade de Renilla

Luciferase (URL).
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Juntamente a estas trés novas constru¢des (denominadas LV-5, 7 e 8), o vetor
pLV-siHp53 (Tiscornia, Singer et al., 2003), que contém um siRNA especifico para p53
humano que difere em apenas uma base em relacio a complementariedade com a
seqiiéncia de p53 de rato, foi testado em células ST1. Conforme apresentado na figura
23, apenas a constru¢do LV-5 foi efetivamente capaz de bloquear p53 de células ST1. A
transducdo deste siRNA reduziu os niveis protéicos de p53 para apenas 30% do basal
(figura 23.A), resultando num bloqueio de cerca de 90% de sua atividade de
transativagdo (figura 23.B). A populacdo de células ST1 transduzida com o siRNA LV-
5 foi denominada ST1-siP53 e, apds esta primeira caracterizagdo, a populagdo foi re-
infectada com uma carga viral similar a primeira, a fim de intensificar o bloqueio de
pS3. A atividade de transativacdo de p53 nesta populagdo foi analisada, ainda, durante a
administracdo de 100ng/ml Hy ou 10°M ARA por 24h, através de dois vetores-reporter:
pS3-luc, que contém um promotor artificial compreendido por 14 repeti¢des in tandem
de um elemento responsivo a p53; e p21-luc, que contém aproximadamente 2,5Kb da

regido promotora de p21 humano, incluindo elementos responsiveis a p53, dirigindo a

expressdo de Luciferase (El-Deiry, Tokino et al., 1993).
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Figura 24: Atividade de p53 e promotora de p21 de células ST1 e das populacoes
ST1-siEGFP e ST1-siP53, sob tratamento com Hy ou ARA.

A atividade de p53 (A) e promotora de p21 (B) das populacdes de células ST1
transduzidas pelos lentivirus LV-siEGFP ou LV-5, ou ndo transduzidas, foi medida
através de gene reporter. As populacdes foram co-transfectadas com o vetor repérter
p53-luc (A), ou o vetor p2l-luc (B) e o vetor controle pRL-TK e, 24h apds a
transfeccio, tratadas com 100ng/ml Hy ou 10°M ARA, ou nio tratadas, por 24h. As
células foram lisadas e a atividade de Luciferase foi quantificada e normalizada pela

atividade de Renilla Luciferase (URL).
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Conforme apresentado na figura 24.A, a re-infec¢do da populagdo ST1-siP53
com o lentivirus LV-5 reduziu ainda mais a atividade de transativacdao de p53, para
menos de 5% de sua atividade basal. Interessantemente, os tratamentos com Hy ou
ARA nao foram capazes de induzir a atividade de p53, medida através das construgdes
pS3-luc (24.A) e p21-luc (24.B). Além disso, o promotor de p21 parece sofrer uma
grande influéncia de p53 em células ST1, ja que o bloqueio deste reduz sua atividade
para cerca de 30% da atividade basal (24.B). O tratamento destas células com Hy ou
ARA induz a atividade promotora de p21 de maneira similar (entre 1,5 a 2 vezes). Na
auséncia de p53 (ST1-siP53), ainda hd uma indugdo da atividade deste promotor,
sugerindo o envolvimento de outros fatores em sua regulacdo. Contudo, a atividade
promotora de p21, durante o tratamento celular com os dois agentes, € cerca de 3 vezes

menor na auséncia de p53 do que em células ST1 parentais ou ST1-siEGFP.

3.3.3 Anadlise da Resposta da Populacdo ST1-siP53 a Glicocorticoide

Com a obtencao de uma populagdo deficiente para p53 derivada de células ST1,
foi possivel caracterizar se a participacdo de p53 na resposta destas células a Hy era
efetiva. A expressao de alguns genes regulados por Hy em células ST1 foi analisada em

células ST1-siP53, bem como sua resposta a Hy em relacdo a proliferagao.

3.3.3.1 Analise da Expressdo de Genes-Alvo de p53 em Resposta a Glicocorticoide na
Populacao STI-siP53

Ap6s validacdo, por diferentes metodologias, da eficiéncia da constru¢do pLV-5
sobre o bloqueio de p53 de células STI, foi possivel avaliar o perfil de expressdao de
alguns genes-alvos de p53, alguns dos quais regulados por Hy, em células ST1-siP53.

As células ST1 e seus variantes ST1-siEGFP e ST1-siP53, foram mantidas em baixa
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concentracdo de SFB (0,2%) por 24h previamente em relacdo ao inicio dos tratamentos
com 100ng/ml Hy por diferentes periodos de tempo. Em todos os experimentos de Q-
PCR, foram utilizados, como controle calibrador, os resultados obtidos na condi¢ao ST1
controle (-) (figura 25). Os niveis de mRNA de p53 também foram avaliados por Q-
PCR, havendo uma reducdo de 60 a 80% sob efeito do siRNA LV-5 (populagao ST1-
siP53 em relagdo a ST1).

Foi possivel observar que o bloqueio de p53 modulou a resposta de alguns dos
genes estudados a Hy, em determinadas condicdes. Neste sentido, pode-se citar p21,
cujo nivel basal de seu mRNA € cerca de 60% menor em células ST1-siP53 em relacdo
as células parentais sendo, contudo, induzido por Hy numa intensidade apenas
ligeiramente mais baixa que em células ST1. A inducdo de NRPB, Ciclina G e PUMA
em células ST1-siP53 parece ser reduzida nos primeiros tempos de tratamento com Hy,
apresentando, contudo, os mesmos niveis de mensageiro que as células ST1 ap6s 24h de
tratamento. Embora haja outras pequenas diferencas entre os niveis de mRNA entre as
células ST1-siP53 e ST1, estas sdo as mais expressivas, sendo que, aparentemente, 0s
outros genes-alvo de p53 analisados (PTEN, BAX, MDM2 e DUSP1) ndo estdo sob
controle de p53 durante o tratamento com Hy. Os niveis de PPS5, cuja expressdo
sabidamente ndo sofre influéncia de p53, também foram analisados, como um controle
negativo. De fato, ndo ha diferencas no perfil de expressdo deste gene entre as diferentes
populacdes. Contudo, este gene pareceu ser induzido por Hy progressivamente ao longo
do tratamento, culminando com uma indugdo de 3 vezes sobre os niveis basais no ponto

de 24h.
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Figura 25: Perfil de expressao de genes-alvo de p53 em células ST1, ST1-siEGFP e
ST1-siP53 em resposta ao tratamento com Hy.

