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RESUMO

Durante a transcricdo génica em eucariotos, a pémdde niveis significativos de mRNA é
conferida pela presenca de diversos sitios dedmaara fatores de transcricdo especificos,
localizados dentro e fora do promotor basal. Deosréatores de transcricdo que se ligam a
estes sitios estdo as proteinas da familia NATI¢ar factor of activated T ce)lscomposta
pelos NFAT1-5, sendo o NFATL1 o alvo desse estuddNFAT pode regular seus genes alvo
direta ou indiretamente e, neste processo, a aovag a repressao da transcricdo pode ser
alterada pela interacdo com diferentes parceiroteipps. Esses dois pontos da regulacao
transcricional mediados pelo NFAT foram avaliados @duas etapas distintas. Na primeira,
avaliamos se a regulacdo do proto-oncogeiMyc pelo NFAT1 ocorria de forma direta.
Tanto NFAT quant@-Myc estéo envolvidos na regulagéo de genes de citltaceapoptose

e angiogénese. Ja tinha sido mostrado que aseisisalizacdo que ativam NFAT induzem a
expressdo de-Myce que o NFAT1 se liga a um elemento localizadpnoonotor minimo de
c-Mygq apesar da importancia desse elemento nédo teasa@da no contexto do promotor
completo dec-Myc. Ndés mostramos que a regulacdo desse promotorNteAI1 é mais
complexa do que se acreditava. Além desse sitiirpad, 0 NFAT1 se liga a sitios distais
com diferentes afinidades. Nossos resultados sugepge alguns elementos NFAT séo
negativos e dominantes, enquanto outros sao pusitie recessivos. Além disso,
demonstramos que a cooperagdo com p300 aumerdasativacdo do promotor deMyc
mediada pelo NFATL1. Por dltimo, mostramos que ogsaitios identificados também sao
responsivos ao NFAT2, outro membro da familia, po@e tanto ter funcbes opostas quanto
redundantes com o NFAT1. Assim, sugerimos que &ibaicdo do NFAT para a regulacao
da expressao de-Myc é direta e depende do balanco entre a ligacao FTNios sitios
positivos e negativos e da cooperacdo com cofatoaescricionais. Na segunda parte do
trabalho, focamos nas implicagbes da interacaamrédéntificada entre NFAT1 e a proteina
IRF-2BP2. A IRF-2BP2 foi pescada num ensaio de ainpbrido com a regido TAD-C do
NFATL, regido esta que € menos conservada enpteinas NFAT. Mostramos que a IRF-
2BP2 reprime a expressao de genes de citocinaidalpelo NFAT1 e que ela age somente
sobre a funcdo do NFAT1 dentro da familia NFAT. $tssdados também sugerem que a
IRF-2BP2 néo se ligue ao DNA e, portanto, funcicoeno um correpressor transcricional.
Ainda mostramos que a superexpressao de IRF-2BR2ale atraso da progressao das fases
Go/G; para a fase S do ciclo celular e a alteracdo peesgdo de genes de ciclo celular, como
de c-Myc que também é regulado por NFAT1. Esses dadosesuggue a IRF-2BP2 possa
ter um papel bem mais amplo na regulacdo do NFAED se restringindo apenas a
modulacdo de genes de citocinas. Se isso se canfiemnteracdo entre NFAT1 e IRF-2BP2
podera contribuir para explicar as diferencas fprs exercidas pelos diferentes membros
da familia NFAT.

Palavras chave:Regulacao transcricional, NFATA-Myc IRF-2BP2, fatores de transcricéo.
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ABSTRACT

During gene transcription in eukaryotes, the praidacof significant mRNA levels is
conferred by the presence of several binding $aespecific transcription factors, located
inside and outside of the basal promoter. Amongttéwescription factors that bind to these
sites are proteins of the NFAT familpuclear factor of activated T ceJlscomprising the
NFAT1-5, being the NFAT1 the target of this studjhe NFAT can regulate their target
genes directly or indirectly and in this procebg, activation or repression of transcription can
be altered by interaction with different partneotpins. These two points of NFAT-mediated
transcriptional regulation were assessed here o dtages. In the first one, we evaluated
whether the regulation of the proto-oncogerdyc by NFAT1 occurred directly. Bott-Myc

as NFAT regulate genes involved in cell cycle, dpsis and angiogenesis. It has already
been shown that the signaling pathways that aetidgAT induce the-Myc expression and
that NFAT1 binds to an element located at the mahigtMyc promoter, although the
importance of this element has not been assess#tkifull c-Myc promoter context. We
demonstrated that the regulation of this promoyelBAT1 is more complex than previously
conceived. In addition to this proximal site, NFATBInds to distal sites with different
affinities. Our results suggest that some NFAT elets are negative and dominant, while
others are positive and recessive. Furthermoregemonstrated that cooperation with p300
enhances NFAT1-mediated transactivation ofdaidyc promoter. Finally, we show that the
newly identified sites are also responsive to NFAdiother member of NFAT family, which
can both have opposite as well as redundant furstiath NFAT1. We suggest that NFAT1
the contribution of NFAT to the regulation ofMyc expression is direct and may depend on a
balance between the binding to positive and negablFAT-responsive elements, and
cooperation with transcriptional cofactors. In #eeond part of this work, we focused on the
implications of the recently identified interactibetween NFAT1 and the protein IRF-2BP2.
The IRF-2BP2 was identified in a two-hybrid assathvihe TAD-C region of the NFAT1, a
region which is less conserved among the NFAT prsteWe showed that IRF-2BP2
represses the expression of cytokine genes indoge@dFAT1 and regulates specifically the
function of NFAT1 among the NFAT family members. rQlata also suggest that the IRF-
2BP2 does not bind to DNA and therefore functiomss aatranscriptional correpressor.
Therefore, the overexpression of IRF-2BP2 leads felayed transition from ¢&; to S
phase of cell cycle and also alters the expressiamany cell cycle genes, such adlyc
which is also regulated by NFAT1. These data sugipes the IRF-2BP2 may have a much
greater role regulating NFAT1, not being restrictedhe modulation of cytokine genes. If
this is confirmed, the interaction between NFATM dRF-2BP2 may help to explain the
phenotypic differences exerted by different NFAMily members.

Key words: Transcriptional regulation, NFATE:Myc, IRF-2BP2, transcription factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 OS LINFOCITOS T E SUA ATIVACAO

No individuo adulto, os precursores de linfocitos@o originados na medula 6ssea,
enquanto sua diferenciacdo ocorre no timo, ondsapagor rearranjos génicos que levam a
expressao do TCRT(cell receptoy (Szaboet al, 1993; Nel, 2002). Ainda no timo, os
linfécitos T se diferenciam em dois tipos celularearacterizados pela expressao dos
correceptores CD4 e CD8. Os linfécitos T CD4 sawodanados T auxiliares e os linfécitos
T CD8 sao denominados T citotoxicos (Von Boeheteal, 2003). Ao sairem do timo, os
linfécitos migram para os 6rgaos linfoides secuindgarcomo baco e linfonodos, onde serdo
ativados pelas células apresentadoras de anti¢gBR@&s,antigen presenting ce)lgJaneway
& Bottomly, 1994).

Os linfécitos T saem do timoaivese permanecem quiescentes até que ocorra sua
ativacdo, que desencadeia a entrada em ciclo cdlismeway & Bottomly, 1994). No
momento da ativacdo, o antigeno apresentado pedécutas do complexo principal de
histocompatibilidade da célula APC é reconhecidogénfocitos T, através do seu TCR e
dos correceptores CD4 ou CD8. Além da ligacdo dR,Teédnhecida como primeiro sinal de
ativacdo, um segundo sinal é necessario para desEarca proliferacdo dos linfocitos T
especificos ao antigeno. O segundo sinal é gert@wéa da interacdo de moléculas
coestimulatorias, expressas nos linfocitos T (CD28)n seus ligantes B7.1 (CD80) ou B7.2
(CD86), expressos nas APCs. Ainda participam outradéculas de superficie, que
contribuem para a adesdo entre os linfocitos e BESA como a ligacdo entre LFA-1
(lymphocyte function-associated antigendbos linfocitos com ICAM-1 iitercellular cell
adhesion molecule}l expressos nas APCs (Crabtree & Clipstone, 1884tin & Chan,
2000).

O reconhecimento do antigeno induz o agrupamentoaiiéculas de TCR na superficie
dos linfocitos T, na regido de contato com as ARCantrell, 1996). Como consequéncia,
ocorre a aproximacdo das proteinas quinases quio emssociadas aos dominios
citoplasmaticos dos correceptores CD4 e CDS8. Egtéisases fosforilam os residuos de
tirosina, encontrados nos motivos ITAMmhunoreceptor tyrosine-based activation motif
das porcdes citoplasmaticas da molécula CD3, atovam complexo TCR. Segue-se uma

cascata de fosforilacdes que culmina na ativacdodfelipase C (PL(J. A ativacao de PLEC
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leva a hidrolise de fosfatidilinositol-4,5-bifosfa{PIR) de membrana em inositol-1,4,5-
trifosfato (IR) e diacilglicerol (DAG). O IR é responséavel pela liberacdo de célcio’{Ca
partir de reservatoérios intracelulares e o DAG needeativacao da proteina quinase C (PKC)
e de proteinas da familia Ras-MAPK. Somadas, esaadrao levar a ativacao de diversos
fatores de transcricdo (TEanscription facto}, como NFAT, NKkB, AP-1 ec-Myg que irdo
alterar o padrdo de expressao génica das célulesdat, levando a sua proliferacdo e
posterior aquisicdo de fungbes efetoras (Crabtre&igstone, 1994; Cantrell, 1996; Lewis,
2001).

Para adquirirem suas funcdes, estes linfécitosgaecantes se diferenciar em um dos
quatro tipos de células efetoras: Thl, Th2, Thillreg (Reiner, 2007), onde cada tipo é
caracterizado pela producdo de padrdes distintastalgnas (Seder & Paul, 1994; Szadto
al., 2003). A diferenciacdo depende de varios fafareso tipo e concentracdo do antigeno
apresentado e, principalmente, do microambienteitdeinas presente durante a ativacao
(Seder & Paul, 1994; Macian, 2005), que ira desigmaa ativacdo de fatores de transcricao
especificos. Linfécitos Thl produzem IFNH.-2, TNF-a e 8 (tumor necrose factdr(Seder
& Paul, 1994, Szabet al, 2003), enquanto os linfécitos Th2 produzem I[Lt45, IL-10 e
IL-13 (Rao & Avni, 2000).

1.2 REGULACAO DA TRANSCRICAO EM EUCARIOTOS

1.2.1 Regulacdo Geral da Transcricao

Os genes que codificam proteinas em eucariotostraiscritos pelo complexo da
holoenzima RNA polimerase Il, que é composto poa 2 subunidades, pelos fatores basais
de iniciacdo da transcricdo e por um ou mais caxoglenediadores. Esse complexo é
montado na regido promotora dos genes durantesctigdo (Orphanidest al.,1996; Lee &
Young, 2000, Dvir et al, 2001). O promotor basal € uma regido proximal de
aproximadamente 100 pb (pares de bases), onde aimaAg enzimatica de transcricdo é
montada. A funcdo dessa maquinaria é posicionaicmida transcri¢do relativo a sequéncia
codificante. Embora necessario para a transcrgdmacdo dos fatores basais ao promotor
basal ndo gera, por si s0, niveis significativosniRNA, ja que essas proteinas sao expressas
ubiquitariamente e conferem pouca especificidagelatoria. Essas proteinas sao conhecidas
como fatores gerais da transcri¢éo (Lee & Youn@02Qemon & Tjian, 2000).



A especificidade da transcricdo € conferida petsgmca de diversos sitios de ligacdo
para fatores de transcricdo dentro e fora do pronbzisal (Smale & Kadonaga, 2003), o que
permite a producéo de niveis significativos de mRNé&mon & Tjian, 2000). As sequéncias
de DNA que afetam o nivel de transcricdo sdo comtemehamadas de elementos eis)
enquanto que as proteinas que se ligam a essansiepue mudam o nivel de transcricdo sao
chamadas de elementos érans (Sperling, 2007). Os elementos @ms determinam quais
fatores podem se associar com o promotor de um glaxa®, o que também depende de quais
fatores estdo presentes no nucleo na forma atigafatores de transcricdo ativos diferem
durante o desenvolvimento, em reposta a estimutmmdicdes ambientais e entre os tipos
celulares (Wragt al, 2003).

No promotor basal, trés elementos podem ser ermomdr o TATAbox normalmente
localizado entre 25-30 pb a 5’ do sitio de inicgétdnscricao; o elemento iniciador (Inr) e a
sequéncia de reconhecimento do fator geral dectigée Il B (TFIIB). Um promotor pode
ser formado por combinacdes destas sequéncias dodas elas (Lee & Young, 2000; Smale
& Kadonaga, 2003).

Estudos de reconstituicdo da transcrigdiovitro demonstram que O processo requer
cinco fatores de transcricao basais: TFIIB, TFMBJIE, TFIIF, TFIIH e um sexto fator, que
potencializa a transcricdo, o TFIIA (Orphanidgsal, 1996; Sperling, 2007). Primeiramente
ocorre o reconhecimento do promotor pelo TFIID,aomplexo contendo a proteina ligadora
da sequéncia TATA, TBP (TATAInding protein e pelo menos outros 14 fatores associados
(Smale & Kadonaga, 2003). O fator TFIIB estabilessa ligacdo, formando o complexo de
pré-iniciacdo. TFIIB recruta o complexo RNA polirase II-TFIIF, seguido de TFIIE e
TFIH. O TFIIH tem atividade helicase e separa aladita de DNA no sitio de inicio da
transcricdo (Dviret al, 2001). Este processo, que pode ser modulado iaosiu
negativamente por fatores de transcricéo ligadmgras sitios, € um dos pontos principais da

regulacédo transcricional (Lee & Young, 2000; Lengomjian, 2000).

1.2.2 Os fatores de transcri¢ao

Os fatores de transcricdo sao caracterizados pornpenos dois dominios estruturais
distintos: o dominio de ligacdo ao DNA (DBDINA binding domai)) que reconhece e se liga
as seqguUéncias especificas no promotor de genesifesge e o dominio de ativagdo ou
repressao da transcricdo, que influencia a raz&oadscricdo por interagir diretamente com

componentes da maquinaria basal de transcricdbtaiado ou inibindo sua associacdo com o
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promotor basal; ou pela interagdo com outros codatdatores de transcricdo e/ou proteinas
envolvidas na acessibilidade ou no silenciamentordmatina (Wrayet al, 2003, Ganss &
Jheon, 2004).

Diversos fatores de transcricdo se ligam ao DNA admomo ou heterodimeros,
enquanto outros so se ligam ao DNA se néo estivéigatos a cofatores e outros ainda se
ligam ao DNA sozinhos, mas sua especificidade amética de associagdo mudam
completamente com a presenca de cofatores (\@tray, 2003, Ganss & Jheon, 2004). Os
cofatores (ou correguladores), por definicdo, nésspem um DBD, mas contém dominios
que medeiam associacfes proteina-proteina espsaifien os fatores de transcricao (Wety
al., 2003; Burke & Baniahmad, 2000). Os cofatoreasttacionais podem ser subdivididos
em coativadores, 0s quais medeiam a ativacdo gén&a correpressores, que medeiam o
silenciamento génico (Burke & Baniahmad, 2000).eEssunto esta discutido no subitem
1.2.3.

A regulacdo da transcricdo comumente ocorre atrdeesim dobramento do DNA
(Figura 1), por meio de interacdes proteina-proteina. Essedgpiateracdo ocorre com todos
0s sitios de orientacdo que estdo a mais de algdezanas de pares de bases do promotor
basal (Wrayet al, 2003). Existem elementos etrs ha regido promotora dos genes, que
contém sequéncias ativadoras chamaedabancerse sequéncias repressoras chamadas
silencers Nas duas sequéncias, existe um grupamento ds sli¢i ligacdo para fatores de
transcricdoEssas regides do DNA se dobram e os fatores dectigdio ligados a elas podem
interferir com a transcricdo de varias maneiras.faddsres de transcricdo que se ligam aos
enhancersregulam a transcricdo positivamente e os quegsenliaossilencersregulam-na
negativamente (Lee & Young, 2000).

Diferentes fatores de transcricdo se ligam a ditese matrizes no DNA. O DBD da
maioria dos fatores de transcricdo é um motivoogwamumente de alfa-hélice, que se insere
no sulco maior do DNA. A substituicdo de um Unicoireoacido dentro desse dominio pode
alterar a especificidade de ligacdo e dado que gadabase de DNA gendmico contém
dezenas de supostos sitios de ligacdo, a idegfificde supostos sitios que realmente ligam

proteinas requer testes bioquimicos e experimefwamy et al, 2003).



Figura 1- Formagcdo do complexo de iniciagdo da trastricdo: A sequéncia TATA é
reconhecida pela proteina TBPATA box binding prote)n que faz parte do complexo
TFIID, representado pela TBP e pelas TAFBR associated factoxsO fator TFIIB recruta a
RNA polimerase Il (Polimerase), sendo a associdp&datores TFIIF, E e H necessaria para
0 inicio da transcricdo. Fatores de transcricaeafpos (TF) se ligam a sequéncias distantes
no promotor, podendo interagir com os fatores destricdo basais, através de um
dobramento do DNA, ativando ou reprimindo o processiaptado de Cooper, 2000.

