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RESUMO

RIBEIRO, Fabio Schneider. HMGB1 de Aedes aegypti: Clonagem, Expressao
e Funcgdo. Dissertagdo (Mestrado em Quimica Bioldgica) — Instituto de Bioquimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

As proteinas do tipo “High Mobility Group” (HMGs) estdo entre as mais
abundantes e ubiquas em eucariotos. Em vertebrados, elas s&do divididas em trés
grupos (HMGB, HMGA e HMGN) de acordo com seus dominios de ligagdo ao DNA.
As proteinas HMGB estdo envolvidas na transcri¢cao, replicagdo, recombinacao e
reparo de DNA. A proteina HMGB1 de vertebrados contém dois dominios
homologos de ligagdo ao DNA, os HMG “boxes” A e B, cada um com cerca de 75
aminoacidos. A porcao C-terminal da proteina é carregada negativamente, sendo
constituida por uma sequéncia continua de residuos de aminoacidos acidos. Essas
proteinas sdo capazes de reconhecer e ligar-se preferencialmente a moléculas de
DNA distorcidas ou dobradas, além de promover o superenovelamento e a dobra de
moléculas de DNA. Apesar da proteina HMGB1 ser descrita em muitos organismos,
poucos trabalhos descrevem seu papel em insetos dipteros, como o Aedes aegypti.
O cDNA que codifica a proteina HMGB1 em Aedes aegypti (AaHMGB1) foi clonado
partir de uma busca realizada em banco de dados (Vector base). Apesar da alta
identidade entre os “box” A e “box” B da proteina AaHMGB1 e seus ortdlogos, a
AaHMGB1 apresenta apenas 13 residuos de aminoacidos acidos na sua porgao C-
terminal (C), além da presenca de uma regiao rica em residuos de aminoacidos de
alanina e glutamina (poliAQ), ausente em mamiferos. Foram geradas proteinas
recombinantes correspondendo a proteina inteira ou suas formas truncadas sem a
cauda acida ou sem a regiao poliAQ (AC ou AAQ, respectivamente). Ensaios in vitro
de superenovelamento de DNA revelaram que a AaHMGB1 é capaz de
superenovelar um DNA plasmidial de forma mais eficiente quando comparada a
proteina humana. O mesmo foi observado na promog¢ao de dobras em um fragmento
de DNA de 123 pares de bases. Verificou-se ainda, que a proteina AaHMGB1AC
parece favorecer as interacbes DNA-proteina tanto na promocado de
superenovelamento quanto na dobradura do DNA. Sendo as HMGs alvos de
modificacdes pos traducionais, realizamos ensaios de fosforilagdo in vitro e
demonstramos que a proteina AaHMGB1 é fosforilada pela Proteina Cinase C, mas
nao pela CK2. Através de ensaios de RT-PCR, verificamos que o gene da
AaHMGB1 é transcrito em todos os estagios do ciclo de vida do mosquito.
Verificamos ainda, que a transcricdo € aumentada 48h apds a alimentagao por
sangue, quando comparada com o periodo de 24h e fémea nao alimentada. Este
aumento também foi observado nos tecidos (ovario, corpo gorduroso e intestino
médio). Estes resultados podem sugerir que a proteina AaHMGB1 pode estar
envolvida em alguns processos fisiolégicos do mosquito como a vitelogénese, o
sistema imune (infeccdo pelo virus da dengue) e resisténcia a inseticidas. No
entanto, estudos posteriores sdo necessarios para um melhor esclarecimento do
papel fisiolégico da AaHMGB1 no Aedes aegypti.



ABSTRACT

Ribeiro, Fabio Schneider. Aedes aegypti HMGB1: Cloning, Expression and
Activity. Dissertation (Master Degree in Biological Chemistry). Instituto de Bioquimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

The High Mobility Group (HMGs) proteins are among the most abundant
ubiquitous proteins in eukaryotes. In vertebrates they are organized in three groups,
according to its DNA binding domains: HMGB, HMGA and HMGN The HMGBs are
involved in DNA transcription, recombination, replication and repair. The vertebrate
HMGB1 contains two homologous DNA binding domains, the HMG boxes A and B.
Each domain contains aproximately 75 amino acid residues. The C-terminal portion
of the protein is negatively charged. It is composed of a continuous sequence of
acidic amino acid residues. These proteins recognize, and preferentially bind, to
distorted or bent DNA molecules, also promoting DNA supercoiling and bending.
Although the HMGB1 protein has been described in many organisms, few works
describe their role in dipteran insects like Aedes aegypti. The cDNA that translates
the Aedes aegypti HMGB1 protein (AaHMGB1) was cloned based on the sequence
obtained through a database query (Vector base). Despite the high identity between
boxes A and B of AaHMGB1 and their orthologues, there are only 13 acidic amino
acid residues in the C-terminal portion of the protein (C) and it presents a region
which is rich in alanine and glutamine residues (poliAQ), absent in mammals.
Recombinant proteins were produced either with the entire AaHMGB1 sequence or
deleted regions such as the acidic tail and the poliAQ region (AC and AAQ,
respectively). In vitro assays of DNA supercoiling showed that AaHMGB1 is more
efficient in plasmidial DNA supercoiling compared to the human protein. The same
result was observed on the bending promotion of a 123bp DNA fragment.
Considering that the HMGs undergo post-translational modifications, in vitro
phosphorylation assays were performed, showing that the AaHMGB1 protein is
phosphorylated by Protein Kinase C, but not by CK2. By the means of RT-PCR
analysis we found that the AaHMGB1 gene is transcripted throughout the mosquito
development. We could also note that transcription is increased 48 hours after blood
ingestion, when compared to a 24 hours period on unfed females. This increase was
also observed on different tissues, including the ovaries, fat body and midgut. These
results suggest that the AaHMGB1 could be involved in physiological roles in
mosquitoes, like vitellogenesis, the immune system response to viral infections and
resistance to insecticides. Further studies will be needed to increase our
understanding of the physiological roles of AaHMGB1 in Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aedes aegypti

O Aedes aegypti, além de representar um importante vetor da febre amarela e
dengue, é considerado um excelente modelo para estudos de artropodes vetores de
doencgas, devido a grande disponibilidade de informagdo sobre o seu
desenvolvimento, fisiologia e bioquimica.

A espécie Aedes aegypti (figura 1) pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta,
ordem Diptera (di = duas; ptera = asas), familia Culicidae e género Aedes. A
principal caracteristica deste filo sdo as pernas articuladas (arthros = articulagao;
podos = pés). Entretanto, ndo sé as pernas sao articuladas, como também as
demais extremidades, representadas pelas antenas e pegas bucais (BEATY &

MARQUARDT, 1996).

Figura 1: Aedes aegypti.
(www.rc.unesp.br/ib/zoologia/aedes_aegypti.jpg.)

O corpo dos mosquitos da espécie Aedes aegypti (como de todos os insetos)
€ organizado em trés regides: cabecga, térax e abdome. Na cabeg¢a encontram-se um
par de antenas, um par de olhos compostos (formado por varias unidades

denominadas omatidios) e as pecas bucais compostas por um aparelho do tipo
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sugador picador. No térax encontram-se trés pares de patas e um par de asas
(figura 2) (BEATY & MARQUARDT, 1996). No entanto, algumas dessas

caracteristicas podem variar de acordo com o grupo de inseto.

[T T

s
f Asdey [ Jregampia ) aegyptl [Linnosus b \r'
-

Figura 2: Morfologia do Aedes aegypti.
(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/ipcv_002.pdf)

1.1.1 Desenvolvimento do Aedes aegypti

Os insetos podem apresentar trés tipos de desenvolvimento. O Aedes
aegypti, assim como os dipteros, caracterizam-se como holometabolos (holo = total),
com metamorfose completa. Do ovo eclode a larva, que passa por quatro estagios,
bastante distinta do adulto. Apds o quarto estagio larval, esse organismo passa por
um estagio denominado pupa. E nesse estagio que ocorre a metamorfose: a larva

transforma-se num adulto, que emerge em macho ou fémea (figura 3).



20

A E5T MDD

TERCER
D8 LARVA

Figura 3: Ciclo de vida do Aedes aegypti.
(http://neeladri.files.wordpress.com/2006/10/aedes-aegypti.gif)

Os ovos do Aedes aegypti medem, aproximadamente, 1 mm de
comprimento e apresentam contorno alongado e fusiforme (BEATY & MARQUARDT,
1996). Sao depositados pela fémea, individualmente. Os ovos sao capazes de
resistir a longos periodos de dessecagao, que podem prolongar-se por mais de um
ano (HALSTEAD, 2008).

A capacidade de resisténcia dos ovos de Aedes aegypti a dessecagao € um
sério obstaculo para sua erradicagdo. Esta condicdo permite que os ovos sejam
transportados a grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim o
principal meio de disperséo do inseto (dispersao passiva) (HALSTEAD, 2008).

Todos os estagios imaturos do A. aegypti sdo aquaticos. A larva € composta
de cabeca, térax e abdome. A fase larval é o periodo de alimentacao e crescimento.

As larvas possuem quatro estagios evolutivos. Alguns dias apds a larva entrar

no quarto estagio, ela sofre uma nova modificagdo e entra na fase de pupa, na qual
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nao se alimenta, esta fase dura geralmente de 2 a 3 dias (BEATY & MARQUARDT,
1996).

Cerca de 1 a 2 dias apds a larva entrar no estagio de pupa, surge a fase
adulta, com os machos emergindo primeiro (BEATY & MARQUARDT, 1996). O
adulto de A. aegypti representa a fase reprodutora do inseto. Como ocorre com
grande parte dos insetos alados, o adulto representa também importante fase de
dispersao.

O A. aegypti é escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais,
que permitem a identificacdo da espécie (figura 2) (BEATY & MARQUARDT, 1996).
O macho se distingue da fémea essencialmente por possuir antenas plumosas e
palpos mais longos.

Em temperaturas mais elevadas (verao), o ciclo de vida do mosquito (ovo ao

adulto), completa-se em torno de 10 dias (BEATY & MARQUARDT, 1996).

1.1.2 A influéncia da Hematofagia em Aedes aegypti

A hematofagia € um processo fisiolégico essencial em muitos organismos
incluindo mosquitos, carrapatos e pulgas. Enquanto os machos de A. aegypti
possuem a probodscide adaptada para sugar seiva de plantas (fonte de carboidratos),
as fémeas sao hematdéfagas. A ingestdo do sangue resulta em algumas
modificagdes fisioldgicas assim como influencia alteragcbes teciduais seja em nivel
morfolégico como funcional.

Em fémeas de A. aegypti, o intestino médio tem um papel crucial, pois € o

primeiro tecido envolvido no processamento do sangue ingerido. Este tecido é o
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responsavel ndo somente pela digestao e captagédo de nutrientes, mas também é o
primeiro local de contato com o patégeno (SANDERS e cols., 2003).

A distensao do intestino médio, ocasionada pelo grande volume de sangue
ingurgitado, causa grande estresse ao mesmo. Este tecido é estimulado pelo sangue
a secretar uma camada extracelular semipermeavel denominada matriz peritréfica
(MP). A MP é composta por quitina, proteinas e proteoglicanos, cujas fungbes sao
prevenir ou reduzir a entrada de patégenos no organismo, modular a digestdo e
proteger as células epiteliais de qualquer dano mecanico e quimico (ABRAHAM &
JACOBS-LORENA, 2004). Han (2000) demonstrou que a maturagao da MP de A.
aegypti coincide com o desenvolvimento dos ovécitos de Plasmodium, sua invasao e
penetracao em células epiteliais do intestino médio (HAN e cols., 2000), enfatizando
a fungdo da MP como uma barreira contra a infeccdo por Plasmodium e outros
patdgenos (KATO e cols., 2008).

Os nutrientes presentes no sangue ingurgitado sao essenciais para o
desenvolvimento dos ovos. Estes desencadeam uma série de processos hormonais
levando a sintese protéica essencial para a vitelogénese. O corpo gorduroso é um
tecido primordial neste fendmeno. A hematofagia estimula nas células do corpo
gorduroso a proliferagdo de organelas, bem como a sintese e secregdo das
proteinas precursoras de vitelo (PPV — YPP, do inglés yolk protein precursors),
proteinas relacionadas a vitelogénese. Através deste processo observa-se também
um aumento de 3 a 4 vezes no RNA total deste tecido, refletindo na acumulagao de

RNAr e ribossomos (NIU & FALLON, 2000).
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1.1.3 Vitelogénese

A vitelogénese € o processo através do qual reservas sdo progressivamente
armazenadas nos ovécitos de animais oviparos, originando o vitelo dos ovos
maduros. O processo € surpreendentemente semelhante em todos os animais
analisados até o momento. H4 muitos pontos em comum durante a vitelogénese de
helmintos, insetos e vertebrados.