Células ST1, ST1-siEGFP e ST1-siP53 foram mantidas em baixa concentracdo de SFB
(0,2%) por 24h e tratadas com 100ng/ml Hy por diferentes periodos de tempo: 3, 6 ou
24h, ou ndo tratadas. A expressdo de genes-alvo de p53 foi avaliada nestas condicoes
por Q-PCR. Como normalizador para os célculos de expressao relativa, foi usado o gene

HPRT.
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3.3.3.2 Anadlise da Proliferacdo de células ST1, STI-siEGFP e STI-siP53 em

Resposta a Glicocorticoides

A resposta proliferativa das células ST1sip53, deficientes para p53, a Hy, foi
analisada através de duas metodologias diferentes: curva de crescimento e andlise de
ciclo celular por citometria de fluxo. De acordo com os resultados apresentados na
figura 26, o bloqueio de p53 ndo foi suficiente para impedir a resposta antiproliferativa
de Hy nas células ST1. A taxa de crescimento das populagdes ST1-siEGFP e ST1-siP53
sdo similares, tanto na auséncia quanto na presenca do hormodnio (26.A), sendo que
ambas as populacdes sofrem uma parada de proliferacio marcante quando tratadas com
Hy. Esta parada de proliferagdo € caracterizada pela diminui¢cdo da porcentagem de
cé€lulas na fase S e G2 do ciclo celular e o acimulo das células em GO/G1, nas trés
populacdes estudadas (26.B). A figura 26.B representa a definicdo das fases do ciclo
celular de células ST1 no histograma, na auséncia (drea com preenchimento em

vermelho) ou na presenca de Hy (4rea bordeada sem preenchimento).
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Figura 26: Resposta proliferativa das populacoes ST1, ST1-siEGFP e ST1-siP53 a

Hy.

A- Curvas de crescimento das células ST1 e das populagdes ST1-siEGFP e ST1-siP53

na auséncia ou na presenca de 100ng/ml hidrocortisona. Foram plaqueadas 5x10*

células em duplicata, que foram mantidas em meio DMEM-SFB 5%. As coletas foram

feitas nos periodos de tempo indicados no grafico. Foram feitos dois experimentos

independentes. B- Andlise, por citometria de fluxo, do padrao de distruibui¢do no ciclo
celular das células ST1, ST1-siEGFP e ST1-siP53, carenciadas em meio DMEM-SFB
0,2% por 24h e tratadas com hidrocortisona (100ng/ml) por 24h em meio DMEM-SFB

0,2%.
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4. DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da Funcionalidade de p53 em Resposta a Glicocorticoides

Para melhor elucidar o mecanismo de a¢do de hormonios glicocorticéides (GCs)
e as bases moleculares de seu potencial anti-tumoral, nosso laboratério vem utilizando,
como modelo, a linhagem celular C6, obtida de um glioma de rato induzido
quimicamente por metilnitrosouréia (Benda, Lightbody et al., 1968), e seus variantes
ST1 e P7, isolados pelo nosso grupo de pesquisa por suas respostas distintas ao
tratamento com glicocorticéides (Armelin e Armelin, 1983; Valentini, Oliveira et al.,
1994; Armelin, Oliveira et al., 1996; Valentini e Armelin, 1996). O clone ST1 apresenta
uma resposta dramdtica ao tratamento com o glicocorticéide hidrocortisona (Hy),
passando de um fendtipo transformado e tumoral para normal, isto é, passa a ter sua
proliferacao regulada por fatores de crescimento e torna-se incapaz de crescer em
suspensdo ou de gerar tumores em animais, enquanto o clone P7 mantém o mesmo
carater transformado e tumorigénico, tanto na auséncia como na presenca de
hidrocortisona (Armelin, Stocco et al., 1983).

Dados anteriores do nosso laboratério sugeriam o envolvimento de p53 na
resposta de ST1 a Hy, como a inducdo do acimulo das células na fase GO/G1 do ciclo
celular (Mercado, 1997) e o aumento da expressdo de alguns genes-alvo de p53, como
trombospondina-1 (tsp-1) e Ciclina G (CycG) (Vedoy e Sogayar, 2002). No intuito de
se obter uma maior compreensao do envolvimento de pS3 na resposta antiproliferativa a
hormonios glicocorticdides, diversas caracteristicas funcionais de p53 foram analisadas
nestas células de glioma de rato, que apresentam diferentes respostas a GCs.
Inicialmente, a atividade de p53 foi comparada entre estas linhagens, tanto em

condi¢cdes basais quanto em resposta a Hy. A atividade basal de ligacdo de p53 a
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elementos responsivos no DNA, avaliada por EMSA, é equivalente entre a linhagem
responsivel (ST1) e a linhagem resistente (P7) ao hormonio. Contudo, o tratamento com
Hy induz a capacidade de ligacdo ao DNA apenas em p53 de células ST1 (figura 2), o
que reflete diretamente um aumento na sua atividade de transativacdo nestas células
(figura 4).

Apos avaliar a especificidade da resposta do vetor repérter pS3-luc a p53 (figura
3), ensaios de gene-reporter evidenciaram uma maior atividade basal de p53 (2 vezes)
em células ST1, quando comparadas a células P7. Contudo, além de ambas as linhagens
apresentarem p53 selvagem (avaliado neste estudo), os niveis desta proteina sdo iguais
entre as duas células (figura 5), assim como a ligacao de p53 ao DNA em situacdo basal,
o que indica a influéncia de outros fatores sobre a atividade de p53. De fato, a atividade
de p53 € influenciada por um grande nimero de co-ativadores e co-repressores (Jin e
Levine, 2001). Entre estes, complexos remodeladores de cromatina, como SWI/SNF,
que sdo reguladores fundamentais da atividade de p53 (Lee, Kim et al., 2002). Dados
obtidos anteriormente em nosso laboratério (Ortis, 2002) indicam que células ST1
apresentam maiores niveis de transcritos de rBrm, homodlogo de rato do gene
SWI2/SNF2 de S. cerevisiae, em comparacdo a células P7. A expressdo deste gene é
induzida por Hy apenas em células ST1; contudo, os niveis protéicos de rBrm em
células P7, que apresenta niveis praticamente indetectiveis de seu transcrito, sdo
elevados e constantes durante o tratamento com Hy, sugerindo que haja alguma
mutacdo que leve a estabilizacdo e perda de funcdo desta proteina nestas células, como
ja foi descrito na literatura (Muchardt e Yaniv, 1993). Além disso, a composicao do
complexo SWI/SNF parece diferir entre células ST1 e P7 (Ortis, 2002). Estas
observacdes sugerem, pelo menos em parte, o possivel envolvimento do complexo

SWI/SNF nas diferencas de atividade transcricional de pS3 entre estas duas linhagens,
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J4 que este complexo € necessdrio para sua atividade, mesmo quando avaliada através de
vetores reporter na forma epissomal, na auséncia de um envolvimento da organizagcdo
da cromatina (Lee, Kim et al., 2002).