1.2.2.1 A familia de fatores de transcricdo NFAT

Os fatores de transcricdo da familia NFAllear factor of activated T ce)lsegulam
a expressdo de genes relacionados com inumeradeRirgologicas, como proliferacao
(ciclinas e CDKsdyclin-dependent kinasggRaoet al, 1997; Yoshid&t al, 1998; Bakslet
al., 2002; Carvalhcet al, 2007), diferenciacdo (citocinas) (Rab al, 1997; Horsley &
Pavlath, 2002; Macian, 2005), morte celular (FaS\LF-a e Nur77) (Latiniset al, 1997; Rao
et al, 1997; Youret al, 2000; Kaminumat al, 2008) e angiogénese (Armesital, 1999;
Ifiguezet al, 2003; Yoeli-Lerneet al, 2005; Jiniret al, 2008).

O NFAT foi primeiramente descrito em uma linhageencélulas T humanas, como um
fator nuclear indutivel, capaz de se ligar ao ptomdelL-2 (Shawet al, 1988). Ao longo
dos anos, diferentes membros da familia foram ifitados em diversos tecidos e tipos
celulares, dentro e fora do sistema imune, e hdjendlia NFAT € composta por cinco
membros, designados pela ordem em que foram iaackis: NFAT1 (também conhecido
como NFATp, ou NFATc2), NFAT2 (NFATc, ou NFATc1),AAT3 (NFATc4), NFAT4
(NFATX, ou NFATc3) e NFATS (TonEBP, ou OREBP, ouAIz) (Raoet al, 1997; Macian
et al, 2001; Hogaret al., 2003).



1.2.2.1.1 Estrutura e Ativacdo do NFAT

As cinco proteinas da familia apresentam o DBDnadtete conservado e uma regiao
regulatoria N-terminal, com alta similaridade entt® NFAT1-4, chamada NHRNFAT-
homology regiop(Raoet al, 1997; Maciaret al, 2001; Hogaret al, 2003) Figura 2). O
DBD do NFAT é semelhante ao encontrado em fatoeegrahscricdo da familia Rel e
apresenta uma sequéncia de oito residuos de antioedRAHYETEG), através do qual ele

se liga as regides regulatorias dos promotoresveesds genes.

NFAT1

NFATZ
NFAT3

NFAT4
NFATS

Figura 2 - Representacdo esquematica das proteinda familia NFAT: Essa familia é
composta pelos cinco membros representados, os gpagsentam o dominio de ligacdo ao
DNA (DBD, DNA binding domaipaltamente conservado, através do qual o NFATgaeab
promotor dos genes que regula. A regido regulatBitdR (NFAT-homology regioné
conservada entre os membros de 1-4 e nela sdotedms o sitio de ligagdo para a
calcineurina (PXIXIT), a sequéncia de localizac&olear (NLS, nclear localization signal

e regides ricas em residuos de serina e prolinR (S&ine-rich regione SP serine proline-
repeat motf. Também estdo representados os dominios de tikagse (TAD,
transactivation domainN- e C-terminais, especificos de cada proteiricBo de cada
regido em relacéo a proteina NFAT1 (Teixeira, 2006)

As proteinas NFAT apresentam uma sequUéncia consdasdigacdo ao DNA,
identificada pelos nove pares de base: (A/IT) GGAANKA/T/C)N (onde N representa
qualguer nucleotideo). A regido regulatéria NHR$ponsavel pela ativacdo dos membros da
familia. Nessa regido sdo encontrados: o sitioighgcdo para a enzima calcineurina; as
sequéncias de localizacdo e de exportacdo nucleagi@s ricas em residuos de serina e
prolina. A dinamica de fosforilacdo e defosforiac@lesses residuos de aminoacidos
determina o estagio de ativacdo da proteina NFAE, mpde ser dividida em 3 momentos:
defosforilagdo, translocacéo nuclear e ligacdo Eé& [Raoet al, 1997). A proteina NFAT5

tem a regido NHR truncada e ndo possui o sitiogaedo para a calcineurina. Diferente dos
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outros membros, a proteina NFAT5 é regulada paag@es de tonicidade celular induzidas
por estresse osmatico.

As regides N- e C-terminais das proteinas NFAT airgresentam dominios de
transativacao exclusivos (Rab al, 1997; Maciaret al, 2001; Hogaret al, 2003), os quais
apresentam grande divergéncia entre os membroamddiaf e podem estar envolvidas na
interagéo com diferentes parceiros transcricionais.

O NFAT é constitutivamente expresso no citoplasmaélulas néo ativadas (Real.,
1997), na sua forma inativa e fosforilada (Shetwal, 1995). Sua ativacdo ocorre apds o
estimulo de receptores acoplados & mobilizacédo aé (Rao et al, 1997, Macian, 2005)
(Figura 3). A deplecéo do Cado reticulo endoplasmatico liso a partir da queler&IR em
IP; induz um influxo prolongado de €a através da abertura de canais de membrana
plasmética dependentes de’Ca® influxo sustentado deste fon leva & ativacaderdgmas
dependentes de calmodulina, como a calcineurinavi¢,.e2001), uma fosfatase de
serina/treonina que defosforila residuos de serasproteinas NFAT (Okamuret al, 2000;
Hoganet al, 2003). A defosforilacdo provoca uma mudanca a@omécional na proteina,
expondo a sequéncia de localizacdo nuclear e emedadh sequéncia de exportacédo nuclear,
permitindo a translocacdo do NFAT para o nucleoalsez no nucleo, ele se liga a regido
promotora dos genes que regula e promove ou imgpéa@sativacdo dos mesmos sozinho ou
em cooperacao com parceiros transcricionais @ab, 1997; Maciaret al, 2001; Hogaret
al., 2003). Drogas imunosupressoras como a Ciclazpoki (CsA) e o FK506 bloqueiam
diretamente a fosfatase calcineurina e, consequente, a ativacdo das proteinas NFAT
(Shawet al, 1995; Raet al, 1997; Kianiet al, 2000).

Além da regulacéo pela fosfatase calcineurinat@xigproteinas que desempenham um
papel importante na atividade do NFAT. Algumas auiar@ sua capacidade de transativacao,
como os coativadores CBP/p300 e a quinase PIM-btéfat al, 1999; Rainicet al, 2002),
enquanto outras sao responsaveis pela manutenddBAID no citoplasma enquanto ndo ha
ativacéo celular e/ou por sua exportacdo nucleaxeaplo, as quinases GSK-@ycogen
synthase kinase}3JNK (JUN N-terminal kinagge CK-1 (@asein kinase )le p38 (Bealt al.,
1997; Macian, 2005).

As proteinas NFAT sdo transativadores fracos eiéetgmente estdo associadas com
proteinas parceiras para regularem a transcricdock@till, 2008). Vérios estudos
identificaram proteinas que se ligam ao NFAT eraite sua atividade transcricional. A

maioria dessas proteinas interage com a regido Méti®ervada entre os diferentes membros
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NFAT. As proteinas da familia AP-hAdtivator protein-) sdo os principais parceiros de
ativacdo do NFAT durante a ativacdo dos linfocitossendo composta por dimeros que
interagem entre si. Os dimeros de Fos e Jun foromanplexos com o NFAT e o DNA nos
sitios compostos NFAT1-AP-1. (Jagt al., 1992; Maciaret al., 2001; Hogaret al., 2003).
Além da interacdo com AP-1, as proteinas NFAT agem com outras familias de fatores de
transcricdo como Maf, ICER, p2%', GATA e EGR (Hoet al., 1996; Bodoret al., 2000,
Boweret al.,2002), o receptor nuclear PPARYanget al., 2000), as proteinas Oct e IRF-4
(Bertet al.,2000; Rengarajaet al.,2002), a proteina FOXP3, (Wt al.,2006), entre outras.
Algumas dessas interacdes levam ao aumento ddatevitranscricional do NFAT, enquanto

outras levam a repressao.

TCR
Q\ Ca2+
o
GRAC Membrana Plasmatica
—@ o

/

Outros sinais como
RAS-MAPK ou PKC

‘9@@@ Nucleo

NES ®

Figura 3 - Ativacado das proteinas NFAT:A estimulacdo do TCR ativa varias vias de
sinalizacdo em linfocitos T, dentre elas, a dadigsiise C (PLGH, que leva a hidrélise de
fosfatidilinositol-bifosfato (PIP) de membrana em inositol-trifosfato {JPe diacilglicerol
(DAG). O IP; é responsavel pelo aumento da concentracdo der@acelular e consequente
ativacdo da calcineurina, que defosforila as pnaeiNFAT1-4 presentes do citoplasma,
permitindo sua translocacéo para o nucleo. No nyol&FAT regula a expressao de diversos
genes, 0 que pode ocorrer em colaboracdo com oiatitm®s de transcricdo, ativados por
outras vias. A fosforilacdo do NFAT no ndcleo indsua translocacdo para o citoplasma.
TCR, “T Cell Receptdr Ca**, Calcio; CRAC, talcium-release-activated calcium chantigls
CsA, Ciclosporina A; NLSriuclear localization sign&] NES, “nuclear exportation signal
Adaptado de Macian, 2005.
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1.2.2.1.2 Distribuicdo e funcdes das proteinas NFAT

As proteinas NFAT sdo expressas em diferentesoea@dtipos celulares. Dentro do
sistema imune, o NFAT €& expresso em monacitos,laeINK, mastocitos, mondcitos,
linfécitos e células epiteliais (Raat al, 1997). Nos érgaos linfoides periféricos, o NFAT1
representa o0 membro majoritario da familia, serdpansavel por quase 90% do conteudo
total de NFAT em células imunes ndo ativadas (Ketnal, 2000); o NFAT2 também é
expresso nos orgaos linféides periféricos; o NFAT8 Uunico membro ndo encontrado em
células do sistema imune (Rab al, 1997; Kianiet al, 2000) e o NFAT4 esta envolvido
principalmente com a maturacdo e selecdo de ltoCT no timo, tendo sua expressao
diminuida nos orgéaos linféides periféricos (Masatlal, 1995; Oukkaet al, 1998). Fora do
sistema imune, essas proteinas sao encontradasl@as @ndoteliais, musculares (cardiacas
e esqueléticas), cardiomidcitos, neurdnios, con®iccélulas pancreaticas, de mama, de
coélon, dentre outras (Het al, 1994; Wanget al, 2007; Horsley & Pavlath, 2002; Hogeh
al., 2003; Jauliaet al, 2002; Buchholzt al, 2006).

A alta similaridade da regido do DBD entre os d@ifées membros da familia NFAT,
confere especificidades comuns de ligagdo ao DNAue pode explicar a redundancia
observada em algumas func¢des reguladas pelosrddsrFATs (Macian, 2005; Youet al,
2000; Santiniet al, 2001). Entretanto, o fenétipo de camundongogaugélulas deficientes
para uma ou mais dessas proteinas mostrou quefarentes representantes da familia
também executam funcdes distintas. Quando comparads® camundongos selvagens, 0s
camundongos deficientes para NFAT1 (NFAT1-/-) pesswma resposta imune aumentada,
apresentando hiperproliferagcéo linfocitaria e enffia, com aumento de linfécitos do tipo
Th2, acompanhado por aumento de expressao delllk5e IL-13 frente a estimulo (Hodge
et al, 1996; Xanthoudakist al, 1996; Violaet al, 1998; Caetanet al, 2002). A auséncia
de NFAT1 também leva ao crescimento e diferenciatfmrdenados de células do tecido
cartilaginoso (Rangeet al, 2000). Por outro lado, animais deficientes pafdFAT2 sao
letais durante a embriogénese, por defeitos naaigdin da valvula cardiaca (Rangeral.,
1998a), mas linfécitos NFAT2-/- gerados a partirrdeonstituicdo de blastocistos RAG-/-,
apresentam uma proliferacao linfocitaria diminuédaresposta a estimulo, com supressao da
proliferacdo de células B e T, além de produzireixds niveis de IL-4, com consequlente
comprometimento do fenotipo Th2 (Rangeral, 1998b). Recentemente, n0s demonstramos
que as proteinas NFAT1 e NFAT2 tém funcbes opakiemnte a regulacdo do ciclo celular e
da apoptose de células NIH3T3. Enquanto o NFAT2 atbmo um regulador positivo da
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proliferacdo e um repressor da morte celular, o NFAnduz arresto de ciclo celular e
aumenta a morte (apéndice 9.1.1 - Rolabsal, 2008). Esses dados sugerem papeis
antagonicos para os fatores de transcricdio NFATMFAT2, tanto na diferenciacdo de
linfécitos T CD4 quanto na regulacdo da prolifecagdmorte celular. Esse fendtipo pode ser
explicado pela diferenca de expressédo entre os nesmWFAT1 e NFATZ2, onde cada
proteina pode ocupar um dado promotor num tempecégm; pela diferenca de afinidade
aos diversos promotores; ou ainda pela habilidade cpda fator tem de interagir com
diferentes coativadores e correpressores atrawesedrs dominios N- ou C-terminais, que sao

pouco conservados entre os diferentes membros NMagian, 2005).

1.2.2.1.3 NFAT, ciclo celular e tumorigénese

A proliferacéo celular é regulada pela combinag@éatbres estimulatérios e inibitorios,
como mitdgenos, fatores de crescimento e citocigas, fazem as células progredirem de
maneira unidirecional ao longo do ciclo celularteEsiclo é dividido em quatro fases
principais, que ocorrem de forma sequencial; & G e M. Em S gynthesis ocorre a
condensacdo da cromatina e sintese de DNA e emmikds{9, ocorre a divisdo celular
propriamente dita, originando duas células geneticae idénticas a de origem. As fase®G
G, (gap) sdo intermediarias e preparatorias para as fased/. As células quiescentes, que
ndo se encontram em ciclo, estdo egnA3transicéo entre essas fases € precisamentadagu
por diversas proteinas, dentre elas, as CDKs, §aecenstitutivamente expressas e suas
ciclinas ativadoras, reguladas por transcricaoresgas em fases especificas do ciclo celular.
A disponibilidade das ciclinas determina a formagés complexos e a atividade das CDKs,
assim como a progressao unidirecional ao longoido.dJma terceira classe de proteinas,
chamada CKI (CDKinhibitor), inibe as CDKs e, consequentemente, 0os complexos
ciclina/CDKs (Sherr, 2000; Vermeulen al, 2003).

A entrada no ciclo celular é dependente de estBnoibogénicos extracelulares, que
fazem a célula transitar do estagio de quiescé@gjgpara a fase f5durante a qual ocorre a
sintese da ciclina D e a formacao do complexonadd-CDK4/6, que fosforila a proteina Rb
(retinoblastoma), liberando o fator de transcri€@y (E2promoter binding factgr(Sherr,
2000). E2F induz a transcricdo de genes envolwidasansicao de {65, como o das ciclinas
D, E e A,c-Myc e DNA polimerase (Matsumumt al, 2003). No final de & o complexo
ciclina E-CDK2 fosforila pRB em sitios adicionalsyando a transicdo deifS. Em S, a

ciclina A se associa com CDK2 e mantém a protefalkere do inibidor pRb, impedindo o
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regresso a & No final de G e inicio de M, a ciclina A forma complexos com CDRKara
promover a entrada em M. A mitose é depois regutetia complexo ciclinaB/CDK1, que
fosforila proteinas que regulam diferentes eved#snitose, como a ruptura da membrana
nuclear, a condensacédo dos cromossomos e a formagaso mitético, permitindo a divisdo
celular (Smits & Medema, 2001; Vermeuketal, 2003).

As primeiras evidéncias de que as proteinas NFASfceam algum papel no controle do
ciclo e da proliferacéo celular vieram de estudes impostraram a transicdo d¢&mediada
pela sinalizacdo de &a(Tomonoet al, 1996) e do papel da CsA na inibicdo de ciclinas e
CKls (Tomonoet al, 1998; Santiniet al, 2001). Posteriormente, Caetaabal. (2002),
demonstraram que linfécitos dos camundongos NFATdpfesentam um descontrole do
ciclo celular frente a estimulo secundario, asslucea uma expressdo aumentada das ciclinas
A, B, E e F, quando comparados aos linfécitos @msundongos selvagens, sugerindo uma
regulacédo negativa da progresséao do ciclo celelar WFAT1, j& que na sua auséncia, ocorre
um encurtamento desse ciclo, associado a um aumargapressao de diversas ciclinas. No
mesmo ano, foi descrito que o NFATL regula diretame promotor de CDKA4, inibindo sua
expressdo e, mais recentemente, o mesmo resultadencéontrado para a ciclina A2,
corroborando a hipotese do NFATL1 agir reprimindeico celular (Bakshet al, 2002,
Carvalhoet al, 2007). Dando suporte para a descricdo de qdé&easntes proteinas NFAT
podem ter funcdes redundantes, tanto NFAT1 quarfATR induzem a expressao do
inibidor de CDK p2t** em queratindcitos (Santiett al, 2001) e do proto-oncogereMyc
em células pancreaticas (Buchhetzal, 2006; Koeniget al, 2010; Singtet al, 2010). Por
outro lado, foi demonstrado que a proteina NFATRIliee a expressao de ciclina A de forma
oposta ao NFAT1, induzindo sua expressao (Karpuedpl, 2008). Até 0 momento nao foi
demonstrado que os membros NFAT3-5 regulem diregtsrgenes envolvidos na progressao
do ciclo celular.