O ciclo vitelogénico em A.aegypti pode ser dividido em trés periodos distintos.
Inicialmente, no periodo pré-vitelogénico, o corpo gorduroso do mosquito se prepara
para a sintese de uma grande quantidade de PPV. Esse processo parece ser
controlado por horménio juvenil. Em um segundo estagio a sintese de PPV é muito
diminuida e permanece dessa forma até a primeira alimentagdo sanguinea, quando
0 mosquito entra na fase em que se inicia a sintese de PPV propriamente dita. O
corpo gorduroso produz PPV que se acumulam e sdo estocadas nos ovocitos. Essa
fase do ciclo esta sob o controle hormonal de 20-hidroxiecdisona (20E). Finalmente,
no terceiro periodo, a sintese de PPV é cessada no corpo gorduroso (ATTARDO e
cols., 2005).

O repasto sanguineo das fémeas fornece o0s nutrientes para o
desenvolvimento dos ovos, ou seja, o inicio do processo de vitelogénese. Apos o
repasto, o intestino médio encontra-se completamente dilatado, esta situacao
estimula o tecido neuronal (cérebro) a liberar um neuropepitideo conhecido como
horménio ecdisteroidogénico ovariano (HEO - OEH, do inglés ovarian ecdysiotropic
hormone), na hemolinfa (BROWN e cols., 1998). O HOE estimula as células
foliculares do ovario a produzirem ecdisona, um hormdnio esterdide de inseto, que

esta envolvido no processo de muda, no desenvolvimento do sistema nervoso, na
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reprodugao e na producao de ferorménios. A ecdisona é convertida em sua forma
ativa a 20E, no corpo gorduroso (HAGEDORN e cols., 1975).

Os aminoacidos obtidos do sangue através alimentagdo sinalizam para o
corpo gorduroso, que junto com 20E, ativam os genes das PPV, sendo os principais,
vitelogenina (Vg), carboxipepitidase vitelogénica (CpV — VCP, do inglés vitellogenic
carboxypeptidase), catepsina B vitelogénica (CBV — VCB, do inglés vitellogenic
cathepsin) e lipoforina (Lp), tendo a Vg como proteina mais abundante (Raikhel,
2002). A 20E é o maior estimulador que induz a expressao génica em mosquito,
apos a ativacao pela 20E os genes PPV séao transcritos e traduzidos no corpo
gorduroso e essas proteinas sao processadas e secretadas para a hemolinfa, onde
serdo captadas por receptores no ovario para o desenvolvimento dos ovodcitos
(figura 4) (RAIKHEL e cols. , 2002).
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Figura 4: Esquema da ativacdo da vitelogénese pela alimentacdo de sangue.

OEH: hormdnio ecdisteroidogénico ovariano; 20E: 20-hidroxiecdisona; YPP: precursor da proteina yolk;
Vg: vitelogenina; VCP: carboxipepitidase vitelogénica; VCB: catepsina B vitelogénica; Lp: lipoforina
(ATTARDO e cols., 2005).
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Assim o titulo de 20E na hemolinfa esta correlacionado com a sintese de PPV
no corpo gorduroso (RAIKHEL e cols., 2002), no qual o nivel maximo de 20E é
atingido em 24h, o que esta de acordo com os niveis maximos de transcricdo do
gene da Vg (CRUZ e cols., 2009). A 20E exerce o controle sob os genes das PPV
através da interagao com receptores intracelulares, estes sao constituidos por um
heterodimero, formado entre o receptor de ecdisona (REc — EcR, do inglés
ecdysone receptor ) e o homodlogo do receptor X retindide chamado ultraspiracle
(USP). Ambas unidades sao membros da superfamilia de receptores nucleares
(YAO, 1993). A ativacado do heterodimero, EcCR-USP, através do ligante (20E) atua
diretamente sobre os genes precoces E74 e E75 (MARTIN e cols., 2001). Analises
da regiao regulatéria 5’-ndo traduzida do gene da Vg mostram a presencga de sitios
putativos de ligagao para EcCR-USP, E74 e E75 (figura 5), 0 que sugere que o gene

Vg de A. aegypti pode ser regulado direta ou indiretamente pela 20E (RAIKHEL e

USP EcR
4

cols., 2002).
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Figura 5: Esquema da requlacdo direta ou indireta da Vitelogenina por 20E (MARTIN e cols, 2001).
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A regidao 5° regulatoria do gene da Vg contém sequéncias de ligagao para
EcR-USP, E74, E75. Genes que codificam para esses fatores de transcricdo sao
super-expressos apos a alimentacado de sangue, revelando a participacao direta de

EcR-USP, E74, E75 na regulacédo da Vg (RAIKHEL e cols., 2002).

1.2 Regulacéo da Expresséo Génica e Estrutura da Cromatina

A cromatina foi identificada pela primeira vez em 1882, por Walther Flemming,
através de experimentos de refracdo e afinidade por corantes. Em 1974, Oudet e
colaboradores, obtiveram evidéncias bioquimicas que demonstravam o genoma
eucariotico claramente organizado e distribuido sob forma de unidades repetidas de
tamanhos uniformes denominadas nucleossomos (OUDET e cols., 1975).

Os nucleossomos séo constituidos pelo DNA gendmico associado a um
octamero protéico que, por sua vez, é formado por dois conjuntos de quatro histonas
nucleossomais denominadas H2A, H2B, H3 e H4. A composicao linear do octamero
nucleossomal pode ser resumida como (H2A-H2B)-(H4-H3)-(H3’-H4’)-(H2B’-H2A")
em torno da qual um segmento de dupla hélice de DNA, composto por 147 pares de
bases, perfaz 1.7 voltas, enrolando-se como uma linha em torno de um carretel

(figura 6)
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HZB H4

Figura 6: Esquema do nucleossomo.
(A) Representacao da associagao entre octamero protéico e o DNA genémico. (B) Esquema ilustrativo
da organizagao da estrutura de fibras do nucleossomo. (NELSON & COX, 2000).

Oudet e colaboradores fizeram as primeiras relacdes entre a estrutura dos
nucleossomos e a fungdo do genoma eucaridtico em 1975. Estas observacdes
continuam atuais, sendo corroboradas até hoje em experimentos que demonstram a
desestruturagcdo do nucleossomo em regides promotoras de genes ativamente
transcritos (BOEGER e cols., 2003). Hoje, sabe-se que o acesso dos fatores e
maquinaria de transcricdo ao DNA é regulado por diversos mecanismos capazes de
alterar a estrutura dos nucleossomos.

A acessibilidade do DNA nucleossomal depende da dissociagao transitéria
das histonas que o compde, o que expde regides previamente oclusas, viabilizando
assim o acesso e ligagdo de proteinas reguladoras. De forma geral, in vivo, a
estrutura dos nucleossomos pode ser regulada por trés principais mecanismos:
modificacdes pds-traducionais nas por¢cdes amino-terminais das histonas, alteracdes
na composicdo do octdmero de histonas e pelo reposicionamento do octdmero de
histonas ao longo do DNA nucleossomal (SAHA e cols., 2006).

Se dividissimos em duas etapas o intrincado processo de regulagao da
expressao génica, considerariamos a desestruturagdo dos nucleossomos como uma
primeira etapa, na qual toda a informagao contida na cromatina estaria sendo

disponibilizada através de seu desempacotamento. A partir dai, a modulagao
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estrutural do DNA desempacotado seria considerada uma segunda etapa, que em
ultima instancia direcionaria as interagdes entre os fatores e a maquinaria basal de
transcricdo as suas regides de atuagao.

Dentro do contexto de regulagdo transcricional e levando-se em conta a
funcdo nuclear desempenhada pelas proteinas do tipo HMGB, sera dada ao longo
das proximas subsegdes uma maior atengdo aos eventos de regulagdo génica

associados a modulagao estrutural e topolégica do DNA.

1.3 Estrutura e funcédo do DNA superenovelado

O DNA é capaz de sofrer modificacbes estruturais em resposta a forcas
fisicas aplicadas a ele durante determinados processos biolégicos. Mais
especificamente, podemos citar o enovelamento e desenovelamento da dupla hélice
do DNA através da acdo da maquinaria basal de transcricdo e de fatores
transcricionais. Esse tipo de acado acarreta a geracgéao transitoria de forgcas que, por
sua vez, atuam indiretamente no processo de regulagdo génica (KOUZINE &
LEVENS, 2007).

No DNA, o numero de voltas peridodicas em torno do seu eixo central é
determinado pela estrutura planar estabelecida entre os pares de bases e pelas
rigidas ligacoes fosfodiésteres entre seus fosfatos. Essa configuracdo favorece a
formacado de uma estrutura helicoidal estavel denominada DNA tipo B. Nesse caso,
a fita dupla de DNA apresenta voltas periddicas constituidas por 10.5 pares de base
e de didmetro equivalente a ZOA, sendo caracterizada, do ponto de vista topoldgico,
como um arranjo estrutural “relaxado” (figura 7). Entretanto, se imobilizarmos uma

das extremidades da dupla fita de DNA e promovermos uma rotacdo na outra
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extremidade livre, dependendo da direcdo dessa rotagao, estaremos introduzindo ou
desfazendo voltas e, dessa forma, favorecendo um rearranjo estrutural da molécula.
Esse rearranjo é decorrente de uma redistribuicdo de forgas atuantes na estrutura do
DNA e acarreta, em ultima instadncia, na formacdo de uma estrutura terciaria

superenovelada (figura 7).

Figura 7: DNA plasmidial relaxado e superenovelado. 0.2 pm

A primeira micrografia eletrénica da esquerda representa a molécula relaxada e da esquerda para a
direita 0 aumento nos niveis de superenovelamento do DNA. (NELSON & COX, 2000).

Se considerarmos a sequéncia de desoxirribunucleotideos que constituem o
DNA como uma estrutura primaria e o arranjo helicoidal determinado por essas
unidades como uma estrutura secundaria, poderiamos considerar que as diferentes
conformacgdes assumidas pela dupla hélice de DNA estariam caracterizando uma
espécie de estrutura terciaria. O DNA superenovelado nesse caso, seria uma
estrutura terciaria capaz de assumir duas formas topologicamente equivalentes: a
estrutura helicoidal toroidal (ou solendide), na qual o eixo da molécula encontra-se
enrolado como se estivesse em torno de um cilindro (figura 8A) e a estrutura
plectonémica, na qual o eixo da molécula encontra-se torcido em torno de si mesmo

(figura 8B).
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Figura 8: Modelo ilustrativo da estrutural toroidal (A) e da estrutura plectonémica (B).
(Travers & Muskhelishvili, 2007).

Em eventos de ativagdo da transcricdo génica a abertura transitdria da
molécula de DNA, a presencga de fatores transcricionais e o deslizamento de RNA
polimerase, promovem a propagacgao de torgdes na fita dupla. A literatura sobre o
tema sugere que o acumulo ou dissipagédo do torque ao longo da molécula de DNA
seria capaz de desempenhar importante papel na modulacdo da temperatura de
anelamento em regides promotoras de determinados genes (KOUZINE & LEVENS,
2007).

A atividade transcricional em regides promotoras localizadas préoximas umas
das outras, desencadeia a propagacao de torques capazes de influenciar
diretamente suas fungbes (OPEL & HATFIELD, 2001; DUNAWAY & OSTRANDER,
1993). Trinklein e colaboradores demonstraram que a energia contida em
determinadas regides promotoras préximas, favorece a separagcdo da dupla fita,
independentemente da acao da helicase TFIIH (TRINKLEIN e cols., 2004). O FUSE

(Far UpStream Element) € uma sequéncia de nucleotideos presentes no promotor
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do protooncogene c-myc caracterizada como uma SIDD (Stress Induced Duplex
Destabilization). As SIDDs podem ser teoricamente determinadas a partir de um
algoritmo que calcula a estabilidade termodindmica e a probabilidade de
determinadas sequéncias em assumirem condicdes de fita simples mediante

estresse induzido por propagacéao de torque (KOUZINE & LEVENS, 2007).

1.4 Estrutura e funcado do Bending DNA

Um fator de transcricdo pode regular a expressdao de um determinado gene
mesmo que ambos estejam localizados em regides distantes umas das outras ao
longo da molécula de DNA.

Hahn e colaboradores demonstraram em bactérias que, a repressdo do
operon araBAD depende da interagdo da proteina araC com uma regido do DNA
localizada 200 pares de bases a montante ao sitio de iniciagado de transcricdo. Os
autores sugeriram que a proteina araC seria capaz de interagir com outra proteina
localizada em uma regido proxima ao sitio de iniciagdo de transcricao através de
dobras assumidas pela molécula de DNA (HAHN e cols., 1986; MARTIN e cols.,
1986).