A ativacdo de p53 por Hy apenas em células ST1, responsiveis ao hormonio,
sugere o envolvimento desta proteina na resposta antiproliferativa. E interessante notar
que os niveis citoplasmaticos e nucleares de GR em células ST1, tanto em condicdes
basais quanto durante a resposta a Hy, sdo maiores do que em células P7 (figura 1).
Como mencionado anteriormente, resultados prévios de nosso laboratério compararam
a atividade do promotor de MMTYV, responsivel a GCs, entre células C6, ST1 e P7. A
atividade promotora, que, em ultima instincia, pode refletir a atividade de GR, ¢é
induzida cerca de cinco vezes tanto em células ST1 quanto em células P7. Contudo, sua
atividade em células ST1 € cerca de 20 vezes maior do que em P7 (V. Martins, dados
nao publicados). Provavelmente, os diferentes niveis de GR destas linhagens
contribuem para tamanha diferenca de atividade, mas certamente outros fatores devem
estar envolvidos. Entre estes, a expressdo de GR-B, que exerce um papel dominante-
negativo sobre GR-a por diferentes mecanismos, como heterodimerizagao e competi¢ao
com GR-a pelos GREs ou pelos seus coativadores (Bamberger, Bamberger et al., 1995;
Charmandari, Chrousos et al., 2005). Além disso, a fosforilagdo de residuos de serina,
localizados na por¢ao N-terminal de GR, pode modular positiva ou negativamente sua
atividade transcricional, além de controlar seu trafego intracelular (Itoh, Adachi et al.,
2002). Contudo, talvez a observagao mais relevante para este estudo seja a correlagao
positiva entre os niveis de expressdo/ativacao de GR nestas linhagens e a atividade de

pS3.
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Os mecanismos envolvidos na inducdo de p53 por GCs descritos na literatura,
enquanto este trabalho estava sendo desenvolvido, sdo a fosforilacdo e a internalizacdo
nuclear de p53 (Crochemore, Michaelidis et al., 2002; Urban, Golden et al., 2003). De
fato, foi observada a participacdo destes dois eventos durante a ativacdo de p53 de
células ST1 por Hy. A fosforilagdo da Serl5 de p53, que acontece durante as primeiras
horas de tratamento com Hy (figura 6), é bem caracterizada em resposta a danos ao
DNA. Nesta situacdo, sdo conhecidas pelo menos trés quinases que catalizam a
fosforilacdo deste residuo: DNA-PK (Shieh, Ikeda et al., 1997), ATM (Banin, Moyal et
al., 1998) e ATR (Tibbetts, Brumbaugh et al., 1999). Como resultado, a inibicdo da
atividade de transativacdo de p53 por MDM2 ¢é diminuida, provavelmente pela
modifica¢do conformacional sofrida por p53, ja que a interacao entre estas proteinas nao
¢ alterada (Shieh, Ikeda et al., 1997). Além disso, a fosforilagdo da Serl5 induz a
interagdo entre o motivo rico em prolina de p53, localizado no seu segundo dominio de
ativacdo, e seu coativador transcricional p300, que é capaz de acetilar p53 em seu C-
terminal de forma dependente da interagdo de p53 com DNA, aumentando sua atividade
(Dornan, Shimizu et al., 2003). Desta forma, a fosforilacdo da Ser15 de p53 de células
ST1 estd envolvida no aumento de sua atividade transativadora (figura 4).

O mecanismo pelo qual GCs induzem a fosforilagio de p53 ndo é conhecido. E
sabido, entretanto, que a Serl5 de p53 pode ser fosforilada em células carenciadas apds
estimulo com soro (Buschmann, Adler et al., 2000). A comparagdo da cinética de
fosforilacdo da Serl5 de p53 nuclear em células ST1, apds tratamento com Hy ou com
5% SFB, poderia ajudar a elucidar a via de ativagcdo de p53 por GCs. Interessantemente,
o padriao de fosforilacdo deste residuo é muito semelhante mediante administracdo de
Hy ou de SFB, sendo que o pico acontece nas primeiras horas de tratamento, momento

em que a maior parte das células estd na fase G1 (figura 7). A semelhanca na cinética de
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fosforilacdo de p53 durante estes tratamentos, que promovem respostas antagonicas em
relacdo a proliferacdo de células ST1, poderia sugerir o envolvimento de uma proteina
quinase comum nestes dois processos.

A Unica quinase que sabidamente pode ser ativada por soro e glicocorticdides € a
SGK (Serum and Glucocorticoid inducible protein Kinase), uma serina/treonina
proteina quinase de 5S0KDa. Evidéncias recentes t€ém mostrado a importancia de SGK na
sinalizacdo intracelular envolvendo receptores nucleares e de superficie e vias de
estresse celular, controlando a proliferacdo e sobrevivéncia celular, osmorregulacido e
apoptose (Firestone, Giampaolo et al., 2003). Quando células Con8.hd6 de tumor de
mama de rato, responsivas a glicocorticdides, sdo carenciadas para soro, o estimulo com
soro e/ou dexametasona (Dex) induz rapidamente a expressio de SGK. Contudo,
enquanto a distribui¢do da proteina em resposta ao soro (estimulo pré-proliferativo) €
predominantemente nuclear, a presenca de Dex (estimulo anti-proliferativo) induz seu
actimulo no citoplasma e regido perinuclear (Buse, Tran ef al., 1999). Portanto, a mesma
proteina € ativada por estimulos proliferativos opostos que modulam sua localiza¢io
intracelular. Entretanto, nenhum substrato de SGK fora identificado neste processo, ou
seja, ndo se sabe por qual via SGK pode induzir a parada de crescimento celular em
resposta a glicocorticoides.

Um dos mecanismos de regulacdo da sua expressdo é dependente de pS3, que
age através de um elemento responsivo (pS3-RE) localizado em seu promotor (Maiyar,
Huang et al., 1996). Muitos dos genes-alvo de p53 estdo envolvidos na regulacdo da
atividade de p53, tanto positiva (Mayo e Donner, 2002; Ongusaha, Kim et al., 2003),
quanto negativamente, como classicamente caracterizado para MDM?2 (Almog,
Milyavsky et al., 2001). Como a via envolvida na fosforilacdo de pS3 em resposta a

GCs ainda nao foi caracterizada e levando em conta estes mecanismos de “feedback’ na
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regulacdo de p53, SGK poderia ser um candidato a regulacdo do estado de fosforilacdo
de p53 na resposta a Hy.