As proteinas NFAT tém sido implicadas em vias ingoaes para o desenvolvimento da
tumorigénese, como na angiogénese, definida coprocesso de formagédo de novos vasos,
importante para a nutricdo do tumor. Foi mostrage @ atividade do NFAT € induzida por
VEGF (vascular endothelial cell growth fachofArmesillaet al, 1999; Hernandeet al,
2001), um mitégeno endotelial, cuja funcéo é @ifiara a angiogénese. Nesse aspecto, foi
mostrado que quando ativado pela via de VEGF, o NE#ta ligado a inducdo de COX-2
(cyclooxygenase)dHernandezt al, 2001). Especificamente, foi mostrado que tarffdNL
(Yiu & Toker, 2006) quanto NFAT2 (Duquet al, 2005) induzem COX-2. Os outros
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membros da familia ndo foram avaliados. As progeeMBAT3 e NFAT4 também contribuem
para a angiogénese. Elas sdo expressas em teceldgaspulares e dirigem o
desenvolvimento de células endoteliais e de musraldisa vascular (Horsley & Pavlath,
2002).

Outro componente igualmente importante para a pssgo do tumor é a propensao das
células migrarem e invadirem o tecido adjacente eomente sanguinea (Hanahan &
Weinberg, 2000). Foi mostrado que o NFAT1 esta o na invaséao de células de cancer
de mama (Jauliaet al, 2002; Yiu & Toker, 2006) e que NFAT1 e NFATS5 téetacdo com o
potencial metastatico das mesmas células (Jagetiat, 2002). Além disso, o blogueio dos
membros da familia NFAT impede a mobilidade e @%@ de células de cancer de mama
(Yoeli-Lerner et al, 2005). A inducdo de COX-2 pelo NFAT1 também ligada com a
migracdo das células endoteliais primarias (Hereaetdal, 2001) e com metastase e invasao
das células de carcinoma hepatocelular infectadas @ virus da hepatite B (Lara-Peeti
al., 2002).

A sinalizacao fornecida pelo microambiente em tatadaumor também é fundamental
para o desenvolvimento tumoral. Nesse aspecto, Meéay al (2007) mostraram que logo
apos as células leucémicas serem removidas donsgierdgein vivo e cultivadasn vitro, o
NFAT reverteu para sua forma fosforilada inativadicando a diminuicdo da atividade da
calcineurina. Interessantemente, essa inativaéiro foi revertida quando as células foram
reimplantadas em hospedeiros singeneicos, confdmamm requerimento para 0s sinais
autocrinos/paracrinos no microambiente para sustanativacdo da calcineurina (Medyouf &
Ghysdael, 2008). Adicionalmente, foi sugerido qu&llPAT € um ponto de convergéncia
entre sinais inibitérios e estimulatérios na regéta da angiogénese, onde indutores da
angiogénse como bFGF e VEGF ativam o NFAT1, e dioiles como PEDFp{gment
epithelial-derived factgrreprimem sua atividade. Esses resultados mogjtaara regulacao
do NFAT1 é fundamental para determinar a angiogénesusa manutengdo ou regressao
dos capilares existentes (Zaichek al, 2004). Outros trabalhos ainda sugerem que a
sinalizacdo do microambiente determina se a viacaleineurina/NFAT irA promover a
angiogése ou a apoptose (Zaicletilal, 2004; Jinniret al, 2008).

A desregulacao da sinalizacdo de NFAT/calcineuefioa a expressdo anormal de seus
componentes € descrita em tumores solidos de orgéeilial, linfomas e leucemias linfoides
(Medyouf & Ghysdael, 2008). A localizacdo nuclearNIFAT2 foi encontrada em 70% dos

casos de linfoma de Burkitt, 30% dos de linfomeacélellas B grandes difusas (Marafieti
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al., 2005) e 70% dos carcinomas pancreaticos (Buzhdiahl, 2006). A superexpressao de
uma proteina NFAT2 constitutivamente ativa em fitestos 3T3L1 foi suficiente para
diminuir a diferenciacéo terminal destas célulasaghpodcitos e para induzir a tranformacao
celular, o que foi associado com o aumento de szpcedec-Myc e das ciclinas D2 e D3
(Neal & Clipstone, 2003). Também ja foi demonstrgde o estimulo de PMA e ionomicina,
que simula a via de ativacdo do TCR, induz o aumedatexpressao deMyc e que esse
aumento é bloqueado pela administracado de CsA (&esd 1985; Furueet al, 1990, Golay

et al, 1992), sugerindo um papel para a familia NFATadte a regulacao aeMyc Juntos,
esses dados sugerem que mudancgas nas vias dei¢émsig sinal sdo elementos chave para
a patogénese do cancer. As proteinas NFAT tém fang8es fisioldgicas, que podem ser
aumentadas ou diminuidas por diferentes vias daizigdo. Durante o desenvolvimento
tumoral e entre diferentes tipos de tumor, as prateNFAT podem contribuir para aspectos
distintos da tumorigénese, incluindo a desregulagé&mal do controle do ciclo celular, o
recrutamento adequado de nutrientes e a regulacaeethstase.

1.2.2.2 O fator de transcricao c-Myc

O isolamento e a caracterizacdo do proto-oncogevigc ocorreram em 1982. Ele foi
descrito como o0 homdlogo das sequéncias transfaemardo retrovirus aviario
mielocitomatosey-myc(Vennstromet al, 1982). Ainda no mesmo ano, sua associagao com a
translocacdo de cadeia pesada de imunoglobulindeimonstrada em linfomas de Burkitt
(Dalla-Faveraet al, 1982) e hoje se sabe que a expressdo desregidsda gene esta
associada com diversos tipos de tumores (Maftcal, 1992; Facchini & Penn, 1998;
Arvanitis & Felsher, 2006; Vita & Henriksson, 20@yanet al, 2009). Entretanta-Myc é
um gene critico para a homeostasia normal quanpiesso normalmente, exercendo papéis
importantes no crescimento, progressao do cicldareldiferenciacdo e inducdo da apoptose
(Kelly et al, 1983; Marctet al,, 1992; Facchini & Penn, 1998; Evanal, 2009).

1.2.2.2.1 Estrutura do gene e da proteina

O produto do gene-Myc é uma fosfoproteina nuclear altamente consentela.gene
possui 3 éxons (Hamlyn & Rabbits, 1983; Bernatdal 1983, Kellyet al, 1983), com
similaridade de nucleotideos entre humanos e cabmgod em torno de 90% para 0s éxons 2
e 3. O éxon 1 possui uma grande regido nao traalazkl, podendo ter dele¢bes ou insercdes.
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A conservacao deste éxon nas duas espécies € dmigue 0 esperado para regides nao
traduzidas, ficando entre 69 e 75% (Berretrdl,; 1983).

Existem varios sitios de iniciacao da transcri¢gdgura 4), sendo P1 e P2 os principais
(Kelly et al, 1983; Bernard et al, 1983), posicionados a aproximadamente 160 pb de
distancia (Bernar@t al, 1983; Batteyet al, 1983). P2 é predominante, gerando de 75-90%
dos transcritos, enquanto P1 gera os outros 10-Pifcterceiro promotor, PO (550 a 650 pb
a 5 de P1) é unico no gene humano e gera apenam3fanscricao efetiva aeMyc Ha um
quarto promotor, P3, préximo do 3’ do primeiro émir P1 e P2 contém um elemento TATA
box consenso, enquanto um forte elemento iniciddoy ocorre apenas no sitio de inicio de

transcricdo de P2. Ao contrario, PO e P3 ndo pas3uET A box (Marcuet al, 1992).

Heterocromatina
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Figura 4 - Estrutura do I6cus de c-Myc humano: (A) As regides de ligacdo a matriz, MARs
(matrix attachment regignlocalizadas a 80 kbpstreame 50 kbdownstreamdefinem um
dominio que contém hetero e eucromatina e sepaeadesnino dos genes vizinhos. A 5, a
eu e a heterocromatina sdo separadas pelo elerihB (c-Myc insulator element
localizado a aproximadamente 2,5 kb do sitio deidndle transcricdo(B) O genec-Myq
contendo trés éxons, os quatro promotores (POe13)20s dois principais inicios de traducao
(CTG e ATG) e os dois sinais de poliadenilagaoi(Ril e 2). Adaptado de Wierstra &
Alves (2008).

Os promotores P1 e P2 geram transcritos de 2.2 kb2 respectivamente (Kelbt al,

1983; Hamlyn & Rabbits, 1983) e codificam as dud@scipais espécies de proteinadvlyc1
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e c-Myc2. A primeira contém 14 aminoéacidos adicionais -geiinal e sua transcricdo é
iniciada no codon CUG proximo do 3’ final do primeéxon. O restante desse éxon é uma
grande sequéncia ndo codificardaeMyc2 € menor e comeca no AUG no inicio do segundo
éexon (Hanet al, 1988; Facchini & Penn, 1998). Esses dois codtn#iciacdo (CUG e
AUG) estdo emframe (Han et al, 1988). Uma terceira isoforma também foi descrita
iniciando de um codon AUG a 100 aminoacidlmsvnstreanno éxon 2, codificando uma
proteina menor chamada Myc-S, que inibe a traregty das proteinas inteiras e parece ter
uma funcao inibitéria dominante-negativa. Um batamptre as trés proteinas, que pode
flutuar dependendo do ambiente celular, deve prawar mecanismo sensivel para a
modulagéo da funcdo @eMyc durante os diferentes estagios do crescimenteretitiacio e
apoptose (Spotist al, 1997).

A proteina c-Myc €& organizada em dominios caracteristicos de atread
transcricionais: um N-terminal globular com seu @umde ativacdo; uma regido béasica C-
terminal de a-hélice, envolvida no reconhecimento e ligacdo @guéncias de DNA
especificas e um motivo para dimerizacao, de hdligga-hélice leucina-ziper (HLH-LZ). O
motivo de HLH-LZ é responsavel pela heterodimedpagspecifica entre-Myc e seu
parceiro de ligacdo, MAXMYC-associated factor )X outra proteina BR-HLH-LZ. Essa
interacdo resulta em heterodimeros, que reconheeese ligam ao elemento E-box
CAC(A/G)TG e ativam a transcricao (Facchatial, 1997; Amatiet al, 1998). Especula-se
que tal interacdo seja necesséria para o corrdicamhento dec-Myc (Adhikary & Eilers,
2005), ja quec-Myc sozinho ndo se liga ao DNA (Eisenman, 2001) e a@d#ssacao €
requerida para todas as fun¢des conhecidasMige (Facchiniet al, 1997).

MAX esta presente em excesso quando comparaddyx e pode formar homodimeros
ou heterodimeros com varias proteinas, como MAD|] BIXINT. In vivo, 0s complexog-
Myc-MAX séo predominantes em ceélulas em proliferagimuanto MAD-MAX ou MNT-
MAX sé@o predominantes em ceélulas em repouso ouretitéadas. Quando ligados as
sequéncias E-box-MycMAX ativam e MAD-MAX ou MNT-MAX reprimem a transagao
(Adhikary & Eilers, 2005). Essa repressdo € medipdi@a interacdo com duas proteinas
correpressoras, Sin3A e Sin3B (Torcleaal, 1998; Burke & Baniahmad, 2000)-Myc
MAX também podem se ligar a sequéncias que naoxE{imr se associarem com outras
proteinas, como TRAP, YY1, TFIl-I, AP-2 e MIZ-1 @&hini et al, 1997; Eisenman, 2000;
Adhikary & Eilers, 2005).
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1.2.2.2.2 Regulacao da expresséo de c-Myc

Normalmente, a expressao ddVlyc esta correlacionada com o potencial proliferativo
da célula. Em células quiescentes, sua expréspéaticamente indetectavel. Sob estimulacao
de soro ou mitogénica, ha uma rapida e transieqiiressao de mRNA e proteina ddlyc
durante a entrada na fase @ ciclo celular, seguido por um gradual decliaiom nivel
baixo, mas detectavel, nas células em proliferéi¢atly et al, 1983; Reeet al, 1985; Dean
et al, 1986; Levineet al, 1986; Golayet al, 1992, Penmt al, 1990). Sua transcricdo ocorre
na auséncia de sintese protet® novo indicando ser um gene imediato e diretamente
downstreamda cascata de sinalizagdo mitogénica (Kethal, 1983; Rabbittet al, 1985;
Marcu et al, 1992). Quando ocorre retirada de fatores decicnemto ou em casos de
diferenciacdo terminal, 0 mMRNA e a proteina a®yc diminuem a niveis praticamente
indetectaveis (Rabbittet al, 1985, Dearet al, 1986). A regulacdo de sua expressao €
complexa e pouco compreendida (Wierstra & Alve980envolvendo varios mecanismos,
incluindo mudancas na iniciacdo e elongacéo dadrapdo, estabilidade do RNA, reciclagem
e traducédo da proteina (Bentley & Groudine, 19&¥jheet al, 1986).

Em relagéo a transcricdo, elementosapositivos e negativos tém sido identificados
no promotor dec-Myc (Kumar & Leffak, 1989). Interessantemente, muitios fatores de
transcricdo que se ligam a esses elementos saproteinas ou supressores de tumor, como
p53, Ets (Penet al, 1990, Facchini & Penn, 1998) e WNT (Heinal, 2004). Esses fatores
de transcricdo podem atuar simultanea ou sequerarniéé durante a montagem ou progressao
do complexo de pré-iniciacdo. Sabe-se que em séhdla diferenciadas, o complexo da RNA
polimerase Il ja se encontra ligado ao promotoc-ddyc e é exatamente essa caracteristica
que faz com que o gene tenha sua transcricdo ¢atapnente regulada em resposta a diversos
estimulos. O aumento quase instantaneo do MRNAMgc que ocorre quando as células sao
ativadas, ocorre por um simples aumento da comgatéa elongacdo da RNA polimerase Il,
assim como sua répida reducdo por retirada deefate crescimento ocorre por bloqueio
dessa elongacao, sem afetar a iniciacao da tre@ésdhiVierstra & Alves, 2008).

O mecanismo de auto-regulacdo negativa (Renal, 1990; Facchiniet al, 1997)
também é fundamental para o controle da transcde@Myc, funcionando como uma alca
regulatdria negativa. A proteimaMyc inibe seu proprio promotor, de maneira propordiana
concentracdo de proteilcaMyc (Pennet al, 1990), que parece interagir com a maquinaria

basal de transcri¢cao (Facchini & Penn, 1998).
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O mRNA e a proteina deMyc sdo moléculas de meia-vida de 20-30 minutos (Rabbi
et al, 1985; Levineet al, 1986; Marcwet al, 1992), sendo que a proteina é fosforilada em
varios residuos de serina e treonina a N- e ar@iftal. As fosforilagbes mais importantes
ocorrem nos residuos Thr58 e Ser62, onde a fasfénl da Ser62 ocorre primeiro e estabiliza
a proteina, enquanto a fosforilagdo da Thr58 ped&3I>sinaliza para poliubiquitinacdo e
subsequente degradacaocddyc (Lusher & Larsson, 2007).

1.2.2.2.3 Atividades biolégicas de c-Myc

A proteinac-Myc é altamente conservada em vertebrados, mas néte ximélogo em
levedura ou nematodo (Facchetial, 1998). Essa conservacao implica em papéis dagenc
para esse gene no metabolismo celular normal (Katllgl, 1983). Nesse aspecto,Myc
regula a transcricdo de genes dependentes de RMNwaepase |, Il e Ill, genes de RNA
ribossomal (Colleet al, 2000; Adhikary & Eilers, 2005) e genes envolvidosmetabolismo
de nucleotideos (Eisenman, 2001). Também se azrgdéd ele aumente a metilacdoadp
de diversos mRNAs, levando ao aumento da sinteseiqa (Lusher & Larsson, 2007) e
esteja envolvido na acetilagdo de histona H4 @vwal, 2007).c-Myc regula a razdo de
crescimento, definida como um aumento na massamantzo celular, requerida para a
progressao do ciclo celular (Eisenman, 2001) e éamba apoptose (Facchini & Penn, 1998,
Pelengariet al, 2002; Nieminenet al, 2007; Evaret al, 2009).

1.2.2.2.4 c-Myc, ciclo celular e tumorigénese

A funcdo dec-Myc varia muito com as condi¢fes experimentais e tiehdares. Além
disso, 0os mecanismos de apoptose, progressdo dm a@tular e tumorigénese séao
extremamente relacionados. A inducdo da express@sMi/c estimula células quiescentes
nao transformadas a atravessarem a fase étrarem em S (Eileet al, 1991; Facchini &
Penn, 1998). Sua simples superexpressao resufmacao de linfomas, osteosarcomas e
carcinomas hepatocelulares (Arvanitis & FelsherQ620Wu et al, 2007). In vivo, a
superexpressao aeMyc em células hematopoiéticas leva ao desenvolvimgatimmores T
(Felsher & Bishop, 1999; Smitt al, 2005), aléem de aumentar a quantidade de mosdeito
células eritroides na medula 6ssea; e de célulasniegacariécitos no baco (Smih al,
2005). Em alguns modelos, entretamtdJyc sozinho ndo é capaz de induzir a transformacéo,

como em NIH-3T3 ou REFs&t embrionic fibroblasts mas é capaz de se associar com RAS
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alterado (Kellyet al, 1983) ou com v-ABL (Facchini & Penn, 1998), parddo transforma-
las.