Outro exemplo para esse tipo de regulacéo pode ser encontrado no promotor
do virus SV40 (simian virus 40). O promotor SV40 regula a expressdao de genes
especificos a partir da cooperagao entre proteinas presentes em 3 diferentes regides
do DNA: uma regidao TATA, um segmento intermediario e uma regiao ativadora
localizada a montante ao sitio de iniciagcao de transcrigdo. As interacdes entre essas
regides sao dependentes de rearranjos estruturais da molécula de DNA, que

favorecem suas aproximagdes espaciais. Para confirmar a hipotese de que
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modificagdes na estrutura “primaria” da molécula de DNA poderiam ser responsaveis
pela alteragao na estrutura “terciaria” e no consequente desalinhamento de regides
reqguladoras, Takahashi e colaboradores demonstraram uma diminuigao na atividade
transcricional através da insercdo de pequenas sequéncias aleatérias entre as 3
regides reguladoras do promotor SV40. Nesse contexto, a diminuigdo da transcrigao
em funcao do espagamento das regides do promotor sugere que a interagcdo entre
as proteinas reguladoras possa ser dependente de uma estrutura terciaria assumida
pela molécula de DNA (TAKAHASHI e cols., 1986).

Ptashne e colaboradores demonstrou, em 1986, que duas proteinas
reguladoras de fago A eram capazes de promover cooperativamente a transcrigéo de
genes especificos através da formacdo de um heterodimero capaz de ligar-se a
sequéncias adjacentes presentes no DNA bacteriano (PTASHNE e cols., 1986).

De forma contraria ao que foi observado por Takahashi, os autores
demonstraram que os niveis de expressao obtidos nesse sistema, poderiam ser
reproduzidos mediante a inser¢gdo de uma longa sequéncia de nucleotideos entre as
regides reguladoras adjacentes. A inser¢dao de uma longa sequéncia compreende
uma estrutura helicoidal composta por 7 voltas e que, devido a sua flexibilidade,
favorece a formagéo do heterodimero regulador através de uma dobra na molécula
de DNA.

Hochschild e Ptashne (1986) complementaram os resultados obtidos por
Takahashi agregando a idéia de que, independentemente do comprimento da
sequéncia inserida entre as regides reguladoras, a posi¢ao dessas regides precisa
ser preservada em torno do eixo da molécula de DNA. Caso isso nado aconteca,

mesmo através de modificagcdes na estrutura “terciaria” da dupla fita de DNA, o
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contato entre as proteinas reguladoras nao sera estabelecido devido ao

desalinhamento de seus sitios de ligagdo (PTASHNE, 1986).

1.5 Proteinas do grupo de alta mobilidade eletroforética ou “High Mobility

Group” (HMG)

Na cromatina, além das histonas, existem proteinas n&o-histonas
denominadas de High Mobilty Group (HMG). As HMGs receberam essa
denominagdo devido a sua alta mobilidade eletroforética em géis de uréia
(GOODWIN e cols., 1973). Essa alta mobilidade eletroforética esta diretamente
relacionada a composicdo de aminoacidos desses polipeptideos, compostos de
muitos residuos de aminoacidos basicos e acidos. Esta familia de proteinas
nucleares nao-histonas € o segundo grupo de proteinas cromossomais mais
abundantes, cujas funcbes relacionadas ao DNA s&do a transcrigdo, replicagao,
recombinagao e reparo, envolvendo modificagado na estrutura do DNA e organizagao
da fibra de cromatina (BUSTIN, 1999). Deste modo, as HMGs s&o denominadas de
proteinas arquiteténicas do DNA (AGRESTI & BIANCHI, 2003).

Apesar das HMGs possuirem funcdes similares, essas proteinas encontram-
se agrupadas, em vertebrados, de acordo com suas propriedades estruturais em
trés familias diferentes: HMGA sao proteinas muito pequenas (aproximadamente 10
kDa), contém dominios de gancho AT, segmentos constituidos por nove
aminoacidos, que se ligam a regides do DNA ricas em repeticdes A/T in vitro e in
vivo (ZHANG e cols., 2007) e compreendem quatro isoformas, a HMGA1a,
HMGA1b, HMGA1c e HMGA2. A familia das HMGNs possuem peso molecular

intermediario (entre 10 e 20 kDa) e contém dominio de ligacédo a nucleossomos
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(DLN — NBD, do inglés nucleossome binding domain) e compreende a HMGN1,
HMGN2, HMGN3, HMGN3a e HMGN4. Finalmente, as HMGBs tém uma massa
molecular de aproximadamente 25 kDa e contém dominios denominados “boxes”.
Estes podem ser subdivididos em HMGB1, HMGB2 e HMGB3 (figura9) (HOCK e
cols., 2006; AGRESTI & BIANCHI, 2003). Proteinas com dominios boxes como
HMGs, tém sido descritas em leveduras (WEBER & ISENBERG, 1980), plantas
(GRASSER, 1995; SPIKER e cols., 1978) e Diptera (principalmente Drosophila), no
qual se tem caracterizado a HMGD e HMGZ, que sao altamente homdlogas a HMG-
box (HMGB) de vertebrados (CHEN e cols., 2008; TRAVERS, 2000; NER e cols.

1993).
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Figura 9: Esquema representativo das proteinas da familia das HMGs e seus respectivos
motivos de ligacdo ao DNA. Os retangulos vermelhos representam os dominios ganchos AT de
ligacdo ao DNA, presentes nas HMGAs; o retangulo azul representa os dominios boxes de ligagao
ao DNA, presentes nas HMGBs; o retdngulo amarelo ilustra os dominios de ligagdo ao
nucleossomo, caracteristico das HMGNS; (+) refere-se a regiao N-terminal da proteina HMGB1
rica em aminoacidos com cargas positivas e (-) a regidao C-terminal da proteina HMGB1 rica em

aminodacidos com cargas negativas. (GRASSER, 2006)

As HMGs sao caracterizadas por apresentarem uma regiao carboxi-terminal
rica em residuos de aminodacidos acidos. Ligam-se ao DNA independentemente de
sequéncias especificas, mas tendo alta afinidade por regides estruturadas. Sua
funcado pode depender da interagdo com fatores de transcricdo, co-ativadores ou co-

repressores, assim como da sua capacidade em estabilizar determinadas
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conformacdes de DNA. Recentemente, experimentos de microscopia demonstram
que a interacdo dessas proteinas com a cromatina € extremamente dinamica. As
moléculas de HMG estdo constantemente alternando seus sitios de ligagdo ao DNA
através de uma dindmica denominada stop and go, onde o tempo de residéncia da
proteina € maior no estagio de ligacdo do que no estagio de transi¢gdo para outro
sitio de ligagdo. Pode-se dizer que proteinas do tipo HMG encontram-se associadas
a cromatina, in vivo, durante maior parte do tempo (HOCK e cols., 2006). Entretanto,
existe uma reciclagem continua de proteinas HMGs ao longo dos pontos de ligagéao
a cromatina e cada molécula de HMG compete pelo seu sitio de ligacdo com outros
membros da mesma familia e com as histonas H1 (HOCK e cols., 2006). Apesar das
semelhancgas estruturais entre os membros das diferentes familias, experimentos
com camundongos nocaute demonstram que cada um dos diferentes grupos de
HMGs é responsavel pelo controle de determinadas atividades celulares e que,
aparentemente, suas fungdes bioldgicas ndo sao obrigatoriamente redundantes.
(BIANCHI & AGRESTI, 2005).

As HMGs, de uma forma geral, apresentam uma fungao de regulacao global
do genoma, estabelecendo dominios ativos ou inativos da cromatina (BIANCHI &
AGRESTI, 2005) e controlando, dessa forma, a transcricdo de determinados genes

através de diferentes mecanismos (figura 10).
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Figura 10: Esquema representativo das modificagdes que as proteinas da familia das HMGs
fazem na estrutura da cromatina.

(i,ii) proteinas HMGs (verde) alteram a estrutura da cromatina e facilitam a ligagdo de fatores
adicionais (circulos de outras cores); (ii) HMGs fazem parte da cromatina e modulam a ligagdo do
complexo regulatério multiprotéico; (iv) HMGs facilitam modificagéo estrutural nos sitios nos quais
elas séo alvos por fatores regulatérios especificos; (v) afrouxamento da cromatina pelas proteinas
HMGNs ou compactagéo pela HMGA; (vi) proteinas HMGs competem com outras proteinas
nucleares por sitios de ligagdo a cromatina, alterando a estrutura local ou global da fibra de
cromatina. (HOCK e cols., 2006).

1.6 Proteinas High Mobility Group Box 1 (HMGB1)

As proteinas HMGB1, também chamadas de HMG1 e anfoterinas, sao
altamente abundantes no nucleo de células de mamiferos. Estima-se que a relagao
estequiométrica entre HMGB1 e nucleossomos seja de 1 para 10 (THOMAS &
TRAVERS, 2001).

A HMGB1 de mamiferos foi a primeira a ser identificada e caracterizada.
Proteinas HMGB1 canbnicas possuem dois dominios boxes de ligacdo ao DNA (box
A e box B), contendo cerca de 80 residuos de aminoacidos cada e uma longa cauda
acida na regiao C-terminal contendo 30 residuos de acido aspartico e acido

glutdmico (figura 11A) (THOMAS & TRAVERS, 2001). Diversos trabalhos tém
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mostrado que a cauda acida tem importantes papéis na mediacdo das interagcdes
entre os HMG boxes e o DNA (TRAVERS, 2003). Enquanto a cauda acida encontra-
se aparentemente desestruturada, os dominios HMG boxes sao estruturados sob a
forma de trés a-hélices (I-1ll) dispostas em forma de L (figura 11B) (THOMAS &

TRAVERS, 2001).
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Figura 11: Esquema representativo da estrutura da proteina HMGB de vertebrado.

(A) As caixas brancas representam os boxes A e B e a caixa preta a cauda acida C-terminal; os
numeros na parte superior da figura simbolizam o numero de aminoacidos da proteina HMGB1 de
vertebrado. (Adaptado de: YANG, 2005); (B) estrutura determinada por RMN dos boxes A e B,
demonstrando a disposi¢ao das a-hélices I, Il e lll. (Adaptado de: THOMAS & TRAVERS, 2001).

As proteinas HMGB1 ligam-se ao DNA sem qualquer especificidade por
sequéncias (THOMAS & TRAVERS, 2001; CROTHERS, 1993). Elas estéo
envolvidas em processos biolégicos como transcrigdo, replicagdo, recombinagao e
reparo de DNA, caracterizando-se assim como proteinas arquitetdnicas (BONALDI e
cols., 2002; STROS, 2001; TRAVERS, 2000; STROS & REICH, 1998; STROS e
cols., 1994). Essas proteinas funcionam também como chaperonas, pois ao
promoverem a dobradura de DNA, permitem a interagdo entre proteinas associadas
a este DNA facilitando a formagdo de um complexo multi-protéico (STROS, 2001;

BUSTIN, 1999).
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Ensaios in vitro tém demonstrado que HMGB1 pode regular positivamente ou
negativamente a transcricdo génica através de diferentes mecanismos (THOMAS &
TRAVERS, 2001). O primeiro deles sugere uma alteragdo conformacional no DNA
nucleossomal através da insercdo de dobras na molécula ou tor¢goes conforme
descrito nas segbes anteriores. Essa alteragcao estrutural induziria rearranjos das
regides de DNA reguladoras favorecendo a interagdo de fatores transcricionais e
proteinas da maquinaria basal de transcricdo, desencadeando ou reprimindo a
expressao de genes especificos (figura 12) (WU & TRAVERS, 2004; AGRESTI &

BIANCHI, 2003; TRAVERS, 2003; BONALDI e cols., 2002).
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Figura 12: Complexo de proteinas envolvidas na ativagdo transcricional de genes
eucariéticos mediante dobra do DNA pela HMGB1 (Adaptado de NELSON & COX, 2000).

Os dominios HMG boxes sao extremamente conservados ao longo de
diferentes espécies e sao capazes de promover alteragées conformacionais no DNA
através de suas ligagdes ao sulco menor do DNA (POHLER e cols., 1997; BIANCHI
e cols., 1992; BIANCHI e cols., 1989). Esses dominios sao capazes de reconhecer
diferentes estruturas de DNA (STROS & REICH, 1998) como o DNA cruiciforme,
mimetizando a estrutura do tipo Four-Way-Junction (4WJs), normalmente
encontrada em sitios de recombinagdo génica; DNA superenovelado (STROS &
MUSELIKOVA, 2000; POHLER e cols., 1997; BIANCHI e cols, 1992; BIANCHI e

cols., 1989); e DNA modificado por cisplatina, um quimioterapico amplamente



39

utilizado no tratamento do céncer, cujo atomo de platina liga-se covalentemente ao
DNA (RYBAK, 2007), modificando a sua conformacdo através de dobras ou
quebras. Esta modificagdo conformacional é reconhecida pelas proteinas HMGB1,
que se ligam a esta regido recrutando proteinas de reparo por excisdo de
nucleotideos (REN - NER do inglés nucleotide excision repair), facilitando o reparo
do DNA. Este processo pode estar associado a resisténcia do DNA de células

tumorais ao quimioterapico (LANGE e cols., 2008) (figura 13);
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Figura 13: Esquema do reconhecimento da proteina HMGB1 por modificagbes induzidas
pela cisplatina.