Como apresentado na figura 8, os niveis de SGK sdo progressivamente
induzidos apds o tratamento com Hy, sendo que o pico de inducao de SGK por Hy se da
em 16h, sendo sustentado por até 24h de tratamento. A indugdo por SFB, contudo,
ocorre mais precocemente, logo nas primeiras horas de tratamento, retornando aos
niveis basais nos tempos mais longos (16 e 24h), de forma semelhante a cinética de
fosforilagdo da Serl5 de p53 apds o tratamento com SFB (figura 7). Como a cinética de
indu¢do de SGK ¢ diferente entre os tratamentos com Hy e SFB, ndo € possivel sugerir
que esta quinase esteja envolvida em ambas as vias de ativacdo de p53. Contudo, foi
possivel identificar a regulacdo de mais uma proteina na resposta de células ST1 a Hy.
Portanto, ainda ndo foi possivel caracterizar o mecanismo pelo qual Hy induz a
fosforilagdo da Serl5 de p53 em células ST1. A regulacdo de PP5 (Proteina Fosfatase
do tipo 5) mediante estimulo com Hy foi analisada. Esta fosfatase inibe a acdo de GCs
através do bloqueio de GR, resultando numa menor atividade deste receptor. Ela
também atua mantendo p53 no estado hipofosforilado (Zuo, Urban et al., 1999). Apesar
de ser esperada uma reducdo dos niveis de PP5 em células ST1 apds tratamento com
Hy, foi visto, por Q-PCR, que PP5 sofre uma inducio progressiva, com um pico de
pouco menos que quatro vezes apOs 24h de tratamento com o hormoénio (figura 25).
Talvez sua inducdo esteja associada a desfosforilacao de p5S3 apds 5h de tratamento com

Hy (figura 6).
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4.2. Teste de Diferentes Metodologias para o Bloqueio de p53 de Células ST1

O bloqueio de p53 de células ST1 permitiu avaliar a relevancia desta proteina
para a responsividade destas células a GCs. Trés diferentes estratégias foram
empregadas na tentativa de bloquear p53: a administracdo do inibidor quimico de p53
PFT-oa (Pifithrin-o); a superexpressdo de E6 de HPV-16; e a transdugdo de siRNA por
meio de vetor lentiviral, sendo que apenas a dltima foi eficiente.

O inibidor de p53, PFT-q, foi selecionado em meio a uma biblioteca de drogas
quimicamente sintetizadas pela sua capacidade de inibir, transitoriamente, a atividade de
pS53. Inicialmente, o propdsito do uso desta droga era de amenizar os efeitos colaterais
do tratamento de tumores por rddio e quimioterapia. Desta forma, se administrado em
conjunto com radio e/ou quimioterdpicos, poderia diminuir a morte de células ndo
tumorais atingidas pelo tratamento, mas garantindo a manutencdo da estabilidade
genOmica destas células pela retomada da atividade de p53 apds sua administragdo
(Komarov, Komarova et al., 1999). Embora o foco original no desenvolvimento desta
droga estivesse em seu uso clinico, vérios grupos adotaram a PFT-a como ferramenta
no estudo da dependéncia de p53 sobre uma variedade de respostas celulares (Feldherr,
Akin et al., 2001; Alves Da Costa, Paitel et al., 2002; Mrass, Rendl et al.,
2004).Contudo, a administragio de PFT-o a células ST1, mesmo em baixas
concentracdes, acarretaram numa forte citotoxidade. De fato, hd registros de uma
resposta celular inesperada a PFT-o, como a promocgdo de apoptose em células normais
epidermais de camundongo (JB6), por mecanismos dependentes e independentes de p53
(Kaji, Zhang et al., 2003). Além disso, recentemente, foi mostrado que PFTa pode
aumentar a ligacdo de GR ao seu ligante sintético DEX, através da maior reten¢do
intracelular de DEX, levando a um aumento da atividade transcricional de GR, de forma

independente de p53 (Murphy, Galigniana et al., 2004). Com base nos resultados
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obtidos e nestes recentes e inesperados dados na literatura, decidiu-se abandonar os
estudos com PFT-o.

A degradacgao de p53 € um dos processos moleculares envolvidos na inducao de
tumorigénese pelas formas de alto risco de HPV (16 e 18) e se d4 através da expressao
da proteina viral E6. Esta oncoproteina é capaz de se ligar a p53 e a E6AP, uma
ubiquitina-ligase intracelular que direciona p53 a degradacdo via proteassoma de forma
dependente de E6 (Scheffner, Werness et al., 1990). Apesar de p53 nio ser o tnico alvo
a ser afetado por E6, que também dirige o aumento da atividade promotora de h-TERT,
a subunidade catalitica da telomerase (Mcmurray e Mccance, 2003), decidiu-se testar o
potencial de E6 de HPV-16 para induzir a degradacao de p53 em células ST1. Contudo,
a populacdo de células ST1 expressando estavelmente E6 (ST1-E616) nao apresentou
modulacdo alguma tanto nos niveis protéicos (figura 16) quanto na atividade de p53,
basal ou induzida por ATRA ou MMC (figura 15).

E sabido que certas formas mutantes de p53 humano nio sofrem degradacio
pela oncoproteina E6 de HPV-16 e que outras sdo menos degradadas do que p53
selvagem (Scheffner, Takahashi et al., 1992). Entretanto, o gene TP53 da linhagem ST1
¢ selvagem, ndo justificando a ineficiéncia de E6 na degradagdo de p53 destas células. A
propriedade de E6 de HPV-16 induzir a degradacdo de p53 murino selvagem foi muito
pouco estudada e os dados encontrados parecem conflitantes. H4 indicacdes de que E6
pode induzir a degradacao de p53 em algumas células murinas (Inoue, Oka et al., 1998),
mas ha também registros sobre a ineficiéncia de E6 em induzir a degradacdo de p53 em
outras linhagens de rato (Inoue, Kondoh et al., 1992). Talvez a capacidade de E6 induzir
a degradacdo de p53 murino dependa do tipo de célula em questdo, o que explicaria a
manutencdo dos niveis de p53 na populacdo ST1-E616, sendo que os critérios para a

funcionalidade ou ndo de E6 precisariam ser melhor caracterizados.