Células normais sofrem parada eny@& quando depletadas @eMyc (Wanget al,
2007), acompanhadas de inibicdo da proliferacadiiatdy & Eilers, 2005; Wangt al.,
2007) e do crescimento celular; diferenciacdo eemtonde adesdo (Adhikary & Eilers,
2005). Em tumores, a inativacdo clMyc pode levar a varios fenotipos, desde a regressao
dos mesmos, associada com parada de proliferagaentiacdo e apoptose (Tumores T,
mama) (Felsher & Bishop, 1999; Pelengasisal, 2002; Wuet al, 2007), passando por
inducdo de senescéncia, apoptose, reducdo globlRNde proteina e tamanho celular, até
inibicdo da proliferagdo sem inducdo de apoptoser @V al, 2007) e reexpressédo de
marcadores de diferenciacdo (Pelengatral., 2002).

A inibicdo dec-Mycem varias linhagens tumorais resulta em paradactiecelular em
diferentes fases (Wangt al, 2007). Comac-Myc esta envolvido em multiplos processos
celulares, essa inibicdo deve resultar da ativatgioheckpointsde varias fases do ciclo
(Gottifredi, 2005). A diferenca entre as linhageteve depender de outros fatores, cujos
niveis de expressdo e/statusmutacional difiram entre células normais e tunsrientre
diferentes tumores, determinando o tipo de blog(#anget al, 2007).

c-Myc dirige a progressao do ciclo regulando positivamde2F (Matsumuraet al.,
2003), ciclinas D (Amatet al, 1998; Colleret al, 2000; Eisenman, 2001), E e A (Facchini &
Penn, 1998; Eisenman, 2001), CDK4 (Anwitial, 1998; Hermekinget al, 2000) e Cdc25,
uma fosfatase que ativa CDKs, permitindo a formagéocomplexos com ciclinas, para
fosforilar reguladores do ciclo celular, como pRaalaktionovet al, 1996; Eisenman, 2001).
Além disso, reprime ou sequestra CKls, como"§15p27* e p2£PL cuja expresséo leva
ao bloqueio do ciclo celular (Amagt al, 1998; Colleret al, 2000) e ativa enzimas da
biossintese e producdo metabodlica de poliaminasniginas e lactato, essenciais para o
crescimento e divisédo celular (Facchini & Penn,8t¥olleret al, 2000).

Existem mecanismos que limitam a transformagaccgdyc e, teoricamente, precisam
ser inativadas para a formac&o do tumor ocorresc{iiai & Penn, 1998; Evaet al, 2009),
como sua habilidade de induzir a apoptose (Facéirenn, 1998, Pelengaret al, 2002;
Nieminemet al, 2007; Evaret al, 2009), especialmente em células depletadas oe$atle
sobrevivéncia e em estresse; e seu mecanismo deeguiacdo negativa (Facchiei al,
1997).
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A desregulacdo de-Myc definida como um aumento inapropriado e néolégioco em
sua atividade, é encontrada em torno de 30% destosl@asos de cancer humano (Vita &
Herikson, 2006), principalmente em tumores de madlan, pancreas, carcinomas cervicais,
de pulméao, osteosarcomas, glioblastomas e leucenidsides (Marciet al, 1992; Facchini
& Penn, 1998; Smitlet al, 2005; Arvanitis & Felsher, 2006; Buchhat al, 2006; Vita &
Henriksson, 2006). Tal desregulacdo pode ocorremvéd de alteracdes epigenéticas,
amplificacdes, translocacdes cromossdémicas, mutagdeseu promotor ou mutacdes em sua
propria proteina (Marcet al, 1992; Facchini & Penn, 1998; Arvanitis & Felsh2606).
Esses mecanismos podem resultar no rompiment@algéb de um regulador negativo e no
aumento da atividade especifica do polipeptideactitai & Penn, 1998)c-Myc contribui
para a tumorigénese atraveés da promocao da pagiierdescontrolada (Eisenman, 2001) e
também por exercer efeitos na adeséo celular, wietaio, angiogénese (Knies-Bamfogrh
al., 2004) e instabilidade gen6mica (Mareual, 1992; Facchini & Penn, 1998). Tumores
com expressado desregulada deMyc sao clinicamente mais agressivos e com pior
prognoéstico (Arvanitis & Felsher, 2006) sendo demauimportancia caracterizar 0s

reguladores envolvidos nesse processo.

1.2.2.3 NFAT e c-Myc

Até aqui, j& foram abordadas diferentes situacdele @ NFAT regula, pelo menos
indiretamente, a expressao ddllyc Ao longo do desenvolvimento desse trabalho, gario
artigos demonstraram a ligacédo tanto de NFAT1 qudet NFAT2 a um elemento NFAT
localizado no promotor minimo deMyg entre os dois principais inicios de transcrigdd (
and P2) (Buchholet al, 2006; Koeniget al, 2010; Phanet al, 2010; Singhet al, 2010).
Contudo, com excecdo do trabalho de Buchlalal. (2006), que investigou somente a
funcdo do NFAT2, nenhum dos outros trabalhos avaicegulacdo do promotor completo de
c-Myc pelos NFATSs. Invés disso, apenas a transativagdand elemento de ~ 20 pb foi
analisada. Assim, ndo € possivel concluir sobre@oitancia desse sitio proximal para a
transativacdo mediada pelo NFAT1 no contexto doptor completo.

A regulacdo do promotor de-Myc é complexa e ainda pouco compreendida,
envolvendo redundéancideedbackse sendo altamente dependente do contexto e do tipo
celular (Wiestra & Alves, 2008). Centenas de sifaiores de transcricdo e componentes da
cromatina regulam os niveis celulares do mRNAcddyc (Levens, 2008; Levens, 2010).

Além disso, a propria organizacdo e dobramento rdm@tor sdo importantes para a sua
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regulacdo (Levens, 2010). Da mesma forma, regi@egilatérias distais tém efeitos
importantes em sua expressao. Como exemplo, fotrattms que o dominante negativo da
proteina FBP Rar upstream element-binding protgimgue se liga o elemento FUSEar(
upstream elementocalizado a - 1,5 kb em relacéo a P1, leva ardiimpdo da expressao de
Myc enddgeno e a parada da proliferacaodti., 2000).

A presenca de elementos regulatorios distais é earecteristica geral dos genes alvo
de NFAT (Hogaret al, 2003; Avniet al, 2002; Johnsoet al, 2004). No entanto, além do
sitio NFAT localizado no promotor minimo deMyc ndo existem estudos avaliando a
ligacdo e a funcdo do NFAT1 a outras regides dmptor, nos 2,5 klnpstreamdo seu inicio
de transcrigdo, onde elementos essenciais pagukagcéo de-Myc estédo localizados. NFAT
e c-Myc controlam 0s mesmos processos criticos para adstasta celular e muitas vezes
estdo desrregulados nos mesmos tipos de cancesa’Ape serem conhecidos diversos
mecanismos genéticos que levam a desrregulacé&dviye, muitas vezes a causa dela esta na
ativacédo aberrante de vias de sinalizacao e deefatte transcricdo que regulam o promotor
dec-Myc (Vita & Herikson, 2006; Wierstra & Alves, 2008; &vet al, 2009). O NFAT é um

forte candidado nesse processo.

1.2.3 Coativadores e correpressores transcricionais

A presenca de dominios de interacdo proteina-peotehcontrados nos TFs dita em
grande parte qual sera seu efeito na transcrigda,wez que o fenétipo induzido por um TF
varia de acordo com a proteina parceira com aai& esta formando esse dimero (Weay
al., 2003). Como dito anteriormente, através dos dm®ide ativagcdo ou repressdo da
transcricdo, os TFs interagem com outros fatoresratescricdo, cofatores, e/ou proteinas
envolvidas na acessibilidade ou no silenciamentordmatina (Wrayet al, 2003, Ganss &
Jheon, 2004).

Em relacdo aos cofatores (ou correguladores) tiaistais, eles exercem suas funcdes
na regulagéo da transcrigdo através de diferergeamsmos de acao:

i. Os cofatores transcricionais recrutam ou carregamatividade de histonas
acetiltransferases (HAT4$istone acetyltransferasesu de histonas deacetilases (HDACs,
histone deacetylasgsagindo como coativadores ou correpressoresgcégpmente (Burke
& Baniahmad, 2000; Naat al, 2001; Goodsost al, 2005).

O empacotamento do DNA na cromatina tem consecggnicnportantes para a

regulacdo génica (Itet al, 2000). A transicdo da cromatina para o estasglo etquer a acao
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de ativadores transcricionais de ligacdo ao DNAnmexos remodeladores de cromatina e
HATs (Blobel, 2000; Iteet al, 2000; lyeret al, 2004; Liet al, 2007), os quais levam a pela
perda ou ao movimento dos nucleossomos e ao aumerdcetilacdo das histonas (Clager
al., 2009). Todas essas modificacbes tornam os etemanicleossomais de DNA mais
acessiveis para os fatores de transcricdo (BI@®€0Q; Li et al, 2007). Por outro lado, a
inativacdo e o silenciamento da cromatina envolhzgeracdo de DNA metiltransferases e
HDACSs, que tornam a estrutura da cromatina maispesta e inacessivel. As modificacdes
da cromatina e seus mecanismos de a¢do durantegiate repressdo da transcricdo estao
abordadas no apéndice 9.2.1.

As fosfoproteinas nucleares CBP e p300 sdo exeng@osoativadores que acetilam
todas as histonas vitro (lyer et al, 2004). Além das histonas, elas também modificam
diversos fatores de transcricdo, como E2F, p53 €AdAAcharyaet al, 2005; Blobel, 2000;
Chan & La Thangue., 2001). Essas modificacdes atamen atividade de ligagdo ao DNA
desses TFs (Achang al, 2005, Gallinariet al, 2007; Ropereet al, 2007), possivelmente
por criar uma superficie que facilita o reconhecitogroteina-DNA (Chan & La Thangue,
2001; lyeret al,, 2004).

ii. Os cofatores também podem funcionar como arcalopigaieicos para modular a
transcri¢cdo através da montagem de complexos treios@is (Blobel, 2000).

As fosfoproteinas nucleares CBP e p300 sdo exentl@osoativadores que tém essa
funcdo. As regides N- e C-terminais de CBP e p3fiem ativar a transcricdo, enquanto seu
dominio de atividade HAT intrinseco reside na regi&ntral. Essa organizacdo modular
permite que elas se liguem a outros cofatores dri@ignais, aumentando a concentragao
desses cofatores no ambiente transcricional eitéadb as interacdes proteina-proteina e
DNA-proteina. Os diferentes coativadores usam ap@w@dividade e o0 sinergismo
transcricional, permitindo que a combinacédo det@s poucos ativadores de sinal e tecido
especifico crie um grande namero de complexos a&wibs (Blobel, 2000; Chan & La
Thangue, 2001; lyeat al, 2004).

Os correpressores atuam em analogia com 0s coatésgdnas com efeitos opostos. O
complexo SIN3 envolve interacbes especificas dosepressores SIN3A e SIN3B com
silenciadores associados a HDACs. SIN3 também estolvido no silenciamento
transcricional mediado pela metilacdo de DNA. Dswsr fatores de transcricdo interagem
com as proteinas SIN3, como p53 e pRb (Burke &&anad, 2000).
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iii. Os coativadores podem recrutar componentes dainaaigugeral de transcricdo
para 0 promotor alvo, enquanto 0s correpressoresnfacontatos inibitorios com essa
maquinaria e interferem com a montagem do compldeo pré-iniciacdo (Burke &
Baniahmad, 2000; Goodsetal., 2005).

p300/CBP conectam diversos TFs com a maquinarial loks transcricdo através da
interacdo com os componentes TBP, TFIIB, TFIIE dH Chan & La Thangue, 2001; lyer
et al, 2004). Por outro lado, os correpressores SINSMNSB interagem com TFIIB e TAFs
e rompem a interacdo entre essas duas proteinas,éguoecessaria para a ativacao
transcricional (Burke & Baniahmad, 2000).

A associacdo dos correpressores com os TFs padeares mascaramento do dominio
de ativacédo da transcricdo e no desligamento datsvadores. Nesses casos, a ativacao dos
TFs é reduzida, podendo levar ao silenciamentocgédm exemplo € a modulacdo da
atividade de E2F pela pRb. Na auséncia de pRb,dg2Fcomo um ativador transcricional.
pRb além de bloquear o dominio de ativacdo de E2fmbém reprime ativamente a
transcricéo, por recrutar HDACL1 (Burke & Baniahm@0O0).

Por ultimo, um dado TF pode trocar um complexo igadbr por um correpressor e
assim converter sua fungéo de um ativador paraepmessor da expressao génica (Burke &
Baniahmad, 2000; Goodsenal, 2005).

1.2.3.1 A proteina IRF-2BP2

A familia IRF-2BP (nterferon regulatory factor-2 binding protéire constituida pelas
proteinas nucleares IRF-2BP1 e IRF-2BP2. Essa®ipest foram identificadas em 2003
como correpressoras transcricionais do fator destrecdo IRF-2 ifiterferon regulatory
factor-2), ao qual elas se ligam (Childs & Goodbourn, 20@8)IRF-2 esta envolvida na
repressao de genes de interferon (IFN) do tipmportantes na resposta antiviral, e de varios
genes induzidos pelo IFN (Haradd al, 1993). Por outro lado, a IRF-2 também esta
envolvida na indugéo de alguns genes, como nacativaanscricional regulada pelo ciclo
celular do gene de histona H4 (Vaugleaml, 1998; Wanget al, 2007), ciclina D1 (Wangt
al., 2007), ciclina B1, p2%* e FasL (Xieet al,, 2002).

As proteinas IRF-2BP1/2 contém dois dominios altaeeonservados: uminc finger
tipo C4 na porgdo N-terminal e um RIN@&4lly interesting new gehdipo C3HC4 na C-
terminal. E através do domino RING que as IRF-2BRragem com a IRF-2. A proteina
IRF-2BP2 possui duas isoformas: A (584 aas) e B @&s), sendo que a isoforma B nao
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possui 16 aminoacidos na regido central da protgiresentes na isoforma A (Childs &
Goodbourn, 2003).

Posteriormente, foi mostrado que IRF-2BP2A € indiaizielo supressor de tumor p53
e que sob estresse genotdxico, a superexpressdBFIBBP2 reprime a transativacao
mediada por p53 de p21: e do gene pré-apoptdtico Bax, além de diminuieentagem de
morte em células de osteosarcoma (Koeppell, 2009). Ainda em relacdo a morte, a IRF-
2BP2A foi pescada num ensaio de duplo-hibrido, ragiedo com NRIF3 r(uclear
interacting fator 3, que é um fator pro-apoptotico para células de@ade mama. Nesse
estudo, foi mostrado que a IRF-2BP2A impede a mogdhkilar mediada por NRIF3,
aparentemente via acao de SirTl, uma HDAC de cléisg€innikov et al, 2009). Mais
tarde, 0 mesmo grupo mostrou que a IRF2-BP2A eaexsga funcdo através da repressao do
gene pro-apoptotico FASTKD2 Fés-activated serine-threonine kinase domair. 2
Interessantemente, mostraram que a IRF-2BP2A é darum complexo, que contém, além
de IRF-2BP2A, as proteinas IRF-2BP1 e EABidh@nced and puberty. IEsse complexo é
estabilizado pelas interacbes dosc fingersdas trés proteinas e é fundamental para a
repressao da transcricdo mediada pela IRF-2BP2Anyet al, 2011).

Curiosamente, a IRF-2BP2 foi descrita como parteuteo complexo de ligagcdo ao
DNA, desta vez ativando a expressao de VEGR&qular endothelial growth factor)Auma
citocina angiogénica importante para a revascaledia de masculo isquémico (Teegal,
2010). O complexo continha IRF-2BP2, VGLLYestigial-like 4 e TEAD (TEA domaiiy,
sendo o ultimo um fator de transcricdo. Esse éicotartigo da literatura que relata a IRF-
2BP2 como um coativador, invés de um correpresamsdricional. Este trabalho também
mostrou que a IRF-2BP2 é uma proteina nuclear,quaws niveis proteicos de IRF-2BP2B
aumentam apos isquemia, quando sua localizacamrea parcialmente citoplasmatica,
sugerindo a presenca de um mecanismo que modaesioicacao nuclear da IRF-2BP2.

Em 2011, o sinal de localizag&do nuclear da IRF-2Bf2dentificado paralelamente
pelo nosso grupo (Carneied al, 2011) e por Tengt al (2011). Esse sinal esta localizado na
regido central da proteina, RKRK (R=arginina, Kinkg (residuos 355-358 em relacéo a IRF-
2BP2A e 339-342 em relacdo a IRF-2BP2B). Tehal (2011) também mostraram que
existe uma serina adjacente ao NLS que precistosferilada para a IRF-2BP2 se localizar
no nucleo da célula (Tengt al, 2011). Entretanto, 0 mecanismo que promove essa

fosforilacdo ainda nao foi identificado.
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1.2.3.2 NFAT1 e IRF-2BP2

Os dominios de transativacao (TAD) N- e C-termied proteinas NFAT séo as regides
menos conservadas entre as diferentes proteirfasnda. Especula-se que os TADs estejam
envolvidos na interagdo com parceiros proteicoea@fpos e que isso poderia ajudar a
explicar as diferencas de fendtipo induzidas pdlfesentes NFATSs, que se ligam a mesma
sequéncia de DNA no promotor dos genes que regulam.