(A) Box B ligado ao DNA modificado por cisplatina (Adaptado de: HE, 2000); (B) modelo do efeito
da HMGB1 no reparo do DNA modificado por cisplatina e remodelamento da cromatina. Ela
recruta proteinas REN XPA, RPA e XPC-RAD23B, assim como fatores de remodelamento da
cromatina para remover nucleossomos préximos (N) e facilitam o acesso ao DNA danificado para
reparo. (LANGE, 2008).
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Apesar de seu papel no metabolismo de DNA ser bem estabelecido, as
HMGB1 podem também interagir com RNAs, sendo capazes de influenciar no
processamento de RNA (BELL e cols., 2008).

Recentemente, a HMGB1 tem sido descrita como uma potente citocina pro-
inflamatdria. Nesse contexto, a HMGB1 pode ser passivamente liberada do nucleo
de células necréticas ou danificadas ou ativamente secretada por
mondcitos/macréfagos  ativados com LPS e citocinas  pré-inflamatorias
(ANDERSSON e cols., 2002; WANG e cols., 1999), induzindo a liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios (GAZZAR, 2007). HMGB1 pode se ligar a receptores
RAGE ou receptores do tipo Toll, como TLR2 e TLR4 ativando a proteina cinase
mitogénica-ativada (MAPK) e promovendo a translocagdo de NF-kB para o nucleo
com consequente indugao da producdo de varias citocinas pré-inflamatéria (figura
14) (WANG e cols., 2006; CHEN e cols., 2004). HMGB1 ja foi detectada em diversas
amostras biolégicas (soro, plasma, fluido sinovial, etc) obtidas de pacientes
apresentando doencas inflamatérias como a sepse, artrite reumatdide, choque
hemorragico e algumas infecgdes virais como hepatite, encefalite e SARS (YAMADA

& MARUYAMA, 2007; WANG e cols., 2006).
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Figura 14: O papel pro-inflamatério da HMGB1.

HMGB1 é produzida por macréfagos apés estimulo inflamatério. HMGB1 pode ativar células
fagociticas, resultando na produc¢ao de mediadores pro-inflamatérios. Ela se liga a RAGE e Toll 2
e 4, levando a translocacao nuclear de fatores de transcricéo.
(http://lwww.medscape.com/viewarticle/453656_4)

1.6.1 HMGB1 e Receptores de Esterdides

Os receptores nucleares de hormbénios compreendem uma superfamilia de
fatores de transcricdo dependentes de ligantes. Dentro desta superfamilia, os
receptores de hormdnios esterdides interagem com regides especificas do DNA
chamadas de elementos responsivos a horménios (ESH - HREs, do inglés Hormone
Responsive Elements). Estes elementos compreendem sequéncias de DNA que
estdo situadas na regidao promotora dos genes (MELVIN e cols., 2004).

Os receptores nucleares apresentam uma regido modular caracterizada pelo
dominio de transativacdo 1 (AF-1) na regido N-terminal, cuja ativacdo ¢é
independente de ligante; um dominio altamente conservado de ligagdo ao DNA

(DNA Binding Domain - DBD); e um dominio de dimerizacdo que contém o dominio


http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
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de transativacdo 2 (AF-2) na porgao C-terminal, que é ligante dependente (Ligand
Binding Domain — LBD) (figura 15) (KUMAR & THOMPSON, 1999).

O DBD consiste de uma regiao altamente conservada (core DBD) composta
por dois motivos do tipo dedos de zinco e uma regido com aproximadamente 30
aminoacidos chamada de extensdo C-terminal (C-terminal extension - CTE). O CTE
nao € uma regiao conservada e tem diferentes motivos estruturais dependendo da
classe de receptor nuclear, cuja fungcdo é estabilizar o complexo receptor-DNA

(MELVIN e cols., 2004).
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Figura 15: Estrutura do receptor de esterdides.

Sequéncia de aminoacidos e organizagao estrutural da regido DBD e CTE. O dominio DBD
representa o dominio de ligacdo ao DNA; LBD representa o dominio dependente de ligante
(Adaptado de: MELVIN e cols., 2004)

Proteinas HMGBs s&o recrutadas para regides promotoras através da
interacdo com fatores de transcricdo especificos, que reconhecem sequéncias
especificas no DNA. Nesse sentido, proteinas HMGB1 ja foram descritas interagindo
com MLTF, Oct, Hox, p53, Rel e receptores de horménios esteréides (KROHN e

cols., 2002), sendo capaz de aumentar as suas atividades transcricionais.
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Onate demonstrou inicialmente que a proteina HMGB1 aumenta a afinidade
dos receptores de progesterona aos elementos responsivos a progesterona (ESP)
(regides especificas do DNA) em cerca de 10 vezes (ONATE e cols., 1994).
Acredita-se que os receptores de progesterona sozinhos ligam-se com baixa
afinidade aos ESPs, promovendo uma pequena torcdo ou dobra na estrutura do
DNA. A geragao desta pequena tor¢cao no DNA promove a ligagcdo da HMGB1 por
este sitio, aumentando a afinidade dos receptores de progesterona aos ESPs. Este

modelo esta melhor ilustrado na figura 16 (ONATE e cols., 1994).
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Figura 16: Mecanismo proposto para o aumento da afinidade de ligacdo dos
receptores de progesterona (PR) a regides especificas do DNA (PRE). (ONATE e
cols., 1994).

E importante mencionar que o efeito estabilizador da HMGB1 foi também
descrito para os receptores de glicocorticoides, androgénio e estrogénio e que o
aumento de afinidade dos receptores nucleares de esteréides aos elementos

responsivos ao hormoénio, potencializa a atividade transcricional dos receptores



44

(VERRIJDT e cols., 2002; BOONYARATANAKORNKIT e cols., 1998). Entretanto, o
papel estabilizador da HMGB1 frente a regides especificas do DNA nao foi visto para
presenca de receptores nao esterdides, como os receptores de retindides,

horménios tiroidianos e de vitamina D (BOONYARATANAKORNKIT e cols., 1998).

1.6.2 Fosforilacdo de proteinas HMGB1

As modificagdes pds-traducionais de uma proteina determinam e/ou modulam
a sua estabilidade, conformacéo tridimensional, distribuicdo, localizagdo, meia-vida e
interacdo com o DNA e com proteinas. Dentre essas modificagdes, destaca-se a
fosforilagdo de proteinas que representa um mecanismo versatii para mediar
respostas celulares (AMADIO e cols., 2006). Células eucaridticas utilizam a
fosforilagao reversivel de proteinas como uma estratégia predominantemente usada
para controlar as atividades protéicas. A principal classe de enzimas que controla
esse processo € a superfamilia de proteinas cinases, que catalisam a reacido de
transferéncia de fosfatos (AMADIO e cols., 2006).

A caseina cinase 2 ou CK2 é uma serina/treonina proteina cinase expressa
de forma ubiqua em células eucaritticas e é extremamente conservada ao longo das
especies. Diferentemente de outras proteinas cinases, que apresentam subunidades
cataliticas que as mantém quiescentes até que a sua atividade seja ativada em
resposta a um estimulo e efetores especificos, a CK2 é constitutivamente ativa e
independe de segundos mensageiros e eventos de fosforilagdo (MEGGIO & PINNA,
2003). A proteina cinase C (PKC) é outra serina/treonina cinase, ubiquamente
expressa e com multiplas fungdes celulares como liberagdo de neurotransmissores,

modulagao de receptores, proliferagéo celular e expressao génica (AMADIO e cols.,



45

2006). Pelo menos dez isoformas, codificadas por nove diferentes genes, tém sido
descritas, de acordo com a similaridade de sequéncias. As PKCs sao agrupadas em
trés classes distintas: calcio dependente ou cPKCs classicas (a, BI, BII e y); calcio
independente ou nPKCs (5, €, n e 0) e finalmente aPKCs atipicas (&, A1) (AMADIO e
cols., 2006).

Estudos in vitro demonstram que proteinas cinases dependentes de AMPc,
proteinas cinases dependentes de GMPc, CK2 e proteinas cinases nucleares
endodgenas fosforilam proteinas da familia HMG e essas fosforilagbes sdo capazes
de modular a estabilidade e ligagao dessas proteinas ao DNA (YOUN & SHIN, 2006;
XIAO e cols., 2000). Por exemplo, a fosforilagdo da HMGB1 diminui a sua afinidade
ao DNA e esse efeito € mediado pela introdugcdo de cargas negativas a proteina
(WOLFFE, 1994). Krohn e colaboradores (2002) demonstraram que a fosforilagdo da
cauda acida C-terminal de HMGB1 por CK2 diminui a interacdo de HMGB1 e Dof2
(um fator de transcricdo de milho) ao DNA, devido a alteragdo conformacional da
HMGB1. Esses dados mostram que os HMG boxes, além de ligarem a DNA,
também regulam interagdes entre proteinas (KROHN e cols., 2002).

A cauda acida de proteinas HMGBs de Drosophila e Chironomus (Diptera) é
fosforilada por CK2 em determinados residuos de serina e essa fosforilacdo modifica
a conformagao protéica influenciando na afinidade da HMGB pelo DNA
(WISNIEWSKI e cols., 1999). A PKC também ¢é capaz de fosforilar as proteinas
HMGBs (cHMG1a e cHMG1b) de Chironomus, e essa fosforilagdo diminui em 10
vezes a afinidade dessas proteinas pelo DNA (WISNIEWSKI e cols., 1994). Além
disso, foi demonstrado que a fosforilagdo da cauda acida C-terminal da proteina
cHMG1a resulta numa menor translocagao da proteina do citoplasma para o nucleo

(WISNIEWSKI e cols., 1994).
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A forma fosforilada da HMGB1 é consistentemente encontrada em células de
cancer de coélon. Nessas células, a fosforilacdo dos residuos de serina 35, 39 e 42
da HMGB1 promove a sua translocagdo do nucleo para o citoplasma. Essa
translocacao pdde ser revertida com o tratamento das células com inibidores de

PKC (KANG e cols., 2009).

1.6.3 HMGB de Insetos

Proteinas HMGBs também tém sido descritas em dipteros, principalmente em
Drosophila e Chironomus. Em Chironomus, a familia das HMGBs é representada
pela cHMGB1a e cHMGB1b (WISNIEWSKI & SCHULZE, 1992). A HMGB de
Drosophila compreendem a HMGD (WAGNER, 1992) e HMGZ, sendo esta ultima
menos abundante (NER e cols., 1993). As proteinas HMGBs de insetos sao
caracterizadas por apresentarem um ou dois dominios HMG-box, conter grande
quantidade de residuos acidos e basicos, mas principalmente pela presenca de um
maior conteudo de triptofano, um aminoacido geralmente ausente em outras HMGs
e histona H1 (WISNIEWSKI & SCHULZE, 1992).

As proteinas HMGBs de dipteros, como por exemplo, a HMGD, ligam-se com
alta afinidade a dinucleotideos TG (CHURCHILL e cols., 1995), DNA four-way
junction (WISNIEWSKI & SCHULZE, 1992) e DNAs pré-dobrados (PAYET &
TRAVERS, 1997).

HMGD e HMGZ, apesar de estruturalmente semelhantes, apresentam
diferencas importantes de expressao ao longo do desenvolvimento da Drosophila.
HMGD é altamente expressa durante o desenvolvimento embrionario da mosca

assim como em fémeas adultas (NER e cols., 1993). Alternativamente, altos niveis
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do transcrito de HMGZ foram detectados em embrides apdés a completa

celularizagao e no primeiro estagio larvar do inseto (NER e cols., 1993).

Apesar da caracterizagado de proteinas HMGB em alguns dipteros, as fung¢des

dessas proteinas na biologia desses insetos ainda sdo pouco conhecidas. Nesse

sentido, a caracterizacdo da HMGB1 de Aedes aegypti pode gerar contribui¢cdes

importantes para o melhor entendimento do papel bioldégico desse grupo de

proteinas nos insetos, assim como gerar subsidios para melhores estratégias de

controle do mosquito.

Tabela 1. Caracteristicas das Proteinas High Mobility Group Box de Drosophilae

Chironomus (Modificada ALEPOROU-MARINOU, 2003).

Proteina HMG Dominio Peso Molecular Locus Regido de
(KDa) Ligacdo ao DNA
cHMGB1a Um dominio 16,5 Cromossomo Sulco menor
HMG1-box 1
cHMGB1b Um dominio 15,2 Cromossomo Sulco menor
HMG1-box 1
HMGD Um dominio 13 Cromossomo Sulco menor
HMG1-box 2
HMGZ Um dominio 30 Cromossomo ND
HMG1-box 2

ND, ndo determinado; HMG, high mobility group.
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2. OBJETIVO GERAL

Considerando o importante papel de proteinas HMGB1 no metabolismo de
DNA (participando dos processos de transcrigdo, replicagdo, recombinagao e
reparo), o presente trabalho tem como objetivo caracterizar a HMGB1 de Aedes

aegypti (AaHMGB1) ao nivel molecular.