146



A expressio de um RNA dupla fita em células eucaridticas resulta no seu
processamento, através da RNase Dicer, gerando fragmentos de 20 a 25 nucleotideos,
denominados siRNAs (small interfering RNAs). O complexo RISC (“RNA-induced
silencing complex”), entdo, promove a separacdo da dupla fita do siRNA e dirige uma
destas fitas a uma molécula de seu mRNA alvo, para a qual a fita de siRNA ¢é
complementar. O silenciamento génico se da pela conseqiiente clivagem do mRNA-
alvo, pela acdo do RISC (Hannon, 2002). Este potente mecanismo de bloqueio génico
prové uma resposta celular mais fisioldgica do que a expressdo ectdpica, por exemplo,
de proteinas bloqueadoras. Desta forma, esta metodologia vem sendo empregada no
estudo da funcdo de uma diversidade de genes em células humanas (Hannon e Rossi,
2004). No total, cinco seqiiéncias de siRNA, desenhadas com base em regides distintas
da por¢do codificante de 7P53 de rato, foram clonadas em vetor lentiviral.
Conjuntamente a uma seqiiéncia de siRNA funcional sobre p5S3 humano, estas cinco
seqiiencias foram transduzidas em células ST1, sendo que apenas uma delas foi capaz
de silenciar p53 destas células, gerando a populacdo STI1-siP53. Esta populagdo
resultante apresenta uma reducao de cerca de 70% dos niveis do transcrito e da proteina
de p53, em comparacdo as células parentais, o que resulta num bloqueio de mais de
90% da atividade de transativacdo deste fator de transcri¢do, possibilitando, enfim, a

continuidade dos estudos sobre o papel de p5S3 na resposta a GCs em células ST1.
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4.3 Caracterizagdo da Relevincia de p53 Para a Resposta de Células STI1 a

Glicocorticoides

Os nove genes responsiveis a p53, cuja expressao foi analisada em células ST1
(figura 11), podem ser agrupados de acordo com sua funcdo, sendo que cinco deles
(p21, NRPB, Ciclina G, PTEN e DUSP-I) sao relacionados, basicamente, com o
controle da proliferacdo celular e, de forma geral, o tratamento com Hy induz um
aumento progressivo na sua expressao.

DUSP-1 (CL-100 ou MKP-1), que apresentou uma ripida e forte indugdo, de
cerca de 25 vezes, codifica uma fosfatase que tem como substrato MAPK (Sun, Charles
et al., 1993). A resposta de DUSP a GCs e sua agdo inibitdria sobre p38 MAPK, via
desfosforilagdo, ja haviam sido descritas (Lasa, Abraham et al., 2002). Contudo, nao foi
observada modulacdo alguma no perfil de fosforilagdo de p38 MAPK em células ST1
tratadas com Hy (figura 9). DUSP1 possui outros alvos da via de MAPK, podendo
inibir, por exemplo, ERK MAPK (Liu, Shi et al., 2005). O bloqueio da sinaliza¢do pro-
proliferativa dada através da via de MAPK pode ser um mecanismo importante pelo
qual a Hy induz a parada de crescimento nas células ST1. Apesar desta fosfatase ter sido
descrita como alvo transcricional de p53 (Li, Zhou et al., 2003), o bloqueio de p53 em
células ST1 ndo exerceu influéncia sobre a inducdo de DUSPI por Hy (figura 25),
sugerindo a existéncia de mecanismos alternativos para a regulacdo de sua expressdao
por GCs.

Como discutido na Introducdo, p21 é um mediador fundamental do “checkpoint”
da fase G1 do ciclo, inibindo a atividade de complexos ciclina/CDKs. Sua expressdao
basal em células ST1 parece ser influenciada por p53, j4 que células ST1-siP53

apresentam uma menor atividade promotora de p21 (figura 24.B) e menores niveis de
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seu transcrito. Contudo, enquanto o tratamento com Hy induz apenas parcialmente sua
atividade promotora nestas células, provavelmente através de elementos localizados
“upstream” ao elemento responsivel a p53 neste promotor (Cha, Cram et al., 1998), o
nivel de seu transcrito nesta situacdo € apenas ligeiramente menor do que nas células
parentais (figura 25). Uma regido responsivel a GC, localizada nas posi¢des -1.481 e -
1.184 em relacdo ao inicio de transcri¢do, ja foi identificada no promotor de p21. Esta
regido € ativada de forma independente do pS3-RE (Cha, Cram et al., 1998), localizado
na posi¢dao -2.280 antes do inicio de transcri¢do (EIl-Deiry, Tokino et al., 1993).
Possivelmente, existem outros elementos através dos quais GCs atuam no promotor de
p21, de forma direta ou indireta, e que estejam localizados ainda mais “upstream” em
relacdo ao p53-RE. Como a porcdo da regido promotora de p21 clonada no vetor p21-
luc compreende apenas 2,4Kb, € possivel que outras regides em seu promotor,
potencialmente influenciadas por GCs, ndo estejam presentes neste vetor. De qualquer
forma, a indug¢do de p21 por Hy em células ST1 parece ocorrer também de forma
independente de p53.

NRPB/Enc-1 foi primeiramente descrito como sendo um dos genes fortemente
regulados por pS3, poucas horas antes de células de carcinoma de préstata adquirirem
um fendtipo apoptético, sendo denominado PIG10 (p53-induced gene 10) (Polyak, Xia
et al., 1997). Este gene, abundantemente expresso em cérebro, codifica uma proteina de
matriz nuclear que € capaz de interagir com pRB, estando envolvida na diferenciacio
neuronal (Kim, Lim et al., 1998). A inducdo de NRPB por GCs foi primeiramente
descrita em nosso laboratério (Vedoy e Sogayar, 2002), sendo que o papel deste gene
durante a resposta antiproliferativa de Hy vem sendo caracterizado em detalhes (Degaki,
2006). A expressao ectopica de NRPB em células ST1 conferiu um fenétipo menos

tumorigénico a estas células, caracterizado pela reducdo da capacidade de crescimento
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em substrato semi-sélido e de formacdo de tumor em camundongos nude. A indugdo de
sua expressdo por Hy em células ST1 € progressiva e parece ser parcialmente
dependente de p53, ja que em células ST1-siP53 os tratamentos com Hy por 3 ou 6h
resultam numa menor inducdo de NRPB (figura 25). Contudo, apds 24h de tratamento,
os niveis de seu mensageiro sdo semelhantes entre ST1 e ST1-siP53.