Até hoje, as interacdes identificadas com essa®eaggforam com as proteinas
CBP/p300 (interacdo com os NFATs 1 e 2) (Garciarigodz & Rao; 1998; Avots &
Serfling, 1999); com o receptor de estrogena ERER3 (interacdo com NFAT3) (Zhang &
Ye, 2005) e com MEF-2Dnfyocyte enhancer factor-2[nteragdo com NFAT1) (Blaeset
al, 2000; Youret al, 2000). MEF-2D interage com o TAD-C do NFAT1 (Yoet al, 2000),
mas nao € capaz de se ligar ao NFAT2 ou ao NFAT&¢Bret al, 2000). Assim, MEF-2D é
a Unica proteina identificada que parece inteegpecificamente com o NFATL1 via TAD.

Para tentar identificar outros parceiros de intragspecificos para o NFAT1, um
ensaio de duplo hibrido de leveduras foi realizaonosso laboratério, utilizando o TAD-C
do NFAT1 como isca. 50% dos clones sequenciadassmondiam a isoforma B da proteina
IRF-2BP2 (apéndice 9.1.3 - Carnegbal, 2011). Foi mostrado que a interacdo IRF-2BP2-
NFAT1 ocorre através do dominio RING da IRF-2BPgue a IRF-2BP2 interage apenas
com a regido C-terminal do NFAT1 e ndo com as e=gidonservadas deste fator de
transcricéo, sugerindo que a interacao é realnesmecifica para o NFAT1 dentro da familia
NFAT.

Diversos estudos mostraram que as proteinas quiyasa ao NFAT alteram sua
atividade transcricional. Uma vez que a IRF-2BPfjalescrita tanto como um correpressor
guanto como um coativador transcricional, € dedganteresse entender como ela influencia
a transcricdo mediada pelo NFAT1 e em quais memasidisioldégicos a IRF-2BP2 esta

envolvida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Os fatores de transcricdo da familia NFAT regula@ussgenes alvo diretamente, via
ligacdo ao DNA ou indiretamente, regulando um piicngene que por sua vez se ligard as
sequéncias promotoras do gene em questdo, ou faindanando como um coativador ou
correpressor para outro fator de transcricdo. Npgieesso, a ativacdo ou a repressao da
transcricdo mediada pelo NFAT pode ser alterada peéracdo com diferentes parceiros
proteicos. Neste trabalho, iremos investigar seFAN regula diretamente a expressao do
proto-oncogene-Myce se a funcdo do NFATL1 é alterada pela proteiRe2IBP2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

0 Analisar o envolvimento do NFAT1 na regulacéo daressao de-Mycem linfocitos
T CD4,

O Identificar possiveis elementos de ligacdo pardatmes de transcricdo NFAT no
promotor dec-Myg

0 Caracterizar a importancia desses elementos nadagégutranscricional do gere

Myc.

O Estudar o papel da IRF-2BP2 na transcricdo de gdimetamente regulados pelo
NFATZ,

O Investigar se este papel é especifico para a peoM+AT1 dentro da familia NFAT;

0 Investigar se a funcao da IRF-2BP2 ¢ via ligacabldé.;

0 Avaliar a funcdo da superexpressao de IRF-2BP2rogrgssdo do ciclo e morte

celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos entre 8 e 12 semamadade, obtidos do biotério da
Coordenacdo de Pesquisa do Instituto Nacional deeaZ§INCA) do Rio de Janeiro. As
linhagens utilizadas foram: NFAT1+/+ e NFAT1-/- (Xhoudakiset al, 1996) e C57BI/64,
utilizados conforme indicado em cada experiment®a@imais foram mantidos conforme as
normas estabelecidas pel@dide for the care and use of laboratory animdisIH, National

Institute of Health

3.2 PLASMIDEOS

Os plasmideos contendo as diferentes regides daopoo dec-Myc humano fusionados
ao gene reporter de luciferase (pBV-luc, Eleal, 1998), foram cedidos pelo Dr. Bert
Vogelstein (Del-1 e Del-2) (Het al, 1998), ou adquiridos da Addgene (www.addgeng.org
(Del-6) (Chenet al, 2001) e renomeadas em relacdo ao inicio dectighs de P2 como
2446pb-Luc, -1237pb-Luc e -109pb-Luc, respectivaimermodas essas construcdes se
estendem até +334 pb do promotorad®lyc A construcdo denominada de Fragmento A
(FragA-Luc) foi adquirida da Addgene (H¢ al, 1998) e € a Unica construcdo que termina
antes do inicio de transcri¢cdo déyc (- 2446 bp até — 1237 pb). Os plasmideos pcDNA3-
NFAT2 (Shermanet al, 1999), pPCMVb-p300-HA, e os vetores que contémamsitucoes
reporter de luciferase3-Luc (elementoc3 do promotor de TNk) (Tsaiet al, 1996 e os
promotores proximais de IL-2 de IL-4 (Szabb al, 1993) também foram adquiridos da
Addgene. O plasmideo responsivo a NFAT (3XxNFATE gantém trés coépias do sitio distal
de ligacédo para NFAT-AP-1 do promotor de IL-2 fedo pela Dra. Anjana Rao (Led al.,
1996), assim como o vetor de empacotamento pCL-Bs@lasmideos pRL-TK, pRL-CMV
e pGL4.30 foram adquiridos da Promega, os plasmigiRES-EGFP e pLIRES-EGFP-
CA-NFAT1 foram construidos em nosso laboratério bff®oet al, 2008), assim como 0s
plasmideos pcDNA5-NFAT1 (Carvalle al, 2007), pcDNA4-NFAT4 e pcDNA4-IRF-2BP2
(Carneiroet al, 2011). Todos os plasmideos foram transformaduopjificados em bactérias

XL1-Blue (Stratagen® e purificados através do kit “Plasmid Maxi Kit"egundo

recomendacdes do fabricante (Qiagen
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3.2.1 Construgdo de plasmideos

Os plasmideos contendo as constru¢cfes do promateMyc com os sitios de NFAT
mutados foram gerados das construgcdes -2446bp-uuel@bp-Luc, como indicado nas
figuras, usando o Sitema de Mutagénese Stio Daigidene Tayld!, conforme
recomendacgdes do fabricante (Invitrogen). Os psna#retos utilidados para a mutagénese
foram: MutNFATRE  2: 5TGTCCTTCCCCCGQICTCACCTTGCACCTCGS
MutNFATRE 5: 5TGAGTCAGTGAACTAACTCATTAATGCCTGG3 e MutNFATRE 7:
5CTCAGAGGCTTGGCARCTCAAAGAACGGAGS'. Nesses primers, 0 sitio candnico de
ligacdo para NFAT esta em negrito (GGAAA substibufsor ACTCA). Para gerar o FragA-
Mut2,5-Luc, o fragment gerado da clivagem de -244Blut2,5-Luc comSpel-Saclifoi
clonado nos mesmos sitios de restricdo do vetmAFtaic. Os vetores Fragd1-171-Luc,
FragAA171-891-Luc e FragA891-1219-Luc foram gerados pela delecdo das regides
indicadas do plasmideo FragA-Luc com as enzimazstecdoAgel-Pst| Pstl-Spele Spel-
Sacll, respectivamente.

Para gerar o vetor pcDNA5-NFARC, o cDNA do NFAT1 (aminoé&cidos 1-698) foi
amplificado por PCRpfimer direto: 5 CTGAGTCGAC GCT TCC ACC ATG ATC TTT
TAC; primer reverso: 5° GTACGTCGAC TTA GCT GCA GAT CAA AGA TGG) e
inserido nos sitios de restricdo Héndlll e Xhd do vetor pcDNAS5. Para gerar o vetor
pPcDNAS5-NFAT3, o cDNA do NFAT3 foi obtido do vetoBpueScript-NFAT3 (Graeét al,
1999) com as enzimas de restriggrHI e Notl e clonado nos mesmos sitios de restricdo do
pPcDNAS. O vetor pLIRES-EGFP-IRF-2BP2 foi obtido @ealigestdo do pcDNA4-IRF-2BP2
com as enzimas de restrigdmd e BanHI. O fragmento resultante continha o cDNA da IRF-
2BP2, que foi inserido nos sitios de restricdo e Bglll (previamente preenchido com

Klenow para se tornar abruptopal do pLIRES-EGFP.

3.3 CULTURA DE CELULAS

As culturas primérias de linfocitos murinos e athdigens celulares HEK293T, de
células de rim embrionario humano (cedidas peloBdyan Strauss, InCor - Sdo Paulo),
NIH3T3 (cedidas pela Dra. Mary Sogayar, USP — Saold}, de fibroblasto embrionario
murino, EcoPack2 ecotropica (BD-Biosciences) e Rixoéedidas pela Dra. Anjana Rao)
foram mantidas em meio DMEM (Gibco), suplementadm c10% de soro fetal bovino
(SFB), NaHCQ (40 mM), NaHPQO, (1.0 mM), Piruvato de Sdédio (1.0 mM), solugédo de
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vitaminas MEM 1x, solucdo de aminoacidos MEM essg#sce ndo-essenciais 1 X, L-

glutamina (2.0 mM)-mercaptoetanol (5pM), HEPES (10 mM), penicilina (100.000 U/L)

e estreptomicina (100 mg/L) (todos Invitrogen). &dulas Jurkat, de leucemia de células T
humana, foram mantidas em meio RPMI 1640 (Gibcoplesnentado com 10% SFB, L-

glutamina, B-mercaptoetanol, penicilina e estreptomicina nasmas concentragdes. As

células foram cultivadas em placas ou garrafasufera e mantidas a 3¢ e 5% de C@em

estufa, durante os tempos indicados.

3.4 PURIFICACAO DE LINFOCITOS T CD4

Linfonodos totais (inguinais, braquiais, axilareseevicais superficiais) foram isolados
dos animaisaivese dissociados em uma suspenséo celular. A poputk;Biofocitos T CD4
foi purificada através do kit de purificacdo poleséo negativa de CD4 da Dyfiatonforme
as instrucdes do fabricante. Posteriormente, adaséforam marcadas com os anticorpos
anti-B220-FITC (RA3-6B2) e anti-CD3-PE (2C11); aBD4-PE (GK1.5) e anti-CD8-FITC
(53.6-7) (BD Pharmingen) por 15 minutos no escuranalisadas por citometria de fluxo
(FACScan, Becton Dickinson) para avaliar o graupdeeza das mesmas. Em todos os

experimentos, a frequéncia de linfécitos T CD4 appsrificacéo ficou acima de 90 %.

3.5 DIFERENCIACAO TH1

Apés a purificacdo das células CD4, como descotsubitem 3.4, os linfécitos foram
diferenciados para o fenétipo Thl como descritovipreente (Carvalhcet al., 2007).
Brevemente, 2 x f0células/poco iniciais foram mantidas por 7 dias @stimuloin vitro de
anti-CD3 (1pg/mL - 2C11) e anti-CD28 (fuig/mL, 37.51, BD Biosciences) em placas de 6
pocos, pré-tratadas com anti-lIgG (0.3 mg/mL, MD rBédlicals) por 1 hora a 32 e
mantidas com anti-IL-4 (1@g/mL, PeproTech), IL-12 (20 U/mL, PeproTech). Pdesas
sete dias, as células foram lavadas, mantidas semuto por duas horas e depois mantidas
sem estimulo ou re-estimuladas por quatro horas BdiA (10 nM, Calbiochem) e

ionomicina (1uM, Calbiochem).

3.6 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

Os linfécitos T CD4 (19 céls/mL) recém-purificados foram estimuladosvitro com

anti-CD3 (1pg/mL), na auséncia ou na presenca de ciclosporifiauM, LC Laboratories),
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em placas de cultura de 24 pocos, pré-tratadasactirigG (0,3 mg/mL) por 1 hora a 3.
Quando houve adicdo de ciclosporina A, ela foi dorda 15 minutos antes do estimulo de
anti-CD3. Para os experimentos com a linhagem areldNIH3T3, as células foram
transduzidas e mantidas em confluéncia em meicsseoncomo descrito no subitem 3.15.2.2.
Apols esse periodo, as células foram plaqueadadagaspde 10 cm em meio DMEM com
10% de SFB. Nos tempos indicados em cada expemneriRNA total foi extraido com o
reagente TRIzOl (Invitrogen), conforme indicaces do fabricantep@cos/ponto para os
linfécitos e 5 x 18 células para as NIH3T3). A sintese da primeimdi cDNA foi realizada
com a Transcriptase Reversa SuperS¢fiptl (Invitrogen), como recomendado pelo
fabricante. A reacdo de PCR subseqtiente foi relaiasb0°C por uma hora, seguida de 70°C

por 15 minutos.

3.7 PCR EM TEMPO REAL

A expressdo do mRNA dos genescdlyg, ciclina D1, E2 e AZoi determinada através
do método de quantificacédo relativa em relacdo acomtrole enddgeno (gene constitutivo).
Para as estimativas da expressao diferencial, adwoleggia de PCR em Tempo Real foi
utilizada. As sondas utilizadas foram adquiridasAgalied Biosystems (Mm00487804_m1,
para a deteccdo do mRNA deMyc Mm00432359 m1 pareiclina D1, Mm00438071_M1
paraciclina D2, Mm00438077_m1 paraiclina E2 e MmM00438064_m1 pareiclina A2,
sendo 0 gene constitutivo Hipoxantina-guanina faisésiltransferase (HPRT), usado como
normalizador (Mm00446968_m1).

As reacdes foram realizadas em duplicata, num welfinal de 10ul, sendo: 1ul de
cDNA (aproximadamente 3 ng), 3ybde agua Milli-Q estéril, pl do tampao Universal PCR
Mastermix TagMafi (Applied Biosystems) e 0,8 da respectiva sonda TagMa(contendo
o par deprimer para a amplificacdo do cDNA e um oligonucleotidee pareia internamente
a regido amplificada, marcado com o fluorocromo FAMextremidade 5 e com o0 TAMRA
na extremidade 3’)As condi¢des utilizadas para a PCR foram: 95° C2poinutos, seguido
de 40 ciclos de 95°C por 5 segundos, 60°C por @mnses e leitura da placa (termociclador
MJ Research PTC-200/BIORADbu 7500 Real Time PCR System/Applied Biosystems).

Para a quantificacdo da expresséo relativa, oitigmACs foi utilizado:

ACT — Clt::]enealvonotempox _ C_I(::]ena:onstitutivonotempox

Onde:
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Ct = Ciclo de amplificacdo no qual a amostra ultrapasm determinado limiar
(threshold, onde todas as amostras estdo em fase de crasziex@onencial.

A relacdo que expressa quantas vezes 0 mMRNA doahem@& mais ou menos expresso

em funcdo do tempo é dada pela funcéo expone?iéﬁﬁt, onde:

AACT — ACTnotempwleindugéo_ACTnotempwlereferéncia

Em todos os resultados, o tempo de referéncisefopse o de 0 h.

3.8 EXTRACAO NUCLEAR DE CELULAS HEK293T

1,5x10 células foram plaqueadas em placas de Petri asidel 10 cm de diametro. 24 h
depois, essas células foram transfectadas copg Ios vetores pLIRES-EGFP ou pLIRES-
EGFP-IRF-2BP2 por precipitacdo por fosfato de calconforme descrito no subitem 3.15.1.
24 h apos a transfecgdo, as placas foram lavadasveaes com PBS 1X. Passadas mais 24 h,
as ceélulas foram soltas por tripsinizacdo, lavamas PBS 1X mais 0,1% de BSAdvine
serum albumihe ressuspendidas em 900 de tampéao hipotdénico RSB 1X gelado (Tris 10
mM, pH 7,4; NaCl 10 mM; MgGI3 mM e NaN 0,002%) com os inibidores de protease DTT
(0,5 mM), leupeptina (3@M), aprotinina (1fug/mL), PMSF (1 mM) e com 0,1 mM de
EGTA. ApOs a ressuspensdo neste tampaqyLl@e NP-40 a 5% foram adicionados para
ocorrer a lise da membrana plasmatica. Apds cagagao, os nudcleos celulares foram
ressuspendidos em 3@Q do tampédo C (HEPES 20 mM, pH 7,4; NaCl 0,42 M;Q%gl,5
mM, EDTA 0,2 mM; 25% de glicerol e 0,01% de NgMNacrescido dos mesmos inibidores de
protease. ApoOs incubacdo no gelo por 30 min e ibegacdo por 10 min a velocidade
maxima, o sobrenadante foi transferido para outhm te 0 mesmo volume de tampéo D
(HEPES 20 mM, pH 7,4; KCI 50 mM; EDTA 0,2 mM; 20% dlicerol e 0,01% de NaN
com inibidores de protease. As amostras foram anamias a — 80°C e posteriormente

dosadas pelo método Hewry adaptado (D@rotein assayBIORAD).

3.9 WESTERN BLOT

Os linfocitos T CD4 foram purificados conforme déscno item 3.4. Em seguida,
foram estimulado vitro com anti-CD3 (lug/mL) em placas de 24 pogos pré-tratadas com

anti-lgG (0,3 mg/mL) por 1 hora a 3. Nos tempos indicados, as células foram
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centrifugadas (3 pocos) e ressuspendidas epl2fe tampédo de ressuspensao (40 mM Tris
pH 7,4; 10 mM EDTA pH 8,0; 60 mM Pirofosfato de 8)dEm seguida, 2L de SDS 10%

e 10uL do tampéo de carregamento (100 mM Tris-HCI pH @@ mM ditiotreitol; SDS
4%; azul de bromofenol 0.2% e glicerol 0.2%) foramdiicionados e as amostras foram
aquecidas a 10CQ por 15 minutos e estocadas a°@0Para a extracao proteica de células
NIH3T3 transduzidas com retrovirus (subitem 3.15,2as células foram cultivadas em
placas de 10 cm de didametro e, nos tempos indicaekmas células foram soltas por
tripsinizacdo (5 x 10células por ponto) e ressuspendidas em tamp&aessespensédo com
10% de SDS como indicado acima. Para a andliséldias HEK293T transfectadas (subitem
3.8) , foram utilizadas 100g de proteina nuclear.