2.1.0Objetivos Especificos

2.1.1 Clonar o cDNA da AaHMGB1 e expressar a proteina AaHMGB1 e os
AaHMGB1AC e AaHMGB1AAQ;
2.1.2 Avaliar a atividade da AaHMGB1 e de dois mutantes (AaHMGB1AC e
AaHMGB1AAQ) na modificagéo topolégica do DNA, através de ensaios de super-
enovelamento e dobradura de DNA;
2.1.3 Avaliar a expressao do mRNA de AaHMGB1, através de RT-PCR, nas
seguintes condigoes:

2.1.3.1 ao longo do ciclo de vida do Aedes aegypti (ovo - adulto);

2.1.3.2 em fémeas alimentadas e nao alimentadas com sangue;

2.1.3.3 em tecidos (corpo gorduroso, intestino médio e ovario) de fémeas

alimentadas ou ndo com sangue;

2.1.4 Verificar a fosforilacdo da proteina AaHMGB1 por PKC e CK2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao da sequéncia e alinhamento

No sentido de clonar o cDNA que codifica para a HMGB1 de A. aegypti

(AaHMGB1) recorremos ao banco de dados do genoma do A. aegypti — VectorBase

(www.vectorbase.org), como uma ferramenta para identificar essa sequéncia.

Em seguida utilizou-se a sequéncia identificada (cDNA), para buscar num
banco de dados todas as caracteristicas relevantes deste cDNA, assim como a
sequéncia protéica gerada pelo mesmo, por isso, utilizou-se como ferramenta o

blastx (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A sequéncia de aminoacidos obtida

demonstrou alta similaridade (100%) em relagéo a proteina HMGB1 de A. aegypti.
Por fim, para avaliar a conservagao dos dominios de ligagdo ao DNA
(dominios boxes), caracteristicos das proteinas da familia HMGB, fez-se um
alinhamento das sequéncias de aminoacidos da HMGB1 de A. aegypti com alguns
dipteros (Anopheles gambie, Culex quinquefasciatus, Drosophila melanogaster) e
com a proteina HMGB1 humana como referéncia, pois esta é a proteina mais bem

caracterizada, utilizou-se o programa AlignX (figura 20).

3.2 Oligonucleotideos

A partir da sequéncia disponibilizada no VectorBase (com cédon de iniciagao
e terminagcdo), desenhamos oligonucleotideos (tabela 2) para possibilitar a
realizacdo dos seguintes ensaios: clonagem da AaHMGB1 (AaHMGB1 F e

AaHMGB1 R), clonagem da AaHMGB1AC (AaHMGB1 F e AaHMGB1 AC R),
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clonagem da AaHMGB1AAQ (AaHMGB1 F e AaHMGB1 AQ R), RT-PCR

(AaHMGB1 200bp F e AaHMGB1 200bp R).

Tabela 2: Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para RT-PCR e Clonagem.

Oligonucleotideo Sequéncia
AaHMGB1 200bp F 5 ACGACGAACGGAACAAGGTTA 3
AaHMGB1 200bp R 5 TGTTGGACTTGCGCCTGCAGT 3
RP49 F 5 GCTATGACAAGCTTGCCCCCA 3
RP49 R 5 TCATCAGCACCTCCAGCTC 3
AaHMGB1 F 5 GGATCCGTCAAGGACAATAAACC 3
AaHMGB1 R 5 AAGCTTTTACTCGTTATCATCCTCGTCG 3
AaHMGB1 ACR 5 AAGCTTGGCGTGGTGTGCCG 3
AaHMGB1 AQR 5 AAGCTTGTACTCGGTCATTTCCTG &

F = foward; R = reverse. A sequéncia destacada em vermelho, representa o sitio
de clivagem da enzima BamHI e a sequéncia em azul refere-se ao sitio de
clivagem para Hindlll.

3.3 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA.

O RNA total do A. aegypti proveniente da cepa Liverpool foi isolado de acordo
com o protocolo descrito pelo sistema de purificagcdo de RNA por Trizol (Invitrogen).
O RNA total foi extraido de todas as fases de desenvolvimento do mosquito, que
incluem o ovo, larvas de primeiro ao quarto estagio, pupa, machos e fémeas adultos.
RNAs totais também foram extraidos de fémeas alimentadas com sangue e nao
alimentadas com sangue e de tecidos (corpo gorduroso, intestino médio e ovario) de
fémeas alimentadas com sangue e néo alimentadas com sangue. A alimentagéo das
fémeas de A. aegypti deu-se por sangue de coelho até que estas estivessem
completamente ingurgitadas. As fémeas alimentadas com solu¢cdo de sacarose 5%
caracterizavam o grupo das nao alimentadas com sangue. Tanto nos estagios
quanto nas fémeas alimentadas e nao alimentadas com sangue, utilizamos 10
individuos por grupo, enquanto na extragao dos tecidos foram utilizados 20 animais

por grupo.
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A concentragao de RNA total foi medida por espectrofotometria (NanoDrop).
Cada 1 pg de RNA total obtido foi tratado com DNAse | de acordo com o protocolo
do kit (DNase, RNase-free - Fermentas) e em seguida, o cDNA foi sintetizado,
segundo o protocolo do fabricante do kit RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse

Transcriptase (Fermentas), utilizando Random Primer (Invitrogen).

3.4 Analise de Expresséao Génica.

A anadlise da expressao génica foi realizada em cadeia reversa da polimerase
da transcricdo (RT-PCR). Os cDNAs referentes aos diversos estagios de
desenvolvimento, as fémeas alimentadas e ndo alimentadas e aos tecidos, foram
utilizados como molde para a reagado de PCR, com o objetivo de avaliar a expressao
da HMGB1.

Cada reacao continha também: tampao da Taq Polimerase 1X (Invitrogen),
deoxiribonucleosideos trifosfatados (dNTPs) 0,8 mM (Invitrogen), cloreto de
magnésio (MgCl,) 1,5 mM (Invitrogen), oligonucleotideos 0,5 mM cada e Taq
polimerase (Invitrogen 5U/uL). O programa de ciclagem da PCR para estas reacoes
foi de 5 minutos a 94°C; 25, 30 e 35 ciclos de 35 segundos cada a 94°C, anelamento
por 35 segundos a 55°C, extensao por 35 segundos a 72°C e extenséo final por 7
minutos a 72°C. Os ciclos (25,30 e 35) acima descritos foram previamente testados
para o gene da AaHMGB1. Ao completar cada um dos trés ciclos citados acima (25,
30 e 35), 15 pL de cada produto foi recolhido e mantido a 4°C até a analise
eletroforética em gel de agarose 1,5%.

Apos o fracionamento das amostras em gel de agarose, era feita a

densitometria das bandas obtidas, utilizando o programa Image J. Esses valores
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foram normalizados pelos respectivos valores do gene que codifica a proteina
ribossomal 49 (RP49), cuja amplificacdo é a mesma para AaHMGB1. (GENTILE e

cols., 2005).

3.5 Clonagem, Expresséo e Purificacdo das Proteinas Recombinantes.

Com o objetivo de avaliarmos as atividades da proteina AaHMGB1, trés
construgbes génicas foram geradas: uma construcdo contendo o cDNA referente a
HMGB1 completa (AaHMGB1, aa 35 — aa 278), o cDNA referente a AaHMGB1 sem
a regiao rica em alanina e glutamina e a cauda acida (AaHMGB1AAQ; aa 35 — aa
220) e o cDNA referente a AaHMGB1 sem a cauda acida (AaHMGB1AC; aa 35 — aa
265). Para as clonagens, foram feitas reacbes de PCR utilizando oligonucleotideos
contendo sitios para enzimas de restricao (BamHI em azul e HINDIIl em verde) nas
extremidades 5" e 3": sense AaHMGB1 — 5 GGATCCGTCAAGGACAATAAACC 3
(utilizado para gerar as trés construgdes) antisense AaHMGB1 - 5 AAGCTTTTAC
TCGTTATCATCCTCGTCG 3’; antisense AaHMGB1AC 5 AAGCTTGGCGTG
GTGTGCCG 3’; antisense AaHMGB1AAQ 5 AAGCTTGTACTCGGTCATTTCCTG
3. Os produtos das reacbes eram analisados em géis de agarose, as amostras
purificadas segundo o protocolo do fabricante GFX (GE HealthCare) e utilizadas nas
reagcdes de clonagem (pGEM-T easy, Promega). Os clones foram sequenciados
para confirmacdo de sequéncias e apo6s digestdo e purificagdo dos insertos, os
mesmos foram subclonados no vetor de expressdo pQE8OL (QIAGEN), que contém

uma cauda com 6 histidinas na regido carboxiterminal (figura 17).
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Figura 17: Vetor de Expressé&o pQE-80L.
O plasmidio pQE-80L foi utilizado na etapa de subclonagem da AaHMGB1, AaHMGB1AC e
AaHMGB1AAQ. O retangulo vermelho destaca a cauda com 6 histidinas.

As células (BL21-DE3 — Novagen) foram transformadas por eletroporacéo,
com os plasmidios contendo os cDNAs codificando para cada construcdo. Em
seguida, foram inoculadas e crescidas em meio LB contendo ampicilina 100 pg/mL a
37° C até que atingissem a D.O. 600nm de 0,6. Logo apds, adicionou-se IPTG 0,5
mM e manteve-se a cultura a 37° C por 5 horas. A suspensao de células foi
centrifugada a 7700 x g por 10 minutos a 4° C. O precipitado de células resultante foi
ressuspenso em tampao de lise (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol,
pH 8,0) e sonicado (5 vezes, 20 segundos cada, com intervalos de 20 segundos em
gelo). Seguiu-se uma nova centrifugacdo a 20.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado, filtrado através de uma membrana de 0.45 pym (Millipore)
e purificado em uma coluna de Niquel (Pro Bond — Invitrogen) pré-equilibrada com
tampéao de lavagem (50 mM NaH;POQO4, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0). As

proteinas foram eluidas em tampéao de eluicdo (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 100
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mM Imidazol, pH 8,0), dialisadas em tampao de dialise (10 mM Tris-HCI pH 7,6, 50

mM KCI, 0,1 mM EDTA e 0,5 mM DTT), dosadas e armazenadas a -70°C.

3.6 Dosagem de Proteinas.

A concentragdo das proteinas recombinantes foi determinada segundo o
método de Bradford (BRADFORD, 1976), com reagente comercial (Bio-Rad Protein
Assay). A curva padréao foi construida utilizando-se lisozima na concentragao de 0,1

mg/mL.

3.7 Marcacao radioativa de sondas de DNA.

A partir de reagbes de PCR gerou-se um fragmento de 123 pb, contendo a
sequéncia 5 GATCCTCCAGTCAAAAGGTAACCAACGGAACGTCTGAGA
ATGGAAACAGTTCCGACCAACCAGAAGAAAAAGCTGAAGATGATGTAAAGGAAA
ATACGAATGGGAATTCATCGGTCGCATCGGGATC 3'. Esse fragmento continha
extremidades coesivas com sitios de BamHI.

Os produtos de PCR de 123 pb foi digerido com BamHI (Promega) e tratado
com fosfatase alcalina (New England Biolabs) segundo os manuais dos fabricantes.
As marcacgdes radioativas dos fragmentos de DNA foram realizadas utilizando-se a
enzima T4 polinucleotideo cinase (Promega) e 30 pCi de [y-**P]-dATP (Perkim

Elmer), segundo instru¢gdes do manual do fabricante.
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3.8 Ensaio de Circularizacdo de DNA mediado por T4 DNA Ligase.

O ensaio de circularizacdo foi baseado em protocolos prévios de Stros, 1998
e 2001. O Fragmento de DNA de 123 pb (~1 nM) com extremidades coesivas (item
3.6) foram pré-incubados em gelo por 20 minutos com 100 e 150 nM das proteinas
recombinantes em tampéao de T4 ligase 1 X (30 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM MgCI2,
10 mM DTT e 0,5 mM ATP; Promega) em um volume final de 20 pyl. O DNA foi
incubado na presencga de 0.6 U de T4 ligase (Promega) a 30°C por 20 minutos e a
reacado, encerrada, através da incubacdo das amostras a 65°C por 15 minutos

(figura 18).

lligase

Figura 18: Esquema resumido do ensaio de circularizacdo de DNA mediado por T4 DNA ligase.

Como controle, algumas das reacdes foram incubadas na presencga de 50 U
de exonuclease Ill (Promega), capaz de digerir DNA linear, a 37°C por 30 minutos.
As reagdes foram terminadas com a adi¢gao de 460 uL de uma solugéo contendo 1%
SDS e 1 M NaCl, 700 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) para extrair o DNA e
eliminar as proteinas, seguida de uma centrifugagdo a 16.000 x g, 4°C por 10
minutos. Ao DNA obtido da fase aquosa adicionou-se 1 mL de Etanol 100% gelado.