Ciclina G, um dos primeiros alvos transcricionais de p53 identificados
(Okamoto e Beach, 1994), foi outro gene descrito em nosso laboratério como sendo
regulado por Hy (Vedoy e Sogayar, 2002). Conforme mostrado por um doutorando do
nosso laboratério, células ST1 que superexpressam Ciclina G apresentam um tempo de
dobramento maior e uma menor densidade de saturacdo em relagdo as células parentais.
Além disso, a super-expressao da Ciclina G nas células ST1 leva a uma intensificagdo
do efeito da hidrocortisona e, também, a um prolongamento do seu efeito (Demasi,
2005). Na época da clonagem das seqiiencias de siRNA para p5S3 murino em vetor
lentiviral, foi possivel clonar trés seqiiéncias de siRNA para Ciclina G de rato no
mesmo vetor, sendo que, aparentemente, uma destas seqiiéncias foi parcialmente
validada em relacdo ao bloqueio desta ciclina. Dada a importancia e a dualidade desta
proteina sobre a estabilidade de p53 (Kimura e Nojima, 2002), o bloqueio de Ciclina G
em células ST1 poderd dar maiores indicios da regulacdo que exerce sobre p53 durante
o tratamento com GCs.

Tanto a expressdo basal de Ciclina G, quanto sua indu¢dao por Hy durante as
primeiras horas de tratamento, parecem ser influenciadas por p53 em células STI, a
semelhanga do observado para o gene NRPB (figura 25). Talvez, de fato, o perfil da
regulacdo génica por p53 nestas células, em resposta a Hy, pudesse ser caracterizado
apenas transitoriamente, da mesma forma que se da sua fosforilagdo na Serl5. Contudo,

os ensaios de gene-repérter e de EMSA, que indicam a ativacdo de p53, foram
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realizados com células tratadas com o horménio por 24h. Sendo a meia-vida da
Luciferase de apenas 3h, é improvavel que a atividade de p53, medida apds 24h de
tratamento, seja reflexo de uma ativacdo muito mais precoce. De fato, ao contrdrio da
cinética de fosforilagdo de p53, o acimulo nuclear de p53 total é sustentado mesmo
ap6s 24h de administracdo de Hy. Provavelmente, estes genes que sofrem uma
influéncia parcial de pS3 durante sua inducdo por Hy, devem apresentar uma outra
forma de regulacdo por GCs, seja ela direta ou indireta, que compense a defici€ncia de
pS3.

PTEN, que codifica para uma fosfatase de miltipla especificidade, tem um papel
crucial por promover a regulacdo negativa da via dos fosfatidil-inositdis, através da qual
€ transmitido o sinal mitogénico de muitos receptores de fatores de crescimento (Chu e
Tarnawski, 2004). Recentemente, a demonstragdo de que o receptor de PDGF ¢ um
substrato para PTEN, adicionou um grau de complexidade aos mecanismos de
supressdo tumoral desempenhados por esta fosfatase (Mahimainathan e Choudhury,
2004). PTEN participa de uma retro-alimentacdo positiva juntamente com p53, ja que é
um alvo transcricional de p53 (Stambolic, Macpherson et al., 2001) e, através da
desfosforilagdo de PI3K em situagdes de estresse celular, bloqueia a ativacdo de
MDM?2, induzindo p53 (Mayo e Donner, 2002). Apesar de sua indu¢do por GC em
células ST1 ndo ser dependente de p53, o aumento de seus transcritos, apds 24h de
tratamento, deve estar diretamente relacionado a manutengdo do acimulo destas células
na fase G0/G1 do ciclo.

A expressao basal de MDM?2 em diferentes tecidos murinos ndo € influenciada
por p53, sendo que a alca auto-regulatéria entre pS3 e MDM?2 parece ocorrer apenas
mediante estimulos estressantes (Mendrysa e Perry, 2000). De fato, sua expressdo é

equivalente entre a populagdo ST1-siP53 e sua linhagem parental correspondente. Nao
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ha modulacio de sua expressdo ao longo do tratamento com Hy, o que estd de acordo
com os niveis constantes de p53 encontrados nas células ST1.

A expressdo de alguns dos alvos de p53 que controlam a via de apoptose
também foi avaliada em células ST1. Enquanto os niveis de BAX, gene pré-apoptdtico
que tem sua expressdo regulada positivamente por p53, sdo constantes ao longo do
tratamento com Hy, o gene anti-apoptético Bcl-2, cuja expressdo € normalmente
reduzida por p53, € regulado negativamente durante as primeiras horas de tratamento,
de forma semelhante ao que ocorre com os niveis de PUMA. Estes genes sdo membros
de uma mesma familia, a de Bcl-2. Embora compartilhem dominios conservados, que
sdo importantes para a inducdo de apoptose, estes genes apresentam um papel
antagdnico no controle apoptético (Haupt, Berger er al., 2003). A responsividade de
PUMA a p53 foi caracterizada mais recentemente, sendo que este gene parece ter um
papel essencial na inducdo de apoptose por Bax (Yu, Zhang et al., 2001). Além da
regulacdo da apoptose via expressdao gé€nica, recentemente, foi descrita uma funcao para
o acimulo citoplasmético de p53, que resulta na inducdo de apoptose por ativacao direta
de Bax. Esta ativacdo € bloqueada através da interacdo de pS3 com membros de Bcl-2,
um mecanismo repressor de apoptose. PUMA, que € essencial para a atividade pro-
apoptotica de p53, desfaz esta interacdo repressora, liberando p53 para ativar Bax e,
conseqiientemente, promovendo a liberagdo do citocromo C da mitocondria e ativagdo
de caspases (Chipuk, Bouchier-Hayes et al., 2005). Desta forma, a inibicdo tanto de
Bcl-2 quanto de PUMA, provavelmente, mantém um equilibrio na atividade apoptética
de células STI1, o que € condizente a resposta destas células a Hy, caracterizada pela
parada de crescimento por aumento da proporcao das células na fase GO/G1 do ciclo,
sem haver indu¢do de apoptose. Aparentemente, o bloqueio de p53, através de siRNA,

resulta em menores niveis apenas dos transcritos de PUMA em células ST1.
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Aparte a regulacdo da expressdo génica, as populagdes ST1-siP53 e ST1-siEGFP
apresentaram a mesma taxa de crescimento, tanto na auséncia quanto na presenca do
hormoénio (26.A), sendo que ambas as populacdes sofrem uma parada de proliferacao
marcante quando tratadas com Hy ao longo dos dias, havendo uma diminui¢do da
porcentagem de células nas fases S e G2-M do ciclo celular e o acimulo das células em
GO0/G1 (26.B). Juntos, estes dados apontam para uma atividade condicional de p53
sobre o gene estudado. Apesar da clara ativagdo por Hy em células ST1, seu bloqueio,
através de siRNA, interferiu apenas parcialmente no controle da expressao de alguns de
seus alvos analisados, durante o tratamento com GC, ndo sendo suficiente para
modificar a resposta antiproliferativa destas células ao hormonio. Pode-se afirmar,
portanto, que a modulacdo de p53 compde parte da resposta de células ST1 a Hy sem,
contudo, ser um fator essencial para esta resposta.