Os extratos protéicos totais (para linfécitos T GDeklulas NIH3T3) ou nucleares (para
células HEK293T) foram separados por eletroforesgel de poliacrilamida SDS-PAGE 8%
(30% bis-acrilamida (1:29) e tampao de separacguo-g,8) a 25 mA por aproximadamente
4 horas. Apdés a eletroforese, as proteinas foramsferidas para uma membrana de
nitrocelulose (BioAgency) a 15 volts por uma horeeperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram bloqueadas com TBS 1x (10 mM Hig,g; 150 mM NacCl) e 5% de leite
desnatado em po6 por 1 hora sob agitacdo a temperatnbiente. Em seguida, foram
incubadasovernightou com o anticorpo primario ardiMyc (N262, Santa Cruz, 1:350), ou
com anti-IRF-2BP2 (sc-13675, Santa Cruz, 1:1000)pou duas horas com o anticorpo
primario policlonal anti-actina (A3853, Sigma, 1000 ou anti-67.1 (anti-NFAT1, cedido
pela Dra. Anjana Rao), em TBST (TBS 1x; Tween-2I5%). Apos incubacdo, a membrana
foi lavada 3 vezes com TBST por 10 minutos e indabeom anticorpo secundario na
diluicho de 1:15000 - anti-lgG de coelho ou 1:504Mti-lgG de camundongo, ambos
conjugado a peroxidase (HRP) (adquiridos juntameat® o kit ECL western blotting
analysis system — GE Healthcare), por 1 hora. Amingnas foram lavadas 5 vezes com
TBST por 10 minutos e a revelacdo foi realizada cokit ECL™ western blotting analysis
system conforme especificacdes do fabricante (Githtzre). A membrana foi exposta a um
filme de raio-X (GE Healthcare) e revelada por edmgrafia (Kodak X-OMAT 2000

Processoy).

3.10 ANALISE DE BIOINFORMATICA

As sequéncias gendmicas dos promotores do géngc de Homo sapien® de Mus

musculus(todo o primeiro éxon e - 3.000 pb a 5 dele) for@ntidas através do banco de
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dados do ENSEMBL (European Molecular Biology Lalomng — European Bioinformatics
Institute and the Sanger Institut@tp://www.ensembl.orgem 15 de novembro de 2005). As

sequéncias em formato fasta foram alinhadas peloftwae  zPicture

(http://zpicture.dcode.orgem 17 de novembro de 2005) e o resultado foi rago

diretamente através do link “rVista: 2.0 portal’, ar@ o0 site rVista
(http://www.rvista.dcode.odg para anélise quanto a localizacdo de supogios ge ligacédo

para o fator de transcricdo NFAT nesses promotéreaesma busca por supostos sitios de
ligacao foi realizada, agora com as sequénciasithdgiis, também em formato fasta, através
do software Matinspector versdo 6.0, através doe silo Genomatix

(http://www.genomatix.de/products/Matinspectem 18 de Janeiro de 2006). Para fazer uso

do software, deve-se criar um login no site, clitaam ‘acess e “evaluation accourit

3.11 PURIFICACAO DO DBD DA PROTEINA NFAT1

O dominio de ligagdo ao DNA (DBD, aminoacidos 12%& proteina NFAT1
recombinante foi previamente clonado no sistemaQd&expressionist’ (Qiagen), em
bactérias M15 (Qiagen) e cedido pelo laboratéridda Anjana Rao (Harvard University).
Estas bactérias foram expandidas e o DBD purificadncondi¢cdes nativas, com auxilio de
colunas “Ni-NTA spin columns” (QIAGEN, n° catédlo§&014), conforme recomendacdes do
fabricante. As proteinas foram eluidas no tampaeluedo (50 mM Tris-Cl pH 8,0; 100 mM
NaCl e 300 mM de Imidazol) em 3 centrifugacdesriam@ira de 18QuL e as duas ultimas de
90 uL. As proteinas foram dosadas pelo meétodo Ldavry adaptado e submetidas a
eletroforese em gel de acrilamida desnaturante (E%lamida/Bis-acrilamida (29:1); Bio-
Rad) por 4 h a 25 mA. O gel foi corado por 2 h cBatucdo de Coomassie Blue (0,05%
Coomassie Blue, 45% Metanol e 10% Acido Acéticoctald e descorado por 3 h com
Solugdo Descorante (40% Metanol ({CHH) Acido Acético Glacial (CECOOH)). As 3

aliquotas originais foram unidas e congeladas @-8dn aliquotas menores dej0cada.

3.12 ENSAIO DE MOBILIDADE ELETROFORETICA (EMSA)

Diferentes oligonucleotideos (IDT, Integrated DNAchnologies) foram utilizados
durante a execucao desse trabalho. A sequénciaddeuma dessas sondas esta demonstrada

a sequir, onde:
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Sete sondas foram desenhadas a partir da sequamiatora do gene-Myc de Mus

musculusobtida do Ensembil:

NFATRE 1: Senso S TGAACCATTTT TTC TCT AGT AAT T 3’
Anti-senso 5" AAT TAC TAG ASA AAA AAATGG TTCA 3
NFATRE 2: Senso 5" CCC AGA ACCAG AAA CCCTGCAGC C F
Anti-senso 5" GGC TGC AGGTI TCC AGGTTCTGG G &
NFATRE 3: Senso 5" GAG GGG GCGE& AAA GAGTCTCTG C &
Anti-senso 5" GCAGAG ACTTT TCC CCGCCCCCTC3
NFATRE 4: Senso 5"ATC CTAAATGBGC AAA CTCAGTGGC T3
Anti-senso 5" AGC CAC TGA GT TGC AATTTAGGAT 3
NFATRE 5: Senso 5" AAA GGA AAC TG GAAATT AAT GTAT 3
Anti-senso 5" ATA CAT TAATTTCCCAGTTTCCTTT 3
NFATRE 6: Senso 5'TAA TAA AAG GG AAA GCTTGG GTT T3
Anti-senso 5 AAACCCAAGCTTCC CCTTTTATTAZ
NFATRE 7: Senso 5'ACG CTT GGO3& AAA AAG AAGGGAG Z

Anti-senso 5" ATC CCT TCTTIT TCC CGC CAAGCG T3

Trés dessas sondas foram mutadas no nucleo candeidigacdo para o NFAT

(GGAAA _ ACTCA):

NFATRE 1 mut:Senso 5'CCC AGAACAT TCA CCCTGCAGCC 3
Anti-senso  5'GGC TGC AGGT& AGT AGG TTC TGG G 3

NFATRE 2 mut:Senso 5'AAA GGA AAC T&ECTC ATT AAT GTAT 3
Anti-senso 5 ATA CAT TAATGAGTCAGTTTCCTT T 3’

NFATRE 7 mut:Senso 5'ACG CTT GGCAG TCA AAG AAGGGAG Z

Anti-senso  5’CTC CCT TCTTG AGT CGC CAAGCG T3

A sequéncia consenso de ligacdo para o NFAT no gmnde IL-2 (Jairet al, 1992)
foi utilizada como controle positivo para a ligag® NFAT e como teste para averiguar a
ligacdo da proteina IRF-2BP2 ao DNA:
Sonda consenso de NFAT no promotor de IL-2 murino:
Senso 5'GCC CAA AGAGA AAA TTT GTT TCATACAG 3
Anti-senso  5' CTG TAT GAA ACAAATITTCCTCTT TGG GC 3
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Ainda para verificar a ligacdo da proteina IRF-2BIB2DNA, outras duas sondas foram
desenhadas a partir da sonda selvagem de IL-2:
Extenséo 5’ da sonda consenso de IL-2:
Senso 5’AGT TAC TTT TGT GTC TCC ACC CCA AAGGG AAA 3
Anti-senso S5TTTCCTCTT TGG GGT GGA GAC ACA AAA GTAACT 3
Extens&o 3’ da sonda consenso de IL-2:
Senso 5’AAA ATT TGT TTC ATA CAG AAGGCG TTCATTTGA 3
Anti-senso 5 TAC AAT GAACGC CTT CTG TAT GAAACARAATTTT 3

Os oligonucleotideos liofilizados foram reconstitg em agua Milli-Q autoclavada (10
ug/uL). Posteriormente, 2,59 de cada oligonucleotideo (senso com seu respeatiti-
senso) foram ressuspendidos enub@le tampao de hibridag&o (Tris 10 mM pH 7.5 e NaCl
50 mM), desnaturados por 10 min a°@5e resfriados lentamente por 12 h a temperatura
ambiente. Para a marcacgdo radioativa, 50 ng depadde oligonucleotideo anelado foram
incubados com a enzima T4 polinucleotideo quind€e Y; New England Biolabs) na
presenca de 50Ci do [y**P] dATP (Amersham Biosciences) em um volume fir@Ra L,
por 1 h, a 37C. Apds a marcacéo, a reacao foi inativada poribdan65C e as sondas foram
purificadas em colunas MicroSplh G-25, conforme especificacdes do fabricante (GE
Healthcare).

A reacao de EMSAegetrophoretic mobility shift asspyoi realizada com quantidades
crescentes do DBD da proteina NFAT1 recombinardea(R sonda de IL-2: 10 nM, 100nM e
1 uM, respectivamente e para os oligosceldyc 100nM, 500 nM e M, respectivamente)
ou, na segunda etapa do projeto, conugBdo extrato proteico de células HEK293T
transfectadas com PpLIRES, pLIRES-CA-NFAT1 ou pLIRIRE-2BP2. As proteinas
recombinantes ou os extratos proteicos foram irsadaom as sondas radioativas indicadas
(20.000 CPMs), por 20 min a temperatura ambierdepnesenca do tampao de reacdo de
EMSA (HEPES 10 mM pH 7.0; NaCl 125 mM; Glicerol 10®%TT 0.25 mM e BSA 0.8
mg/mL) e 0.2ug/reacéao de poli(dl:dC) (Amersham Biosciences),uemvolume final de 20
pL. Os complexos DNA-proteina foram analisados petr@éforese em gel de poliacrilamida
nao-desnaturante 4% (Acrilamida/Bis-acrilamida 1)9Bio-Rad) em tampéo TBE 1x (Tris
90 mM; Acido Boérico 90 mM; EDTA 2.0 mM pH 8.0). Rreiramente, o gel foi submetido a

100 V por 1 h (pré-corrida). Em seguida, as amssiveam aplicadas e a eletroforese foi
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realizada a 200 V por mais 1 h. O gel foi trandiempara papel de filtro (Whatman) e seco a
vacuo por 2 horas a 76 (Heto Dry GD-1, Heto Lab Equipment). Na primegi&@pa do
projeto, o papel de filtro foi posteriormente expoa um filme de raio-X (Kodak BioMax
MS) por 4 h e revelado por autoradiografia (KodalOMAT 2000 Processor). Na segunda
etapa do projeto, quando os extratos proteicosEK2H3T foram utilizados, o papel de filtro
foi exposto ao storage phosphor screefGE Heathcare) overnight e revelado por scanner
(Storm 865 — GE Healthcare).

3.13 ENSAIO DE IMUNOPRECIPITACAO DE CROMATINA (CHIP

ApoOs a diferenciacdo para o fenétipo Thl (subiteB), s linfécitos foram cultivados
por mais por 4 h sem estimulo, ou foram estimuladostro com o éster de forbol PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetaté0 nM) e com o ionoforo de calcio ionomicina (jud)
(ambos da CalbiochéR®), conforme indicado. Apés o estimulo, as célutaarh fixadas por
20 min a temperatura ambiente (HEPES 5.0 mM pH N&Zl 10 mM; EDTA 0.1 mM;
EGTA 0.05 mM; paraformaldeido 1,1%). A reacédo feutnalizada com a adicdo de glicina
(125 mM) por 5 minutos a 4°C. As células foram tias2 x com PBS 1x &@. Em seguida,
foram incubadas com as solu¢des | (HEPES 10 mM,pHEDTA 10 mM; EGTA 0,5 mM;
Triton X-100 0,75%) e Il (HEPES 10 mM pH 7,5; N&UI0 mM; EDTA 1.0 mM; EGTA 0,5
mM), respectivamente, por 10 min &Acom agitacdo. O extrato nuclear foi ressuspenelido
lisado em 1 mL do tampéao de lise (Tris 25 mM pH N&Cl 150 mM; Triton X-100 1%;
SDS 0,1%; Desoxicolato 0,5%; Leupeptina |8d; Aprotinina 50 uM; PMSF 1 mM). A
cromatina foi sonicada entre 10-15 vezes, por Zors#os a 4C, com intervalos de 1 min
entre cada pulso de sonicacéo (550 Sonic DismearpFasher Scientific). Apds a sonicacao,
o tamanho dos fragmentos de cromatina (~ 300-5p@opkerificado em gel de agarose 2%.
A cromatina foi separada do precipitado celularqaotrifugacéo (2 x por 5 min a velocidade
méxima e 4C) e o sobrenadante foi recuperado depois de d¢ada de centrifugacdo. Uma
aliquota de cada amostra foi retirada, estocad¥Cae4referida como controle positivo do
experimento (INPUT). A cromatina foi incubada coontas de sefarose por 2 h &€4sob
agitacdo, segundo especificacdes do fabricanteefRré Sepharos& CL-4B, Amersham
Biosciences). Em seguida, as contas de sefarcm®m foentrifugadas 2 x a 1.100 g por 5 min a
temperatura ambiente e o0 sobrenadante (cromatiggnéntada) foi recuperado depois de

cada etapa de centrifugacdo. A cromatina foi indabaa auséncia ou na presenca dos
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anticorpos de interesse por 16 h°& 4ob agitacdo. Os seguintes anticorpos foransauidis:
anti-NFAT1 (15ug de anti-67.1 e 50g de anti-T2B1) e anti-histona H4 acetilada {&g0de
anti-H4ac, Upstate Biotechnology). No dia seguirtesromatina foi imunoprecipitada, na
presenca de contas de sefarose por 3 PG gbb agitacdo. O imunoprecipitado foi
centrifugado a 3.000 g por 5 min a temperatura enméi e lavado exaustivamente com
diversos tampdes conforme descrito (Aretehl, 2004). O imunoprecipitado foi tratado com
RNase A (50ug/mL; Sigma-Aldrich) por 30 min a 3C, seguido de tratamento com
proteinase K (0,2 mg/mL; Roche), por 4 h &G0A cromatina foi separada das contas de
sefarose em incubacdo por 16 h &@&G5No dia seguinte, a cromatina foi purificada por
extracdo com fenol-cloroférmio e precipitada coanet conforme descrito (Sambroekal,
1989). Finalmente, a cromatina foi ressuspendidd Emx (Tris 10 mM pH 8,0; EDTA 0,1
mM) e estocada a - 20.

Os primers (IDT, Integrated DNA Technologies) foram desentsadie forma que
amplificassem, no promotor deMyc murino, as regides que contém 0s supostos siéos d
ligacdo para NFAT identificados no presente tratabio ensaio de EMSA. Estpsimers

foram designados de acordo com a posi¢ao de tiais 80 promotor. Sao eles:

Primer 1: Senso 5" CCC CAT CCA CAACTA GGG CTC BG
Anti-senso 5’ AAC GAG GGC GGA GGT CGG ATG G 3’

Primer 2: Senso 5" AGG AGT GAATTG CCAACCCAG A3
Anti-senso 5 GGATTG TAC AGA ATG CAC AGC GT &

Primer 3: Senso 5" AGC TGC CGG GTC CGA CTC GCC T®A

Anti-senso 5" ACACGG CTC TTC CAACCG TCC GCT CGA

Também foram utilizadoprimers que amplificassem as regifes de ligagdo ao NFAT

previamente descritas, nos promotores de\{FAvni et al, 2002) e de IL-4 murinos:

IFN-y: Senso 5 GCT CTG TGG ATG AGA AAT 3
Anti-senso 5" AAG ATG GTG ACA GAT AGG 3’
IL-4: Senso 5 AAG AAT AGT CTG AAAGGC C 3

Anti-senso 5" TCA AGA GAT GCT AAC AATGC 3
As condi¢les utilizadas na PCR foram as seguiSt€ por 3 min; 28 (-2125 pb e -
1356 pb) ou 26 (+98 pb, IFN-IL-4) ciclos de 93C por 30 segundos, 48°C (IL-4 e IKN-
55°C (-1356 pb), 6L (-2125 pb) ou 62°C (+98 pb) por 45 segundoSC7@or 1 min; e

extensdo final de 72 por 8 min. Os produtos de PCR foram submetidosia eletroforese
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em gel de agarose 1,5% e visualizados com BrometoEtideo (0.5pg/mL), em

transiluminador ultravioleta (Eagle EYkll, Stratagen®).