As amostras foram entdo deixadas a -20°C por 2 horas e centrifugadas por 30
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minutos a 16.000 x g, 4°C. Ao precipitado obtido foi adicionado 1 mL de etanol 70%,
centrifugado como acima, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 15 uL
TE (10 mM Tris-Cl pH 7,5, 1 mM EDTA). A amostra foi fracionada em gel de
poliacrilamida nao desnaturante a 6% (DNA 123 pb) em 0.5 X TBE a 200 V por 2-3
h a 4°C. Depois de fracionado, o gel foi desidratado e exposto a filmes de

autoradiografia (Kodak, 18x24 cm) e este foi revelado em seguida.

3.9 Ensaio de Superenovelamento do DNA.

O ensaio de superenovelamento de DNA (figura 19) requer, inicialmente, o
isolamento da fragao superenovelada de um plasmideo através de um gradiente em
CsCl (Molecular Cloning, 32 edigdo, secao 1.155). O plasmidio superenovelado
(pTZ19R - Fermentas) foi incubado na presenga de Topoisomerase | (Topo I)
(Promega). Cada reagao continha: tampéao de reagéo (50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI,
pH7,5 e 1 mM EDTA), glicerol 80%, plasmidio pTZ19R (0,5ug) e Topo | (1U) e um
volume final de 3,54 pL foi obtido com adicdao de H,O MilliQ. Essa mistura foi
deixada a 37°C por 90 minutos. Ao término da incubacdo, adicionou-se a mesma,
uma nova aliquota de Topo | (1U), tampao de reagado, 20 mM DTT, glicerol 80% e
H,O Tipo |, obtendo um volume final de 8 pL. Essa mistura foi distribuida em
diferentes tubos conicos de 1,5 mL, exceto no tubo do controle de DNA
superenovelado. Em seguida, as proteinas foram incluidas aos respectivos tubos,
nas seguintes concentragoées: AaHMGB1 e hHMGB1 (7,5 uM , 15 uM e 37,5 uM),
AaHMGB1AC e AaHMGB1AQ (7,5 uM e 15 uyM), em um volume final de 20 pL.
Apods a adicao das proteinas, as amostras foram incubadas a 37°C por 60 minutos.

As reacdes foram terminadas com a adigao de 460 yL de uma solugao contendo 1%
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SDS e 1 M NaCl, 700 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e seguida de uma
centrifugacéo a 16.000 x g a 4°C por 10 minutos. Ao DNA obtido da fase aquosa
adicionou-se 1 mL de Etanol 100% gelado. As amostras foram entdo deixadas a -
70°C por 30 minutos e centrifugadas por 30 minutos a 16.000 x g, 4°C. Ao
precipitado obtido foi adicionado 1 mL de etanol 70%, centrifugado como acima,
seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 25 pL TE (10 mM TrisHCI pH 7,5,
1 mM EDTA). As reacbes foram entdo analisadas por eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE 1X (para 1L: 10,8 g de Tris, 11 g de Acido Bérico e 4mL EDTA
0,5 M pH 8) por 17 h a 55 V. O gel foi entdo corado com Brometo de Etidio 0,4
mg/mL (GiboBRL) por 1 h, descorado com varias trocas de agua e fotografado

utilizando um transiluminador acoplado ao sistema ImaGo (L&B Systems).

HMGB1
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Figura 19: Esquema resumido do ensaio de superenovelamento de DNA.
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3.10 Ensaio de Fosforilacao.

A reacado de fosforilacdo por CK2 das proteinas AaHMGB1 e SmHMGB1
recombinantes foram realizadas em tampao de reagcao contendo 25 mM Tris-HCI pH
7,4, 200 mM NaCl, 10 mM MgCI2, 1 uCi [y32P]JATP (PerkinElmer) e 0,1 mM ATP em
um volume final de 10 pL. As reacdes foram iniciadas com a adicdo de 1 U de CK2
(Promega). Enquanto a reacéo de fosforilagdo por PKC das proteinas AaHMGB1 e
SMHMGB1 foram realizadas em tampao de reacdo contendo 30 mM Tris-HCI pH
7,6, 2 mM DTT, 6 mM de Acetato de Magnésio, 0,4 mM de CaCl,. Foi acrescido
também a esta reagao 120 uM de ATP, 1 uCi [y32P]ATP (PerkinElmer), 100 ng/uL
de fosfatidilserina, 20 ng/uL diacilglicerol e 35 ng PKC (Calbiochem), em um volume
final de 30 pL. Foram utilizados em ambas as reagdes 1 pg de cada proteina
recombinante, incubando-as a 37°C na reacdo por CK2 e 20°C na reacao por PKC
por 1 hora nos dois experimentos. As reacdes foram encerradas com a adicdo de
tampao de amostra de SDS-PAGE (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 0,1% azul de
bromofenol, 10 % glicerol e 100 mM de B-mercaptoetanol ou DTT). As reacdes
foram entéo fervidas por 5 minutos e resolvidas por eletroforese em gel desnaturante
de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12-15%. Apds o término da corrida, o gel foi corado
com Coomassie Blue R-250 (0,25% em 45% alcool metilico e 10% &cido acético),
descorado em solugédo descorante (50% 4alcool metilico, 10% acido acético),
desidratado e exposto a filmes de autoradiografia (Kodak, 18x24 cm) e revelado em

seguida.
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3.11 Anélise Estatistica.

Os dados gerados foram expressos pela média de cada experimento. Os
resultados estatisticamente significativos foram avaliados por ANOVA Tukey com o
intervalo de confianga de 95%, nos ensaios de analise do nivel de mRNA no ciclo de
vida do A. aegypti (figura 25), em quintuplicata. Nas analises dos niveis de mRNA
em fémeas ndo alimentadas ou alimentadas com sangue (figura 26) foram feitas em
sextuplicata por ANOVA Bonferroni com o intervalo de confianga de 95% e a analise
dos niveis de mMRNA em tecidos de fémeas ndo alimentadas ou alimentadas com
sangue (figura 27), foram feitas em quadruplicata por Varianga com o intervalo de

confianga de 99%.
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4. RESULTADOS

4.1 HMGB1 de Aedes aegypti.

Inicialmente, ndo conseguimos amplificar nenhum produto utilizando os pares
de iniciadores que compreendiam desde o cddon de iniciacdo até o cddon de
terminacdo. Em fungéo dos diversos erros de sequéncia ja verificados no genoma do
A. aegypti por outros grupos, principalmente na regido 5° dos cDNAs depositados,
fez-nos pensar que poderia ser, de fato, um erro na sequéncia 5 do gene.
Sintetizamos dois outros oligonucleotideos iniciadores, nos baseando em
sequéncias mais internas ao cddon putativo ATG descrito. Apenas o iniciador que
alinhava mais internamente a sequéncia 5 do gene foi capaz de gerar um produto
especifico e com o tamanho esperado. Esse produto foi clonado, sequenciado e
confirmamos que o cDNA referente a AaHMGB1 que tinhamos se iniciava no
nucleotideo de numero 103, baseado na sequéncia depositada no banco de dados.
Dessa forma, ainda ndo podemos afirmar se a sequéncia 5" do gene de AaHMGB1
depositada no VectorBase estd errada e/ou se o 5" desse gene é longo, como
descrito para outros dipteros. Essas questdes serdo brevemente respondidas

utilizando o kit 5-RACE (Clontech).

Nesse sentido, o cDNA referente a HMGB1 de Aedes aegypti que utilizamos
neste trabalho ndo contém a regido N-terminal com metionina inicial (figura 20-I1). A
proteina recombinante que produzimos e que utilizamos nos ensaios bioldgicos se

inicia no residuo de valina 35.
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Figura 20: Esquema ilustrativo da proteina HMGB1 de A. aegypti (AaHMGB1). | corresponde a
proteina produzida a partir da sequéncia obtida no Vector Base (niumero de acesso AAEL011380). Il
representa a proteina recombinante produzida neste trabalho (auséncia da regido N-terminal).

O alinhamento de aminoacidos da AaHMGB1 com proteinas HMG boxes

descritas em outros dipteros e HMGB1 humana (hHMGB1) esta mostrado na figura

21.
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Figura 21: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de AaHMGB1 com proteinas HMG boxes
de outros dipteros e HMGB1 de humano (hHMGB1). A seta indica o inicio da proteina recombinante
(valina 35) que utilizamos neste trabalho. Os aminoacidos idénticos estdo marcados em preto. O HMG Box
A e HMG Box B estdo marcados em vermelho e azul, respectivamente. As regides ricas em alanina e
glutamina estdo em roxo. A cauda acida esta marcada em verde. AaHMGB1 (Aedes aegypti, numero de
acesso EAT36545), AgHMGbox ptn (Anopheles gambie, nimero de acesso XP_311155.3), CqHMGbox
ptn (Culex quinquefasciatus, nimero de acesso XP_001864141.1), DmHMGbox ptn (Drosophila
melanogaster, numero de acesso NP_001138203.1), hHMGB1 (human, niumero de acesso EAX08458.1).
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Os alinhamentos mostram claramente o alto nivel de conservagao entre os
HMG boxes das proteinas descritas, com cerca de 80% e 70% de similaridade nos
HMG boxes A e B, respectivamente. Curiosamente, as proteinas HMG boxes de
dipteros, incluindo a AaHMGB1, apresentam uma extensao na regidao N-terminal nao
presente em HMGB1 de mamiferos. Além disso, essas proteinas de dipteros contém
uma cauda acida curta com cerca de 11-13 residuos de aminoacidos acidos,
principalmente acido aspartico (D) e acido glutamico (E). A AaHMGB1 contém 11
residuos comparada a proteina de mamifero, que possui uma sequéncia
intermitente de residuos de acido aspartico e acido glutamico. Outra peculiaridade
das HMG boxes de dipteros e a AaHMGB1 é a presenca de uma regiao rica em
residuos de alanina (A) e glutamina (Q). Essa regiao parece também ser exclusiva

destas proteinas em insetos.

4.2 Producgoes das Proteinas Recombinantes

Proteinas recombinantes contendo caudas com 6 histidinas foram geradas
(Figura 22). Trés constru¢oes de HMGB1 de A. aegypti foram geradas para este
estudo: uma construcdo que se inicia no residuo de valina 35, que representa o
aminoacido referente ao primeiro cédon que conseguimos amplificar (considerando
o problema em amplificar o cDNA contendo o cédon de iniciacdo depositado no
banco de dados). No momento, definimos essa construgdo como a proteina inteira
(AaHMGB1). Uma segunda construgao foi gerada e constitui a proteina deletada da
regido rica em alanina e glutamina e da cauda &cida, que foi denominada de
AaHMGB1AAQ. A terceira construgdo representa a proteina deletada da cauda

acida, que denominamos de AaHMGB1AC. A proteina recombinante referente a
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HMGB1 humana completa foi expressa para efeito de comparagdes, ja que as
atividades e fungdes da hHMGB1 ja estdo bem estabelecidas na literatura (HOCK, e
cols., 2006; AGRESTI & BIANCHI, 2003). Neste trabalho, esta proteina foi usada
como ferramenta para comparagcdo de sua atividade com a das proteinas
caracterizadas neste trabalho. E importante ressaltar no entanto que sua estrutura
polipeptidica se difere de maneira importante das HMGB1 de dipteros, com a
auséncia da regido rica em A e Q, e apresentando uma cauda 4acida

significativamente mais longa.

A hHMGB1 I —

Aatmvce: [ — N ——a

Aahmvceiac [ ——Em
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Figura 22: (A) Esquema das proteinas recombinantes: O retangulo branco representa o Box A, o preto
Box B e o cinza a cauda acida C-terminal. (B) 1 ug das proteinas recombinantes: SDS-PAGE
12%:canaleta 1: padrao de massa molecular; canaleta 2: hHMGB1 (30 kDa); canaleta 3: AaHMGB1 (27
kDa); canaleta 4: AaHMGB1AC (26 kDa); canaleta 5: AaHMGB1AAQ (19 kDa).
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E importante mencionar que os ensaios biolédgicos foram realizados com
concentragcdes de proteinas que variaram de 100 nM a 37,5 uM. As duas bandas
majoritarias presentes nas amostras de hHMGB1 representam produtos de
protedlise intracelular, ja bem caracterizada na literatura, onde a banda de menor

massa molecular representa a proteina na auséncia da cauda acida.

4.3 Ensaio de circularizagao de DNA

Proteinas HMGB1 tém alta afinidade por moléculas de acidos nucléicos,
reconhecendo e/ou promovendo tor¢cdes, dobras, enovelamentos em DNA e/ou
RNA. Nesse contexto, a caracterizagao de proteinas HMGB1 candnicas passa pela
capacidade dessas moléculas de promoverem dobras e superenovelamento no
DNA. Assim, o ensaio de circularizagdo de DNA mediado pela DNA T4 ligase
representa uma abordagem importante para a caracterizagado de proteinas HMGB1.
Resumidamente, o ensaio de circularizagdo baseia-se na capacidade da AaHMGB1
em promover a dobra de fragmentos lineares de DNA, favorecendo o alinhamento e
ligacdo intramolecular de suas extremidades coesivas mediante a agao de T4 ligase.
A circularizagcdo de DNA decorrente de ligagdes intramoleculares pode ser
comprovada através da sua resisténcia a enzima exonuclease lll, capaz de digerir
apenas moléculas de DNA lineares.