E possivel que outros membros da familia de p53 (p63 ou p73) participem desta
resposta de forma mais marcante. A estes genes, tem sido atribuido um papel
relacionado tanto ao desenvolvimento quanto a supressdao tumoral, sendo que ambos
compartilham alguns genes-alvo comuns a p53 (Levrero, De Laurenzi et al., 2000). A
interferéncia de p53, através da expressdo de siRNA, pode, ainda, ter promovido um
mecanismo de compensagdo, no qual a atividade destes genes poderia suprir a perda de
pS53. Este tipo de mecanismo compensatdrio ja foi observado em algumas situacoes de
bloqueio génico. Assim, por exemplo, camundongos ‘“knockout” para Cdk2, Cdk4 ou
Cdk6 sdo vidveis, enquanto camundongos duplo-*“knockout” para Cdk2 e Cdk4 morrem
logo apds completarem o desenvolvimento embriogénico, provavelmente devido a
deficiéncia cardiaca, sugerindo a existéncia de mecanismos compensatdrios para a perda

de cada Cdk individualmente (Cédric Barricre, 2007).
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Recentemente, foi descrita a interagdo fisica entre p73 e GR. Ao contrério de p53, que
reprime a atividade de GR através da ligacao a este fator, na presenca de GC, p73 pode
estimular a capacidade de transativacdo de GR (Zhang, Nie et al., 2006). Além disso,
um dos fenétipos mais marcantes apresentados por camundongos “knockout” para p73
consiste em defeitos no sistema inflamatério, sendo que mais de 80% destes
camundongos apresentam, de maneira cronica e bilateral, rinite, otite, edema periorbital
e conjuntivite (Yang, Walker et al., 2000). Dada a extensdo dos efeitos antinflamatérios
de GCs, estes dados sugerem um possivel envolvimento de p73 na mediacao da resposta
celular a GCs, pelo menos em situagdes inflamatoérias. O papel de p73 na resposta de
células ST1 a GCs nao foi estudado, mas estas evidéncias citadas acima, juntamente
com a auséncia de regulacdo de alguns genes-alvo de p53 por esta proteina, apontam

para a relevancia do estudo de p73 neste sistema.

4.4. Andlise da A¢do de ATRA Sobre a Atividade de p53 em Células STI e Busca de
Modelos Celulares Humanos Responsiveis a ATRA e GCs

A atividade de p53 em células ST1 também foi analisada mediante o tratamento
com 4cido all-trans retindico (ATRA). A resposta destas células a ATRA foi descrita
em nosso laboratorio pelo doutorando Mério Henrique Bentson, sendo que este agente
exerce uma drastica alteracdo nas caracteristicas tumorais de ST1, composta por uma
forte e progressiva inibi¢do na proliferacdo celular. Nas primeiras 10h de tratamento
com ATRA ndo hd alteracOes na taxa de crescimento, sendo que apds 24h ha uma
progressiva inibicdo na entrada destas células na fase S do ciclo celular, atingindo um
bloqueio quase total em 72h de tratamento com ATRA. Esta inibicdo no crescimento
nao é acompanhada por apoptose. A acdo de ATRA nestas células também se da sobre a

formacdo de colonias em substrato semi-sélido, reduzindo fortemente o tamanho e a
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quantidade de colonias formadas (Bengtson, 2002). A resposta fenotipica de células
ST1 ao tratamento com ATRA e Hy é muito similar e a comparacdo entre as vias
envolvidas na reversdo fenotipica tumoral-normal mediada por estes dois agentes pode
evidenciar mecanismos comuns a acao anti-proliferativa de ATRA e glicocorticéides
em células de glioma.

Em diversos tipos celulares, ja foi demonstrado que o tratamento com ATRA
pode alterar alguns aspectos funcionais de p53, podendo regular os niveis de seu
transcrito e de sua proteina (Sarkar e Sharma, 2002), positiva ou negativamente,
promover retencido da proteina no nucleo (Takada, Isogai et al., 2001), aumentar sua
capacidade de transativacdo (Curtin, Dragnev et al., 2001) e, conseqiientemente, regular
a expressdao de alguns genes-alvo como p21 (Takada, Isogai er al., 2001) e BCL-2
(Haidar, Manshouri et al., 2000). Tais alteracdes sofridas por pS3 parecem mediar a
resposta celular ao ATRA ou, em alguns casos, representar apenas um efeito secundario
ao tratamento.

Alguns indicios sugerem haver uma relacdo mais extensa entre pS3 e ATRA.
Assim, por exemplo, camundongos transgénicos deficientes para o receptor alfa de
acido retindico (RAR) apresentam baixa expressao deste receptor em diversos tecidos
(baco, medula dssea e timo), o que leva a uma diminui¢do significativa na expressao de
pS53 e, também, a uma maior expressao de BCL-2 nestes tecidos. Como resultado, ha
alta incidéncia de linfomas nestes animais, similarmente ao visto em camundongos
"knock-out" para p53 (Haidar, Manshouri et al., 2000).

Foi possivel observar que o nivel de ativacdo tanto de p53 quanto do promotor
de p21 pelo tratamento de células ST1 com ATRA e Hy por 24h € equivalente (figura
24) e que o bloqueio de p53 por siRNA reduz a atividade promotora de p21 nestas duas

situagdes, de maneira similar. A expressdo de p21 € induzida em células ST1 sob
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tratamento com ATRA (Bengtson, 2002), semelhantemente a resposta a Hy (figura 11).
Estes dados apontam para uma possivel convergéncia, mesmo que parcial, entre as
respostas antiproliferativas de células ST1 a Hy e ATRA.

O potencial antiproliferativo do 4cido retindico foi testado em diversas linhagens
celulares de glioma, as quais apresentaram respostas distintas quanto a inibicdo de
crescimento em monocamada (Rutka, De Armond et al., 1988; Magrassi, Butti et al.,
1995; Bouterfa, Picht et al., 2000; Schmidt, Groscurth et al., 2000) e em suspensao
(Yung, Lotan et al., 1989; Mukherjee e Das, 1995). Entretanto, o ATRA exerceu ampla
acdo antiproliferativa em todas as culturas primdrias de gliomas humanos estudadas
(Bouterfa, Picht et al., 2000).