3.14 ENSAIOS DE TRANSATIVACAO

Para a transfeccdo de células HEK293T, 1,5°c#lulas foram plaqueadas placas de 6
pocos com 2 mL de meio DMEM 10%. 24 h depois, dslas foram cotransfectadas pelo
método de transfeccdo por fosfato de calcio comu@,d8o plasmideo de luciferaseud de
pPLIRES/CA-NFAT1 e 0,031g de pRL-TK. Nos ensaios com p300, as concentrad@®&NA
foram: 5ug de p300, 0,lug do plasmideo de luciferaseud de pLIRES e 0,0fug de pRL-
TK. Para a transfeccdo, o DNA foi misturado com G5 mM) e agua deionizada para
completar o volume de 15@.. Em outro poc¢o, 15QL do tampé&o salino HBS 2x (280 mM
NaCl, 10 mM KCI, 1,5 mM N#PQ, 12 mM dextrose, 50 mM HEPES ph 7,1) foi
borbulhada com pipeta de 5 mL enquanto a misturBMA, agua e CaGlera adicionada
sobre o HBS 2x. Essa mistura foi incubada no flaxsinar por 30 min e, apos esse periodo,
200 pL dessa mistura foram gentilmente dispensadas o@sspcontendo as células. Apos 24
h de transfecgéo, as células foram lavadas du&s wern 1 mL de PBS 1x e depois 2mL do
meio de cultura DMEM sem soro foram adicionadoscasha po¢o. Passadas mais 24 h, as
células foram lisadas com 1QQ do tampéao de lise “passive lysis buffer” (Luciéise Assay
System, Promega), por 15 minutos. {15 deste extrato foram utilizados para leitura de
luciferase (lumindmetro Veritd¥ Microplate Luminometer, Turner Biosystems). Aleit de
luciferase foi normalizada pela de renilla.

Para a transfeccdo de células Jurkat, 3x#@ foram eletroporadas (96 e 250 mV)
em cubetas de 0.4 cm (Gene Puls€uvette, Bio-Rad) em um volume final de 600 de
meio RPMI sem soro fetal bovino, com| @8 de cada um dos vetores vaziosu@ de
PcDNA5-NFAT1, pcDNA5-NFATAC, pcDNA3-NFAT2, e 0,5 a §ig de pcDNA4-IRF-
2BP2, como indicado nas legendas das figurapg Idos plasmideos reporter de firefly
luciferase: 3XNFAT-Luc, pGL4.30, 6xMB-Luc, k3-Luc (TNF«), ou promotor proximal de
IL-2 ou de IL-4, conforme indicado e Oy do plasmideo de renilla (pRL-TK, Promega).
Apoés a eletroporacéo, as células foram incubadad @aninutos a temperatura ambiente e
depois avolumadas para 3 mL com RPMI suplementamo t0% soro fetal bovino e
plagueadas em placas de 6 pocos. Passadas 24dsocad las foram estimuladas com PMA
(10 nM) e ionomicina (uM) por 6 horas. Em seguida, as células foram dagtdas,
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lavadas com PBS 1x e lisadas comubQdo tampéo de lise “passive lysis buffer” (Promega
por 15 minutos (Luciferase Assay System; Prome2@)iL deste extrato foram utilizados

para leitura de luciferase, como descrito acima pélulas HEK293T transfectadas.
3.15 TRANSDUQAO RETROVIRAL

3.15.1 Producéo de retrovirus recombinantes

Para gerar os retrovirus, as linhagens celulargmentadoras EcoPack (utilizadas
para a infeccdo das ceélulas NIH3T3) ou Phoenixa(parinfeccdo de linfocitos CD4
priméarios) foram transfectadas por precipitacdo fosfato de célcio conforme descrito a
seguir: No primeiro dia, as células empacotadooaani cultivadas em placas de Petri
tratadas de 10 cm de diametro no total de 4%c#&Milas/placa em 10mL de meio de cultura.
No dia seguinte, estas células foram transfectenlasfosfato de calcio conforme descrito no
subitem 3.14, mas perfazendo um volume total delkOpor placa de 10 cm e 3@y dos
vetores pLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-IRF-2BP2. Pararsfeccdo das células Phoenix,
ainda foram utilizados 7,54g do plasmideo pCL-Eco. No terceiro dia, as células
empacotadoras transfectadas foram lavadas duas eezePBS e adicionadas de 5,5 mL de
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bowledinido (Hyclone). No dia
seguinte, o sobrenadante das mesmas células, gtiahean os retrovirus recombinantes,
foram recolhidos, centrifugados por 5 minutos a Bf0e utilizados para a infeccdo das

células alvo.
3.15.2 Infecéo das células alvo

3.15.2.1 Linfocitos T CD4 primarios

Os linfocitos T CD4 foram purificados conforme déscno subitem 3.4. Em seguida, 1
x 1P células/poco da placa de 12 pocos foram estimsilpda48 h com anti-CD3 (dg/mL)
e anti-CD28 (lug/mL) aderidos a placa. Passadas as 48 h, no diardalucéo retroviral, o
sobrenadante contendo os retrovirus produzidoscélgas Phoenix (subitem 3.15.1) foi
concentrado por centrifugagéo utilizando colunascdm Ultracel 50 K (Millipore) (3 passos
de centrifugacdo a 4.000 rpm, cuidando para a aaldo secar). Para cada poco de linfocitos

a ser transduzido, utilizou-se o sobrenadante placas de Phoenix contendo os retrovirus.
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O sobrenadante concentrado contendo os retroudiuavblumado para 1 mL com meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovinoriedi (Hyclone). O meio de cultura
dos linfocitos foi recolhido e mantido em estufa7&C. Em seu lugar, adicionou-se 1mL do
meio contendo o concentrado de retrovirus supleadentom 8ug/mL de polibreno (Fluka
Chemie). As placas contendo os linfocitos foramtrdfeigadas a 930 g por 90 min a
temperatura ambiente. No final da centrifugacadi@ubu-se o meio de cultura recolhido
antes da centrifugacdo e mais 3 mL de DMEM 10% 8&®. As células foram incubadas
em estufa a 37°C e 5% de £0

3.15.2.2 Células NIH3T3

2,5 x 1d células NIH3T3 foram cultivadas em placas de Gpgpr 24 h, quando
foram incubadas com o sobrenadante das célulasaEk®Rontendo os retrovirus, junto com
meio DMEM novo suplementado com 10% de soro fetairto definido (Hyclone) (1:1),
suplementados comu§/mL de polibreno (Fluka Chemie). As placas contead células
NIH3T3 foram centrifugadas duas vezes a 380 rcf 4mminutos, com intervalo de 30
minutos entre as centrifugacdes. Depois de 24 hasasélulas foram soltas por tripsinizacao
e plaqueadas em confluéncia (125.000 células poo pa placa de 6 pocos). Dois dias
depois, o sobrenadante dessas células foi recolaglplacas foram lavadas duas vezes com
PBS 1x e adicionou-se 2 mL de meio de cultura DM&Wh soro. Passadas mais 24 h, as
células foram soltas por tripsinizacdo e o perantle transducdo foi verificado por
citometria de fluxo, pela analise da expressdo @EFE sendo este momento considerado o

ponto zero dos experimentos subsequentes.

3.16 MARCAGCAO DE CITOCINA INTRACELULAR

ApoOs 18 h da transducéo retroviral dos linfécito€D4, conforme descrito no subitem
3.15.2.1, 1,5 x 10células foram estimulados por 6 h com PMA (10 eNbnomicina (1 uM)
a 37°C e 5% de GOPassadas 4 h, 10 pg/mL de BD Golgi Stop (BD Pimgen) foram
adicionados a cultura. Depois do periodo de estigdia, as células foram recolhidas, fixadas
em PBS 1x com 2% de formaldeido, permeabilizadas 8b% de saponina em tampao
Dynal (2mM EDTA e 0,5% BSA em PBS 1x) e marcadas emti-IL-2-ficoeritrina (1:200) e
anti-IL-4-aloficocianina (1:50) (eBioscience). A macao das citocinas foi avaliada por

citometria de fluxo.
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3.17 ANALISE DE CICLO E MORTE CELULAR POR MARCACA@OM IODETO DE
PROPIDIO

Para andlise de morte celular, 1 X télulas NIH3T3 transduzidas (subitem 3.15.2.2)
foram cultivadas em placas de 12 pocos, em cordlaéRara analise de ciclo celular, 1,5 x
10* células transduzidas foram cultivadas em placa8 pecos. Depois de 24 h, as células
foram tripsinizadas (1 poco para analise de meoetalar e 5 pocos para analise de ciclo
celular), lavadas com PBS 1X e ressuspendidasrapé@aPI (Tris HCI 3,4 mM, pH 7,6;
NaCl 10 mM; NP40 0,1% (v/v); RNase 700 U/L; PI GOWM). A analise do conteudo de
DNA foi determinada citometria de fluxo e as fadesciclo celular e percentual de células
com marcagdo Sub-GO foram determinados utilizandgragrama CELLQuest (BD

Biosciences).

3.18 ENSAIO CLONOGENICO

200 células NIH3T3 transduzidas (subitem 3.15.fo2am cultivadas em placas de 6
pocos por duas semanas com meio DMEM 10% SFB, tenieio de cultura trocado por
meio novo apos 7 dias. No final das duas semasgsiaaas foram lavadas com PBS 1X e
fixadas com etanol 100%. Apds 10 min de incubac&geratura ambiente, adicionou-se
500 pL de solugéo de cristal violeta (Etanol 20%st@l Violeta 0,05%). Ap6s 10 min de
incubacgédo, a placa foi lavada 3 x com agua deatilAp6s secagem dos pocos, a placa foi
escaneada.
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4 RESULTADOS

41 A REGULACAO DO PROTO-ONCOGENEC-MYC PELO FATOR DE
TRANSCRICAO NFAT1

4.1.1 A expressdo de c-Myc em resposta a estimulagdor anti-CD3 € dependente da
via de C&"*/calcineurina/NFAT1

Como um tipico gene de resposta imediata (tambéamatio deearly geng a
expressao de-Myc é prontamente induzida por mitdgenos durante r@damtdas células no
ciclo celular, na transicéo das fasegGz (Kelly et al, 1983; Reeet al, 1985; Levineet al,
1986; Golayet al, 1992). A ativacdo de linfocitos T com anti-CDBnsla a via de
sinalizacao disparada pelo TCR e, por esse moéivanplamente utilizada em ensains
vitro. Essa estimulacdo ativa as trés principais viasimizacdo em células T: a de’Ca
responsavel, dentre outras funcdes, pela ativagdidatores de transcricdo da familia NFAT,
a de PKC e a de proteinas da familia Ras-MAPK (@ral& Clipstone, 1994; Cantrell, 1996;
Lewis, 2001). Para avaliar a expressaa-ddyc pela estimulacdo com anti-CD3, linfécitos T
CD4 de camundongos C57BLfaivesforam purificados e estimulados por diversos plerso
de tempo, tendo seu mMRNA analisado por PCR em teeghoComo observado iégura 5,

a expressdao do mRNA deMyc aumentou entre 10-15 vezes apds a estimulacdcantim
CD3, atingindo um pico em 6 h e diminuindo para oseda metade em 24 e 48 h, mas
ficando acima dos niveis de expressao observaddenmgoo de O h. Essa expressao esta de
acordo com os relatos da literatura, omdilyc praticamente ndo € detectado nas células
quiescentes (0 h), seguido por um aumento bruseso pnianeiras horas de ativacdo e
diminuindo para niveis baixos, mas detectaveisarartodo o tempo que a célula permanece
em ciclo celular (Wierstra & Alves, 2008). Apos 86de estimulacdo com anti-CD3, os
linfécitos T continuam proliferando (Caetamd al, 2002), o que justifica a expressao
aumentada de-Mycencontrada em 24 e 48 h, qguando comparada cord a.de

O envolvimento da via de calcineurina nos diverposcessos celulares pode ser
verificado através da utilizacdo das drogas imwmessoras ciclosporina A ou FK506, que
bloqueiam a atividade desta proteina (Skawal, 1995; Racet al, 1997; Kianiet al, 2000).
A inibicdo da calcineurina impede a translocacacean e a ativacdo das proteinas NFAT.

Assim, para investigar a possivel correlacdo edEAT e a expressao aeMyg, linfécitos T
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CD4 purificados de camundongos C57Bldéives foram mantidosn vitro por 6 h sem
estimulacdo ou com estimulo de anti-CD3, na preseng ndo de ciclosporina A. Como
ilustrado naFigura 5A, através de analise por PCR em tempo real, a &oddec-Myc
provocada pelo estimulo de anti-CD3 foi completammdiioqueada pela administracdo de
ciclosporina A, demonstrando que a via de calcinaugé fundamental para a indugéo deste
gene e sugerindo um possivel papel para as pretRiRAT durante este processo. Do mesmo
modo, este resultado também foi observado nos snipeiteicos dec-Myc (Figura 5C).
Reforcando esses dados, ha outros trabalhos misteaimibicdo da expressao ciéyc por
ciclosporina A tanto em nivel de mRNA (Fureeal, 1990; Golayet al, 1992) quanto de
proteina (Koenigt al, 2010).

Para obter uma evidéncia mais direta do envolvilmda NFAT1 especificamente na
regulacdo de-Myg utilizamos linfocitos T CD4aivesde animais NFAT1+/+ e NFAT1-/-
para avaliar a expressao da proteiAdyc frente ao estimulo com anti-CD3. Embora nao
houvesse diferenca na expressao celdyc entre as célulasaives apos 6 e 24 h de
estimulacdo com anti-CD3, os linfécitos NFAT1-/peassavam niveis reduzidos de proteina
c-Myc quando comparados com os NFAT1+Higura 5D), sugerindo que o fator de
transcricdo NFAT1 regule positivamente a exprese@nMyc

Em conjunto, nossos dados demonstram um papel tamper para a via de
Cd"*/calcineurina/NFAT1 na inducdo deMyc pela sinalizacdo de TCR em linfécitos e

sugerem que o NFAT1 atue como um regulador posiivexpressao génica céyc
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Figura 5 - A expressdo dec-Myc é dependente da via de CGHcalcineurina/NFAT1:
Linfonodos totais de animais C57BL{A, B e C) ou NFAT1+/+ ou NFAT1-/{D) entre 8 e
12 semanas de idade foram retirados, as célulad4Tf@am purificadas e mantidas vitro
com estimulo de anti-CD3 (ig/mL) aderido & placdA) o RNA celular total foi extraido em
0,1, 2,3,4,6, 8, 24 e 48 h ap0s estimulac&DA foi sintetizado e a expressdo do mRNA
de c-Myc foi avaliada por PCR em tempo real. A normalizaighdeita através da expressao
do gene constitutivo HPRT e esté representada &g ao 0 h(B) Apos 6 horas em
cultura sem estimulo (NES), ou estimuladas com@D® na auséncia ou na presenca de
ciclosporina A (CsA, 1uM), o RNA celular total foi extraido e a andlisalizada como
descrito emA. A administracdo de CsA foi feita 15 minutos armtesstimulo com anti-CD3.
O resultado esta expresso como média + EPM deetxpsrimentos independentes, em
relacdo ao NESC e D) A extracdo de proteina total foi realizada nospsnindicados e o
western blot foi realizado com anticorpos amnMyc (Santa Cruz, N-262) e anti-actina
(Sigma, A3853). Todos os resultados sao represargate trés experimentos independentes.
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4.1.2 O fator de transcricdo NFATL1 se liga ao prontor de c-Myc.

4.1.2.1 O promotor do gene c-Myc contém suposttigssile ligacdo para NFAT, que séo

conservados em humanos e camundongos

Os resultados recém apresentados sugerem quegaeviativa 0 NFAT1 pode ativar a
expressdo de-Myc Entretanto, eles ndo fornecem informacgfes de glidgia é essa
regulacdo. O préximo passo foi realizar uma and@éeéioinformatica com o promotor de
Myc, procurando por teodricos sitios de ligacdo pararateinas NFAT. Os programas de
bioinformética buscam esses sitios baseados emmaeréz especifica para cada fator de
transcricdoKigura 6A) e, geralmente, a quantidade de sitios enconpraldepredicado excede
0 numero de sitios ocupados fisiologicamente. Assirgere-se que ao fazer uma busca por
supostos sitios de ligagdo em um determinado pmmsd faca a mesma analise em um gene
ortélogo, presumindo que regides conservadas eévaménte foram selecionadas para
manter funcdes especificas (Nardoste al, 2004), ou seja, € mais provavel que uma
sequéncia conservada em espécies diferentes temigdof bioldgica. Neste sentido, as
sequéncias genbmicas do promotocddycde humanos e camundongos, incluindo o éxon 1,
que tem uma grande regido néo traduzida e — 30@0 Pldele, foram obtidas do banco de
dados do ENSEMBL e submetidas a dois programasiaafdrmatica: o rVISTA e o
GENOMATIX. Como resultado, oito supostos sitios lkigacdo para o NFAT foram
encontrados em cada espécie, sendo sete delesvemitse nas duas espécies. Os sitios
conservados foram utilizados no presente estuda®Iscalizacdes no promotor (em relacéo
ao inicio de trancricdo de P1) estdo representafigu@a 6B, que também mostra o
alinhamento dos sitios entre humanos e camundofgs®s sitios sdo chamados aqui de
NFATRE (NFAT responsive elements

Em relacdo a sequéncia, o nucleo candnico de bigpgéa o NFAT € composto pelos
nucleotideos GGAAA (Raet al, 1997), que sédo encontrados nos sitios NFATRE 3;7,
ou, se o sitio estiver na fita oposta, pelos ntitleos CCTTT, encontrados no NFATRE 1
humano. O NFATRE 1 murino apresenta uma pequeng,imaortante variacdo [T TT),
configurando um sitio ndo ideal de ligacdo paraFAN Da mesma maneira, 0 NFATRE 4
contém uma variacdo de GGAAA par&€&AA, tanto em humanos quanto em camundongos.
O sitio proximal (NFATRE 7, localizado a +101 pb bomanos e +98 pb em camundongos)
esta localizado entre P1 e P2 — os dois principagos de transcricdo de-Myc Com
excecao deste sitio, todos os demais estao lodatizandezenas de pares de bases do inicio de
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transcricdo e, embora nao facam parte da regidacoupreende o promotor basal, podem
atuar comeenhancerusilencergLee & Young, 2000).