Na figura 23 mostramos que AaHMGB1 foi capaz de promover a dobra e
circularizagdo de moléculas de DNA contendo 123 bp (canaletas 6 e 7). Como a
HMGB1 de Aedes aegypti apresenta uma regidao contendo segmentos de alanina
e glutamina, assim como a auséncia de uma cauda acida longa, duas

caracteristicas que a diferem da hHMGB1, testamos a atividade de dobra de DNA



utilizando essas duas construgdes. Utilizando a constru¢cao AaHMGB1AAQ,
podemos sugerir que a presenca da regido rica em alanina e glutamina nao
parecer ter um papel importante na atividade de dobra do DNA comparada a
construcdo AaHMGB1AC (figura 23, compare as canaletas 10 e 11 com as
canaletas 8 e 9). Entretanto, utilizando a constru¢cdo AaHMGB1AC, deletada dos
11 residuos acidos, pudemos observar um significativo aumento na atividade de
dobra de DNA em relagdo a proteina inteira, principalmente em menores
concentragdes (figura 23, compare as canaletas 8 e 9 com as canaletas 6 e 7). A
presenca de DNAs circulares pdde ser comprovada pela agéo da enzima Exo lll,
capaz de digerir apenas o DNA linear (canaleta 3). Utilizamos a hHMGB1 como o

controle positivo de atividade de dobra de DNA.

65
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Figura 23: Resultado do Ensaio de Cirularizagao de DNA mediado por T4 DNA ligase.

A sonda radioativa do DNA linear de 123 pb foi incubada com concentragées crescentes de proteina
recombinante (como indicado na figura) e em seguida incubadas com T4 DNA ligase. As canaletas 1
e 2 sao os controles negativos de circularizagdo e a canaleta 3 corresponde ao controle positivo do
DNA circular obtido através da incubacdo na presenca de 150 nM da AaHMGB1 submetida,
posteriormente, a exonuclease lll. A abreviacdo “C” corresponde ao DNA circularizado, “L1” e “L2”
indicam, respectivamente, os fragmentos de DNA linear e sonda livre. Os sinais “+” e
correspondem, respectivamente, a adicdo ou ndo de T4 DNA ligase ou exonuclease lll. hFL

representa a proteina inteira hHMGB1, AaFL corresponde a proteina inteira AaHMGB1,
corresponde a proteina AaHMGB1AC e AaAAQ representa a proteina AaHMGB1AAQ.

4.4 Ensaio de superenovelamento de DNA.

A capacidade de superenovelar moléculas de DNA também €& uma

caracteristica de proteinas HMGBs. Assim como nos ensaios de circularizagao de

DNA, utilizamos as a hHMGB1 como controle positivo e as trés construcdes da

HMGB1 de A. aegypti.
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O ensaio constitui-se basicamente de duas etapas. Na primeira etapa, um
plasmidio superenovelado purificado é colocado na presenca de Topoisomerase |
(Topo ), uma proteina capaz de desfazer as torcées do plasmidio, tornando-o
relaxado. Na segunda etapa do experimento, o plasmidio relaxado é colocado na
presengca das proteinas recombinantes, das quais deseja-se avaliar a atividade,
ainda na presenca de Topo |, de forma que a proteina recombinante e a Topo | irdo
atuar sobre o DNA, a primeira superenovelando e a segunda relaxando. Ao final do
ensaio o que se obtém sao formas intermediarias de superenovelamento do DNA,
que quando separadas em um gel de agarose corado com brometo de etidio,
apresentam um padrao de bandeamento sequencial, caracterizando a promog¢ao do
superenovelamento pela proteina estudada.

O padrao de DNA superenovelado pode ser demonstrado na figura 24,
canaleta 1 e o perfil de DNA relaxado na canaleta 2. Os dados contidos na figura 24
mostram que todas as proteinas recombinantes foram capazes de superenovelar o
DNA plasmidial. A AaHMGB1 foi capaz de superenovelar o DNA de forma mais
eficiente do que a hHMGB1 (figura 24, compare as canaletas 3, 4 e 5 com as
canaletas 6, 7 e 8). As construcbes AaHMGB1AC e AaHMGB1AAQ mostraram-se
mais eficientes em promover o superenovelamento do DNA do que a AaHMGB1 e
hHMGB1 (figura 24, compare as canaletas 3, 4 (hHMGB1), 6, 7 (AaHMGB1) com as

canaletas 9, 10 (AaAC), 11 e 12 (AaAAQ).
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Figura 24: Resultado do Ensaio de Superenovelamento de DNA

Gel de agarose 1% corado com Brometo de Etidio e fotografado com o sistema de registro de imagem
ImaGo (B&LSystems). Canaleta 1. 0,5ug Plasmidio pTZ19R superenovelado; canaleta 2. 0,5ug
Plasmidio pTZ19R na forma relaxada; canaletas 3, 4 e 5: hHMGB1 (7,5 pM, 15uM e 37,5 uM);
canaletas 6, 7 e 8: AaHMGB1 (7,5 uM, 15uM e 37,5 uM); canaletas 9 e 10: AaHMGB1AC (7,5 uM e
15uM); canaletas 11 e 12: AaHMGB1AAQ (7,5 pM e 15uM). As letras | e Il indicam, respectivamente,
as formas relaxadas e superenoveladas do DNA plasmidial. hFL representa a proteina inteira
hHMGB1, AaFL corresponde a proteina inteira AaHMGB, AaAC refere-se a proteina AaHMGB1AC e

AaAAQ representa a proteina AaHMGB1AAQ.

4.5 Fosforilagao da AaHMGB1

A fosforilacdo € de grande importancia na regulacdo da fungao de inumeras
proteinas nucleares. Nesse contexto, decidimos avaliar se a AaHMGB1 poderia ser
substrato para proteinas cinases. No6s utilizamos de ferramentas basicas de
bioinformatica para identificar sitios putativos de fosforilacdo na AaHMGB1. A
sequéncia primaria da AaHMGB1 foi analisada no programa NetPhos 1.0 (disponivel
em: <http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhoskK/>). A tabela 3 mostra que a
AaHMGB1 apresentou diversos sitios putativos para duas cinases principais;
proteina cinase C (PKC) e caseina cinase 2 (CK2). Pudemos observar ainda que
um dos sitios putativos mais abundantes presentes na AaHMGB1 era para PKC,

além de alguns trabalhos anteriormente descritos com essa enzima.
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Tabela 3. Analise da AaHMGB1 no programa NetPhosK 1.0 Server. Em negrito estao
destacadas os sitos putativos para a proteina cinase CK2 e a proteina cinase C (PKC).

Site | Kinase | Score
T-16 PKC 0.65
S-27 PKC 0.76

S-32 PKC 0.52

T45 PKG 0.61

T-53 CKil 0.56
T-53 PKC 0.72
T-82 RSK 0.52
T-115| PKC 0.54
S-135| PKA 0.74
S-135| PKG 0.63
S-137 | RSK 0.53
S-137 | PKA 0.72
S-137 | PKG 0.62
Y-157 | SRC 0.54
S-171 | RSK 0.53
S-171 PKA 0.68
S-179 | CKIl 0.57
Y-181 | EGFR | 0.58
T-223 | Cdc2 0.52

No sentido de confirmarmos as predicdes do programa, realizamos ensaios
de fosforilagcdo in vitro, utilizando a proteina recombinante AaHMGB1 como
substrato para PKC e CK2. A figura 25 mostra os ensaios de fosforilagdo. Apesar da
predicao in silico, observamos que a AaHMGB1 foi fosforilada por PKC (canaleta 5),
mas nao por CK2 (canaleta 2). Para comprovarmos que a falta de fosforilagao de
AaHMGB1 por CK2 ndo era em fungdo da falta de atividade da enzima CK2,
utiizamos a HMGB1 de Schistosoma mansoni (SmHMGB1 foi previamente
caracterizada, De Oliveira, 2006) como um controle positivo tanto para CK2 como

para PKC. As canaletas 3 e 6 da figura 25 mostra claramente que a SmHMGB1 foi
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altamente fosforilada por ambas as enzimas. Esse resultado confirma que

AaHMGB1 é substrato para a enzima PKC, mas ndao CK2.

AaFL AaF|
SmFL SmFL
CK2 + + - - - .
PKC - - - 4+ o+ .
Far -

Figura 25. Fosforilagao da AaHMGB1
As canaletas 1 e 4 contém 1 ug da SmMHMGB1, as canaletas 2, 3, 5 e 6 contém 1ug da proteina AaHMGB1.
Painel superior: SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Blue; painel inferior: autoradiografia.

4.6 Analise da expressao de AaHMGB1

A analise da expressdao do mRNA de AaHMGB1 foi avaliada através da
técnica de RT-PCR, sob trés diferentes condicdes. Numa primeira fase, verificamos
a expressao de AaHMGB1 ao longo do ciclo de vida do mosquito. Numa segunda
fase, verificamos a influéncia dos habitos alimentares na expressdo do mRNA de
AaHMGBH1, utilizando tanto mosquito inteiro como diversos tecidos isolados.

De acordo com a figura 26, pudemos sugerir que AaHMGB1 esta expressa em
todos os estagios de desenvolvimento do A. aegypti, revelando uma maior

expressao no quarto estagio larvar.
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Razao AaHMGE1/AaRP49

O L1 L2 L3 L4 P M
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Figura 26: Resultado da expressdao de AaHMGB1 ao longo do ciclo de vida do A. aegypti.

O RNA total de cada estagio do A. aegypti foi extraido e o cDNA sintetizado e utilizado em reagdes de
RT-PCR. (A) Cada barra corresponde a densitometria média de cinco experimentos normalizada pelo
gene constitutivo RP49. (B) Gel de agarose 1,5% demonstrativo de trés experimentos, no qual foram

realizadas as densitometrias. *p<0,05

Considerando que fémeas de A. aegypti sdo hematéfogas e que este habito
alimentar desencadeia uma série de modificagdes fisiolégicas no mosquito,
decidimos avaliar a influéncia da ingestdo de sangue na expressdo do mRNA de
AaHMGBA1.

A figura 27 mostra que nao existiram diferengcas entre fémeas néo
alimentadas (controle - NA) e fémeas alimentadas com sangue, cujo RNA foi
extraido 1 hora (1h) e 24 horas (24h) ap6s a alimentagdo. No entanto, pudemos
observar uma diferenca significativa do controle, 1h e 24h em relacdo as fémeas
alimentadas com sangue e cujo RNA foi extraido apds 48h (figura 27, compare NA,

1h e 24h com 48h).
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Figura 27: Resultado da expressiao de AaHMGB1 em fémeas de A. aegypti alimentadas com
sangue e nao alimentadas com sangue.

O RNA total foi extraido, o cDNA de mosquitos fémeas inteiro foi sintetizado e utilizado em reagbes de
RT-PCR. (A) Cada barra corresponde a densitometria média de seis experimentos independentes,
normalizadas pelo seu gene constitutivo, RP49. (B) Gel de agarose 1,5% demonstrativo de seis
experimentos independentes, nos quais foram realizadas as densitometrias. NA: fémeas nao
alimentadas, 1h: RNA extraido 1 hora apds a alimentagéo das fémeas, 24h: RNA extraido 24 horas
apos a alimentagéo das fémeas e 48h: RNA extraido 48 horas apos a alimentagéo das fémeas. *
p<0.05;

A figura 28 mostra a expressdo do mRNA de AaHMGB1 em diferentes tecidos
analisados de fémeas nao alimentadas ou alimentadas com sangue, nos periodos
de 24 e 48hs apods a alimentacdo. Com esses ensaios, pudemos constatar que a
expressdo do mRNA de AaHMGB1 é significativamente aumentada em todos os

tecidos testados, no periodo de 48hs apds a alimentacdo, mas nao no periodo de

24hs.
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Figura 28: Resultado da expressiao de AaHMGB1 de tecidos de fémeas de A. aegypti alimentadas
com sangue e nao alimentadas com sangue.
O RNA total foi extraido, o cDNA foi sintetizado e utilizado em reagées de RT-PCR. (A) Cada barra

corresponde a densitometria média de quatro experimentos independentes, normalizadas pelo seu
gene constitutivo, RP49. (B) Gel de agarose 1,5% demonstrativo de quatro experimentos
independentes, nos quais foram realizadas as densitometrias. O gel superior representa o gene
AaHMGB1 e o gel inferior o gene constitutivo RP49. OV: ovario; CG: corpo gorduroso; MG: intestino
médio; NA: fémeas ndo alimentadas; 24h: RNA extraido 24 horas apds a alimentagao das fémeas e
48h: RNA extraido 48 horas ap6s a alimentacao das fémeas. *, ** p<0.01 e #, + p<0.05.
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5. DISCUSSAO

A proteina HMGB1 de humano ja esta muito bem caracterizada, tanto
estruturalmente quanto funcionalmente (THOMAS & TRAVERS, 2001). Apesar
de proteinas HMGBs ja terem sido descritas em alguns insetos, a importancia
dessas proteinas na biologia desses organismos ainda nao esta bem
estabelecida (NER e cols., 1993; WAGNER e cols., 1992). Além disso,
nenhuma HMGB1 foi até o momento caracterizada em insetos vetores. A
identificacdo, clonagem e caracterizacdo da HMGB1 de Aedes aegypti pode
representar o inicio do entendimento da fungcéo desta proteina na fisiologia do
mosquito.