Dada a grande importancia de pS3 na manutencdo da estabilidade gendmica e no
controle do ciclo celular, bem como a alta e progressiva incidéncia de mutagdes em pS3
em gliomas humanos (Nozaki, Tada et al., 1999), sua atividade, em resposta a ATRA e
DEX, foi medida em linhagens de glioma humano que apresentam diferentes “status” de
p353: USTMG (p53 selvagem), A172 (pS3 mutado em um alelo) e T98G (pS3 mutado
em ambos os alelos). Como apresentado na figura 12.A, n3o houve variacdes
significativas na atividade de p53 durante o tratamento das linhagens US7MG e A172
com DEX ou ATRA. Devido ao estado mutado de p53 de T98G, sua atividade ¢é
praticamente indetectdvel nestas células. As células A172 respondem ao tratamento com
DEX, apresentando um decréscimo na porcentagem tanto de células em S quanto em
G2-M e um conseqiiente acimulo de células nas fases GO/G1 do ciclo celular. Esta
resposta é progressiva e torna-se mais evidente apés 48h de tratamento com 107M
DEX, quando a porcentagem de células em GO/G1 aumenta de 65% (controle) para
cerca de 80% (DEX) (figura 12.B). Contudo, esta resposta parece ndo estar relacionada

com a ativagdo de p53, que nio € modulada nestas condi¢des.
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Segundo a literatura, a proliferacdo de células U87MG, ao contrario de A172, é
estimulada pelo tratamento com DEX, tanto in vitro quanto in vivo, num processo que
depende de GR (Pinski, Halmos et al., 1993). A inducdo da proliferacdo destas células
por DEX também ndo pode ser relacionada a inibi¢do da atividade de p53, a qual ndo
sofre modulacdo (figura 12.A). A linhagem T98G também parece ser responsivel a
DEX, apresentando um bloqueio proliferativo na presenca do horménio (Kaup,
Schindler et al., 2001). Contudo, esta linhagem possui ambos os alelos de p53 mutados,
0 que revoga sua atividade de transativacao (figura 12.A). Portanto, sua resposta a GC
ndo estd associada a acao de p53.

Na época em que a atividade de p53 destas linhagens estava sendo analisada, a
resposta proliferativa das mesmas, em resposta ao ATRA, estava sendo caracterizada
neste laboratério pelo Dr. Mério Henrique Bentson. As linhagens T98G e A172
apresentam respostas similares a ATRA em relacdo a capacidade de crescimento em
substrato semi-sélido, sendo que o tratamento impede a formag¢do de colonias de ambas
as linhagens, quando plaqueadas em agarose, sugerindo a possivel interferéncia no
potencial tumorigénico destas. Entretanto, em relacdo a proliferacdo em substrato
sOlido, apenas a linhagem T98G apresentou um forte bloqueio na sintese de DNA,
medida através da incorporacdo de H>-timidina, enquanto células A172 ndo sofreram
qualquer alteracao (Méario Bengtson, dados ndo publicados). Apesar de p53 da linhagem
A172 apresentar a capacidade de transativar, sua atividade ndo € estimulada por ATRA.
A resposta de T98G ao tratamento também ocorre por mecanismos independentes de
pS53. Portanto, a tentativa de extrapolar os resultados observados em células ST1 de
glioma de rato para linhagens de glioma humano indicou que, diferentemente de ST1, a

resposta destas células humanas a GC e ATRA ndo envolve p53.
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Na procura de modelos celulares humanos que apresentassem respostas
semelhantes as de células ST1 a glicocorticéides e 4cido retindico e, ainda, para analisar
a relevancia de p53 na resposta a estes agentes, foram utilizadas a linhagem de
carcinoma de célon humano HCT116 p53+/+ e sua variante HCT116 p53'/ ", nula para
pS3. A atividade promotora de p21 foi analisada nestas linhagens, quando tratadas com
estes agentes, o que poderia indicar uma modulacdo da atividade de p53. Conforme
apresentado na figura 13.A, a atividade promotora de p21 é maior em células HCT116

3** do que em HCT116 p53'/ " em situagdo basal, indicando a influéncia de p53 sobre

pS
este promotor nestas células. Sua atividade foi aumentada em resposta a ATRA, mas
nao a DEX, de forma dose-dependente, apenas nas linhagens p53+/ *, evidenciando que a
regulacdo do promotor de p21 por ATRA, nestas células, € condicional a presenca de
p53. Entretanto, os tratamentos ndo modularam a taxa de sintese de DNA em qualquer
uma das células analisadas (figura 13.B), sendo que a ativag@o de p53 e inducdo de p21
nao foram suficientes para induzir uma parada de proliferacdo destas linhagens de tumor

de colon. Portanto, estas células ndo se mostraram um modelo compativel com aquele

de células ST1 para estudar os efeitos anti-proliferativos de GCs e ATRA.
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5. CONCLUSOES

A ativacdo p53 por Hy foi observada apenas nas células ST1 (responsiveis a
GCs), mas nao em P7 (resistentes ao tratamento). Em células ST1, GCs induzem
o aumento da capacidade de p53 se ligar ao DNA e transativar, através do
acimulo nuclear da proteina e de sua fosforilagdo na SerlS5, sem haver
modulacdo nos niveis de mRNA e de proteina total de p53.

Os niveis de GR nas linhagens estudadas estdo de acordo com o grau de
responsividade delas a GCs: ST1>C6>P7; havendo uma correlagdo positiva
entre os niveis de expressao/atividade de GR e a ativacdo de p53 por GCs nestas
células.

O perfil de inducdo da fosforilagao da Ser15 de p53 por Hy e soro € similar em
células ST1. Contudo, ndo ha correlacdo entre a cinética de fosforilacdo de p53 e
a inducao de SGK e p38 MAPK.

O envolvimento de p53 na resposta antiproliferativa de GCs e ATRA, observado
em células ST1, ndo ocorre nas linhagens de glioma humano estudadas.

A expressao ectdpica da proteina E6 de HPV-16 nao altera os niveis de p53 em
células ST1.

O bloqueio de p53 de células ST1, através da expressdo de siRNA, resultou
numa modulag@o parcial da expressao de alguns de seus genes-alvo, mas nao foi
suficiente para revogar o efeito anti-tumoral exercido por Hy nestas células,
indicando que a modulag@o de p53 pode estar associada a um efeito secundério,

mas nao essencial, a resposta a GCs.
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