Proteinas HMGB1 ja foram descritas em células eucarioticas, incluindo
animais, vegetais e fungos. Protozoarios como o Plasmodium falciparum,
Toxoplasma gondii entre outros também apresentam ortélogos desta proteina.

Como nenhuma informacao sobre proteinas HMG em mosquito estava
disponivel, fizemos uso do Vector base, banco de dados do A. aegypti, no
intuito de identificar a HMGB1 do mosquito e avaliar o seu grau de homologia.

A busca no banco de dados revelou a presenca de duas formas de HMG
no mosquito, uma homologa a HMGB1 de mamiferos e a outra homéloga a
HMGD de Drosophila. No presente trabalho descreveremos apenas a
caracterizagcao da HMGB1 de Aedes.

A analise in silico da sequéncia de HMGB1 depositada no banco de
dados continha o cDNA completo, que incluia o cdédon de iniciacdo ATG,
codificando para a metionina inicial, assim como o cddon de terminacdo TGA.

Entretanto, apds inumeras tentativas de amplificar por PCR a regido 5" inicial
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do cDNA, concluimos que a sequéncia depositada ndo corresponde a
sequéncia correta do mRNA de Aedes. A confirmagao da sequéncia contendo
o codon inicial do mRNA da HMGB1 de Aedes sera realizada com ensaios de
5" RACE. Apesar da auséncia da sequéncia inicial do gene, pudemos iniciar os
nossos estudos considerando que os dominios funcionais da proteina estavam
presentes.

Constatamos que a HMGB1 de Aedes aegypti contém os dois dominios
de ligacdo ao DNA conservados. A cauda acida caracteristica desse grupo de
proteinas esta presente na HMGB1 de Aedes. Entretanto, quando comparada a
HMGB1 humana (hHMGB1), essa cauda acida se apresenta bem mais curta,
com apenas 11 residuos acidos (a hHMGB1 contém 30). Esse dado nao é
surpreendente, visto que outras proteinas HMG de insetos também apresentam
caudas acidas curtas. Além disso, proteinas HMGB1 de outros organismos,
como helmintos, por exemplo, também apresentam caudas acidas curtas (DE
OLIVEIRA e cols., 2006), o que sugere que a aquisicao de uma cauda acida
longa seja um evento evolutivo mais recente.

Sabe-se que a cauda acida C-terminal da hHMGB1 tem importante
influéncia na regulagdo da interagdo dos HMG boxes com o DNA alvo. A
afinidade da hHMGB1 sem a cauda acida ao DNA aumenta 4 vezes em relacao
a hHMGB1 selvagem. Este aumento de afinidade reflete no aumento da
atividade desta proteina em superenovelar um DNA plasmidial (STROS e cols.,
1994).

Neste trabalho, verificamos que a AaHMGB1 na auséncia da sua curta
cauda acida também se mostrou mais ativa do que a proteina na presenca dos

11 residuos acidos. Entretanto, até o momento n&do podemos sugerir qualquer
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contribuicdo da regiao rica em alanina e glutamina na interagdo com o DNA.
Curiosamente essa regiao esta presente somente em proteinas de inseto, o
que pode sugerir um papel especifico desta regido na biologia desses
organismos.

Verificamos que AaHMGB1 foi capaz de promover a circularizagao de
fragmentos de DNA lineares. Nesses ensaios, também concluimos que a
auséncia da cauda acida aumentou a capacidade de dobrar o DNA.
Novamente, a proteina na auséncia da regiao rica em alanina e glutamina nao
revelou diferencgas significativas. Esses dados sugerem que a AaHMGB1 pode
estar participando de processos importantes como transcrigdo, recombinagao e
reparo de DNA, ja que essas atividades sao requeridas durante esses
processos celulares.

A fosforilagdo tem influéncias importantes na mediacao da interagcao da
hHMGB1 ao DNA (PELOVSKY e cols., 2009; WISNIEWSKI e cols.,1999).
Esses dados nos motivaram a verificar se a AaHMGB1 era substrato para
cinases que atuam regulando eventos nucleares, como € o caso da PKC e
CK2. Neste trabalho mostramos que a AaHMGB1 é substrato apenas para
PKC. Comparando com a fosforilagdo da HMGB1 de S. mansoni, pudemos
verificar que o nivel de fosforilagdo da AaHMGB1 é significativamente mais
baixo. Esse dado sera avaliado com maior detalhe futuramente, mas podemos
imaginar que a presenga da regidao rica em alanina e glutamina presente
adjacente a cauda acida da proteina, poderia estar contribuindo com um
impedimento estérico, inibindo parcialmente a acdo da PKC. Essa hipdtese
sera facilmente testada em ensaios de fosforilagdo in vitro utilizando a

construcdo AaHMGB1AAQ.
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Proteinas HMGB1 estdo envolvidas no controle de desenvolvimento e
diferenciacdo (AGRESTI & BIANCHI, 2003). O A. aegypti € um inseto
holometabolo, apresentando formas morfolégicas bastante diferenciadas
quando se comparadas a forma imatura com o organismo adulto.

A HMGB1 é uma das proteinas mais abundantes em células eucariéticas
e esta envolvida com processos celulares basicos como manutengdo da
estrutura da cromatina, transcricdo e reparo de DNA. Essas caracteristicas tém
definido a HMGB1 como uma proteina de expressao constitutiva. Entretanto,
em alguns estagios de desenvolvimento, como na embriogénese de mamiferos
e de Drosophila e em alguns tipos celulares, como nos neurdnios, a HMGB1
tem a sua expressao altamente regulada. Além disso, foi também observado
que modificagdes na expressao de HMGD de Drosophila inviabilizam a ecloséo
dos adultos pela ma formagao das pupas (CHEN e cols., 2008). Nesse sentido,
considerando que nada se sabe sobre o papel da HMGB1 em A. aegypti,
resolvemos avaliar os niveis de mRNA da AaHMGB1 ao longo do ciclo de vida
do mosquito. Os dados obtidos utilizando o RT-PCR revelam um aumento
significativo de expressdo de AaHMGB1 no quarto estagio larvar do mosquito.
Apesar deste ser um dado de dificil interpretacdo, o resultado mostrou-se
consistente, repetindo-se em trés experimentos com amostras independentes.
Por outro lado, preferimos ser cautelosos nas sugestdes, e pretendemos
confirmar estes dados através de PCR em tempo real.

A influéncia da hematofagia das fémeas de A. aegypti, modificando a
atividade transcricional nos tecidos e proporcionando alteragdes fisiolégicas,
vem sendo descrito na literatura (ATTARDO e cols., 2005; ABRAHAM &

JACOBS-LORENA, 2004 RAIKHEL, 1992). Por isso iniciou-se a avaliagao da
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influéncia da alimentagcédo por sangue na expressao de mRNA de AaHMGB1.
Acredita-se que o0 aumento da expressao ao longo da alimentagcao (48h apods a
alimentagao), nos tecidos (ovario, corpo gorduroso e intestino médio) esta
relacionado ao papel transcricional desempenhado pela HMGB1. Nos tecidos
avaliados o sangue estimula a sintese e o transporte de lipidios e proteinas
além da sintese da MP no intestino médio (SANDERS e cols., 2003), a sintese
de proteinas e fatores transcricionais no corpo gorduroso (NIU & FALLON,
2000) e a formagao do ovo (ovario), dependente de varios produtos produzidos

nos tecidos mencionados anteriormente (ATTARDO e cols., 2005).

Varios mecanismos moleculares tém sido descritos para a participagao
da hHMGB1 no processo de transcrigao génica. Entretanto, a participacado da
hHMGB1 na regulacdo de genes responsivos a horménios esterdides tem
despertado muita atencéo.

Hormdnios esterdides participam de praticamente todos os processos
metabdlicos celulares e atividade desses horménios ¢é mediada
obrigatoriamente por receptores nucleares. O mecanismo molecular de agéo
dos hormoénios esterdides se baseia na ligagdo do horménio aos receptores,
que podem agir como homo ou heterodimeros. Uma vez dimerizado, os
receptores se ligam a sequéncias especificas no DNA, denominadas de
elementos responsivos ao horménio (ou em inglés, hormone responsive
element, ou HRE). Uma vez ligado ao DNA, os receptores recrutam co-
ativadores com atividade de modificacdo de histonas, como acetilacdo e
metilacdo destas proteinas, desempacotando o nucleossoma e finalmente

sinalizando para a chegada da maquinaria basal de transcri¢ao.
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Inicialmente, a interagdo dos receptores ao DNA é de baixa afinidade,
apesar de especifica, tendo numa segunda fase, um aumento na afinidade de
cerca de 100 vezes. Esse aumento da afinidade dos receptores € mediado
através do reconhecimento de proteinas HMGB1 ao DNA alvo, em funcao de
uma pequena dobra gerada no momento da ligacdo dos receptores de
esteréides (VERRIJDT e cols., 2002; BOONYARATANAKORNKIT e cols.,
1998; ONATE e cols., 1994). Esse mecanismo de acdo da hHMGB1 na
regulacdo de genes que respondem a horménios esterdides nos fez refletir
sobre um possivel papel da AaHMGB1 na regulacdo de genes de vitelogénese
em A. aegypti.

A ecdisona € um esterdide presente em todos os insetos, onde 20
hidroxiecdisona (20E) € a sua forma ativa. A participacao de 20E na regulacao
da vitelogénese em A. aegypti tem sido demonstrada de forma contundente
(TUFAIL & TAKEDA, 2008; ATTARDO e cols., 2005; RAIKHEL e cols.,2002).

Cruz e colaboradores demonstraram que o pico de expressdao dos
receptores de ecdisona (REc-USP), assim como a expressao dos genes E74 e
E75, sdo atingidos em 24h (CRUZ e cols., 2009). Esse aumento esta
relacionado ao pico de 20E é também responsavel pelo aumento de expressao
de vitelogenina (Vg), que é maxima em 24h (RAKHEL e cols.,2002). Apesar do
pico na expressdo de mRNA de AaHMGB1 né&o ter sido observado em 24h
ap6s a alimentacdo com sangue, o aumento significativo dessa expresséo
verificado ao longo do tempo (48h apds a alimentagdo) no corpo gorduroso, ja
que é neste tecido que ocorre a sintese Vg, que é dependente de 20E
(ATTARDO, 2005), corrobora com o papel da HMGB1 desempenha como

chaperona numa possivel relacdgo com o complexo REc-USP, podendo
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aumentar a sua atividade transcricional. Algumas proteinas importantes para a
fisiologia do mosquito podem ser sintetizadas e permanecer na hemolinfa por
longos periodos (KOKOZA e cols., 2000) o que ratifica esse aumento no

transcrito de AaHMGB1 em 48h.

Considerando a caracteristica multifuncional da hHMGB1, que atua
tanto intracelularmente no metabolismo de DNA e extracelularmente como uma
citocina pré-inflamatéria, permitimos-nos fazer, nos proximos paragrafos,
algumas especulagdes acerca de outros possiveis papeis da AaHMGB1 no
mosquito, além da ja descrita hipotese de sua participagdo na regulagcdo da
vitelogénese.

A hHMGB1 tem um papel importante no reparo de DNA. Um DNA
danificado por cisplatina é avidamente reconhecido por hHMGB1, e esse
reconhecimento estd relacionado com a resisténcia de ceélulas tumorais a
quimioterapicos que interagem com o DNA (LANGE e cols., 2008). Assim como
a cisplatina, existem pesticidas como o Tiurano, que interagem com o DNA
causando quebras e outros danos. De acordo com dados da literatura, este
pesticida induz a sintese de SSL2, PHR1, MAG1 e MGT1, que s&o proteinas
envolvidas no reparo do DNA por excisdo de nucleotideo e remogao de grupos
metil (KITAGAWA e cols., 2002). Esse mecanismo estd de acordo com o
modelo de reparo induzido pela cisplatina e reconhecido pela hHMGB1,
sinalizando para o reconhecimento de proteinas de reparo por excisdo de
nucleotideo (figura 13B, proposto por LANGE e cols.,2008).

Outra possivel participacdo da AaHMGB1 na fisiologia do mosquito

poderia estar relacionado aos mecanismos de imunidade do inseto. A hHMGB1
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age como uma citocina proé inflamatodria, através de interagdo com receptores
Toll e desencadeando uma série de sinais que culminam com a ativacédo de
vias de sinalizagdo que levam a respostas imunoldgicas. Nesse sentido, a
AaHMGB1 poderia também estar mediando respostas imunes do mosquito a

infeccao por patdégenos, como bactérias e o virus da Dengue.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