Embora o NFATRE 7 se localize entre P1 e P2, etle m@r importante na regulacéo
dos transcritos originados a partir dos dois promest Ja foi demonstrado que quando a
transcricdo de P2 é diminuida, a de P1 é aumeetaitze-versa. Além disso, a mutacdo do
sitio de E2F especificamente, que é sobreposto@a™NRATRE 7, diminui a transcricdo a
partir de P1 e aumenta a partir de P2 (Albesdl, 2001; Wiestra & Alves, 2008).

4.1.2.2 O DBD da proteina NFAT1 recombinante sedlig vitro ao promotor de c-Myc

Apesar de serem conservados em humanos e camusdoagasimilaridade de
sequéncias ndo garante que os sitios encontratioamise de bioinformatica tenham sido
selecionados evolutivamente (Nardateal, 2004) e a identificacdo daqueles que realmente
ligam proteinas requer testes bioquimicos e expatamns (Wrayet al, 2003). Assim, o
dominio de ligacdo ao DNA (DBD) da proteina NFAEtambinante, previamente clonado
em bactérias M159<gura 7A), foi purificado e sua capacidade de se ligartro foi testada.
Como ilustrado ndigura 7B, o processo de purificacdo do DBD resultou em bianada
anica, de tamanho molecular esperado (~ 32,67 Kiba)seguida, a capacidade de ligacao
ao DNA desse dominio foi avaliada por um ensaicEMSA, com um oligonucleotideo
controle, contendo o sitio distal de ligacdo paRFAT no promotor ddéi-2 humano Figura
7C). Utilizando concentragbes crescentes do DBD jpadb, verificou-se que ocorreu a
formacéao de complexos DNA-proteina e que a intedlgidlestes complexos era proporcional
a concentracdo de proteina utilizada, confirmandfwreionalidade desse dominio para
ensaios de ligagaa vitro.

Em seguida, o mesmo ensaio foi realizado, agoraaoligonucleotideos contendo os
supostos sitios de ligacdo de NFAT ao promotoc-ti&yc murino Figura 8A). Dos sete
sitios testados, trés deles (NFATRE 2, 5 e 7) aptasam a formacdo de complexos DNA-
proteina, também de forma proporcional a quantidizderoteina utilizada. Aparentemente, a
ligacdo do DBD do NFAT1 aos sitios NFATRE 2 e 5roea@om maior avidez em relacdo a
do NFATRE 7, pois com a mesma concentracdo deipegta banda resultante da ligacédo
entre o DBD e o oligo contendo o NFATRE 7 tem istdade menor. Além disso, nos
também observamos uma ligacdo muito fraca do DBDNEAT1 com o oligo que contém o
NFATRE 6.

45



Por ultimo, para mostrar que essa ligagdo é espeeibs supostos sitios encontrados
pela analise de bioinformatica e ndo a uma outgdoe contida no oligo, os trés
oligonucleotideos que apresentaram ligacdo forartados apenas no ndcleo consenso de
ligacdo ao NFAT (GGAAA- ACTCA) e o mesmo ensaio foi repetidéiqura 8B), agora ou
com os oligos selvagens ou com os mutados. Consvaekp a mutacdo nesses cinco pares de
base aboliu a formacdo dos complexos DNA-proteioafirmando que a ligacao € especifica
aos sitios em estudo. Dessa forma, demonstramo#quio, o DBD da proteina NFAT1 é

capaz de se ligar diretamente a pelo menos tiés dii promotor de-Myc

4.1.2.3 O NFAT1 se liga in vivo ao promotor de c-dly

Para demonstrar que a proteina NFAT1 se liga anqior dec-Myg linfocitos T CD4
isolados de animais NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram subdes a um ensaio de
imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP). Os linféziforam diferenciados para o fenotipo
Thl por uma semana e, depois desse periodo, fardivados por mais 4 h na auséncia de
estimulo, ou foram estimulados com PMA e ionomi¢la 1). As células foram fixadas para
manter as interacdes DNA-proteina e o DNA foi inpnecipitado com anticorpos anti-
NFAT1,; anti-histona H4 acetilada, ou sem anticogmmo controle negativo da reacao. Por
fim, a capacidade de ligacdo do NFAT1l aos difesergéios foi avaliada por PCR
convencional.

O ensaio de ChIP possibilita a detecgcéo das iriesaPNA-proteina que ocorrem
Vivo e para determinar a preservacgao e a especificidizgtas interacdes no presente ensaio,
primers especificos para a regiao de ligacdo do NFAT1rametor de IL-4 ou ao promotor
de IFNy, foram utilizados para amplificar o DNA imunopigitado. A proteina NFATL1 é
capaz de se ligar aos dois promotores (Ketbal., 1994; Sicaet al, 1997, Avniet al, 2002),
mas apos a diferenciacdo para Thl, apendsusde IFN-y esta permissivel a transcrigcéo e,
portanto, aos fatores que o regulam, ao passo tiee® de IL-4 se encontra silenciado (Avni
et al, 2002). Como ilustrado riégura 9A, a proteina NFAT1 foi capaz de se ligar apenas ao
promotor de IFNy e nos linfocitos NFAT1+/+ ativados com PMA e ioriomma, confirmando
a viabilidade e a especificidade da técnica.

Para o promotor de-Mycg foram desenhados trés parespigners de forma que
pudessem amplificar as regides que contém os fgpefios de ligacdo para NFAT aqui
estudadosHKigura 9B). Nao foi possivel desenhar um parpianer para cada um dos sete

sitios, uma vez que alguns deles se localizam npuiéigimos fisicamente. Assim, o par de
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primer 1 amplifica a regido que contém os sitios NFATREZL e o par 2 amplifica a regido

gue contém os sitios NFATRE 5 e 6. O par 3 amplificregido que contém apenas o
NFATRE 7. Dentro de cada conjunto de reacdes,emsidade da banda do controle positivo
(INPUT) foi praticamente igual nas quatro condi¢gGadicando que a quantidade de DNA

utilizada em cada uma delas foi similar. A imunefp#acao com anti-histona H4 acetilada
mostrou que a cromatina esta acessivel em todesnas;oes, para as regibes amplificadas
pelos trés conjuntos geimers

Em relacdo a imunoprecipitacdo com anti-NFATL, pooke observar ngigura 9C que
a ativacdo dos linfocitos NFAT1+/+ com PMA e ionoma induziu a ligagédo deste fator de
transcricdo a regido amplificada pelo parpdiener 1, o que ndo ocorreu com os linfécitos
NFAT1-/-, como esperado. Um resultado semelhanterfoontrado para o par geimer 2,
apesar de ja ser notada uma pequena ligacdo ndascefio ativadas. Apesar dos pares de
primer 1 e 2 também amplificarem as regifes que conténsitiss NFATRE 1 e 6,
respectivamente, a ligacdo identificada pelo endaidChIP deve ser especifica aos sitios
NFATRE 2 e 5, ja que o DBD do NFAT1 néo se ligos dois primeirosKigura 8). Em
contrapartida, a ligacdo do NFAT1 a regido amgde pelo par dgrimer 3 nao foi
identificada nessas células. Esse papriteer amplifica a regido que contém o sitio proximal
NFATRE 7, previamente identificado como um sitie diga tanto NFAT1 quanto NFAT2
em células pancreéticas (Koergf) al, 2010; Singhet al, 2010). Interessantemente, foi
mostrado que apenas 0 NFAT2 se liga a este sitilinédoitos B, enquanto o NFAT1 néo se
liga (Phamet al, 2010). E importante ressaltar que o NFATRE bsaliza numa regido que
sobrepde sitios de ligacdo para vérios fatoregatesdricdo, como ETS1/2, STAT3, E2F,
Smad3/4 e MET (Facchimt al, 1997; Wierstra & Alves, 2008)-igura 9D). Os sitios sao
sobrepostos e os diferentes fatores se ligam attemente a ele. Assim, a ligacdo de um fator
a essa regido exclui a ligagcdo dos demais. Se @sesl@utros fatores estivesse ligado no
tempo da nossa andlise, que foi de 4 h apds ativéggo impediria a ligacdo do NFAT1.
Assim, ndo podemos excluir a possibilidade do NFAElligar a este sitio em diferentes
tempos ou condi¢des.

Além disso, a ligacdo do NFAT1 ao NFATRE 7 pode t@&sido detectada pelo ensaio
de ChIP por causa de sua baixa afinidade pelo NFédrhio observado nos ensaios de
EMSA. Fazendo um paralelo com outra situagéo, fistrado que quando as proteinas NFAT
sao superexpressas em ceélulas Jurkat, tanto o Nig&ddto o NFAT2 se associam com o

promotor de TNFe em ensaios de ChIP. Contudo, a associacéo figial@ntre os NFATs
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endogenos e o promotor de TNFei muito fraca para confirmar esse achado (Kamiaat
al., 2008).

Este conjunto de resultados demonstra que, enciiofT CDA4diferenciados para
Thl, o NFATL1 se ligan vivo a duas regides distais do promotorcedyc Por outro lado, ndo

conseguimos detectar a ligacdo do NFAT1 ao sitwipral.
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Figura 6 - Supostos sitios de ligacdo para NFAT npgromotor de c-Myc: (A) Matriz de
busca por sitios de ligagdo para os fatores desdrigdo NFAT obtido do software do

Genomatix.(B) A tabela mostra a posicao (em relacdo a P1) gu€reia dos sete sitios de

ligacdo para NFAT encontrados pela analise de foioiréatia. O alinhamento de cada um dos
sitios entre humanos e camundongos esta mostradwetiga da tabela. As sequéncias dos
sitios murinos ilustradas representam os oligowticleos utilizados nos ensaios de EMSA.
Ainda, os cinco nucleotideos em vermelho represemanicleo candnico de ligacdo para a
proteina NFAT.(C) Representacdo esqueméatica do geMyc com a regido promotora, 0s

trés éxons (retangulos pretos) e os dois princip&ifos de transcricdo (P1 e P2). Na regido
promotora, oS sete supostos sitios de ligagdo N&AT encontrados pela analise de

bioinforméatica estéo representados por circulazsasin
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Figura 7 - Purificacdo e ligagdo do DBD da protein®&FAT1 ao sitio distal do promotor

de IL-2 humano: (A) Representacdo esquematica da proteina NFAT1 cosmdsamninios,
enfatizando a regido do dominio de ligacdo ao DNBI — DNA binding domaii, que foi
expresso em bactérias M15 e purificado através rda goluna de afinidade a niquel
(QIAGEN). (B) Gel de poliacrilamida desnaturante 12 % corado cmomassie blue,
mostrando os passos de purificacdo do DBD da peoteiurina recombinante NFAT1. 1.
Extrato total da bactéria apds sonicagdo; 2. Am@ssggem pela coluna; 3-5. Lavagens da
coluna; 6-8. Eluicdes da proteina. As bandas indiogpadréo de peso molecular (em KDa).
(C) Concentracdes crescentes do DBD da proteinmantgcombinante (1. 1 nM; 2. 10 nM;
3. 100 nM e 4. M) foram incubados com um oligonucleotideo conteadsitio distal de
ligacdo ao NFAT do promotor de IL-2 humano, marceattioativamente \f?P] ATP). Os
complexos DNA-proteina foram analisados pelo endai&@MSA e estdo indicados pela seta

(<)
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Figura 8 - O dominio de ligacdo ao DNA (DBD) do NFAL se liga especificamente ao
promotor de c-Myc. (A) Os sete oligonucleotideos contendo os supostios si¢ ligacdo
para o NFAT do promotor de-Myc murino (mostrados na Figura 6B) foram marcados
radioativamente {f?P] ATP) e incubados com concentracdes crescente3foda proteina
NFAT1 (100 nM, 500 nM e |dM, respectivamente). Os complexos DNA-proteinanfora
entdo analisados por EMSA e estdo indicados ptdasg. (B) Os trés oligonucleotideos do
promotor dec-Myc que mostraram ligacdo em (A) foram mutados noewichndnico de
ligacdo ao NFAT (GGAAA- ACTCA). Os oligos selvagens (S) e mutados (M) mdos
radioativamente {f?P] ATP) foram incubados com 500 nM do DBD da preNFAT e
submedidos ao ensaio de EMSA. Os complexos DNAepratestéo indicados pela seta) (

(C) Os sitios que mostraram ligacdo ao NFAT1 estdgegmelho no esquema. Os resultados
sao representativos de pelo menos trés experimentegendentes.
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Figura 9 - In vivo, 0 NFAT1 se liga diretamente ao promotor de-Myc: Linfocitos T CD4
foram isolados de camundongos NFAT1+/+ ou NFATg-/Mdiferenciados para o fenoétipo
Thl. Essas células foram mantidas ndo estimuladasstmuladas com PMA (10 nM) e
ionomicina (1 mM) por 4 h (P + I). Ap0s esse peniodds extratos nucleares foram
imunoprecipitados com anticorpos anti-NFAT1, amstdna H4 acetilada (anti-H4ac), ou sem
anticorpos (SemAc). O DNA foi entdo purificado ealsado por PCR conprimers
especificos para a regidao em que o NFAT1 se ligaroimotor dos genes de IFNe IL-4 (A),

ou para as regides do promotor @dlyc (C) que contém os sitios de ligacdo para NFAT
detectados pela técnica de EMSA (Figura 9 A e B.GR também foi realizada com o DNA
purificado antes da imunoprecipitacdo (INPUB) Representacdo esquematica do gene
Myc, indicando os sitios que mostraram ligacdo petaice de EMSA em vermelho. Os
retangulos em verde (F1 e R1), roxo (F2 e R2) d @& e R3), indicam a regido de
anelamento dogrimersutilizados para os sitios 2, 5 e 7, respectivaeerd ensaio de ChlP.
(D) A figura mostra o sitio 7 de NFAT, localizado nuregido que sobrepde sitios de ligacdo
para varios fatores de transcricdo. O ChIP foiizadb apenas uma vez e cada PCR foi
repetida trés vezes.
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4.1.3 Regulagéo da transativagéo do promotor deMyc pelo NFAT1

4.1.3.1 Os sitios distais de ligacdo para o NFAD séguladores negativos, enquanto o

sitio proximal é um elemento positivo para a reged@ mediada pelo NFAT1

Para caracterizar o papel da proteina NFAT1 naesggo génica de-Myc nos
avaliamos a responsividade do promotoitMyc humano a uma proteina NFAT1
constitutivamente ativa (CA-NFAT1) por ensaios dme reporter em células HEK293T.
Usando uma proteina constitutivamente ativa, que ne@juer ativacdo por se localizar
constitutivamente no nucleo (Okamuea al, 2000; Robbset al, 2008), nés pudemos
minimizar os efeitos de outros fatores de tran&orita indugéo do promotor déMyc

Como ilustrado ndrigura 10A, a expressdo da proteina CA-NFAT1 apenas teve um
efeito discreto na transativacdo do promotor cotoplie c-Myc (-2446pb-Luc) quando
comparada com a do vetor vazio, mas o CA-NFAT1luewama clara inducdo na atividade
do promotor em uma construcdo que remove maiskiedb promotor distal (-1237pb-Luc),
gue remove, dentre outros elementos, os sitios NEAZ e 5. Esses resultados sugerem que
a regido deletada tem um efeito negativo na atiiddo promotorc-Myc enquanto um
elemento positivo esta localizado no restante @donptor. Da mesma maneira, a analise do
promotor minimo de P2 (-109pb-Luc), que contém AMNRE 7, mostrou que o CA-NFAT1
ainda foi capaz de aumentar a atividade do promstggerindo que o NFATRE 7 é um
elemento positivo para a transativacdo mediada@eldiFAT1.

Para avaliar a funcdo dos sitios distais de NFAfeafcamente, nos realizamos
mutagénese sitio dirigida dos sitios NFATRE 2 eo5cantexo do promotor completo. A
mutacdo individual dos sitios distais ndo alterotraasativacdo do promotor (dados né&o
mostrados), mas, surpreendentemente, como ocavrelacconstrucao -1237pb-Luc, o CA-
NFAT1 aumentou a atividade do promotora®Myc quando os sitios NFATRE 2 e 5 foram
mutados em conjunto, indicando que esses elem&mto®nam como reguladores negativos
da expressdo de-Myc Note que mesmo sem a superexpressao de NFATH (baanca,
pLIRES) a transativagdo da construcdo mutada faomguando comparada com a do
promotor completo. Provavelmente isso se deve gmedimento da ligacdo de NFAT
endogeno ou ainda de outro fator de transcricdgpqderia se ligar a esses sitios. Por outro
lado, embora a mutagédo do NFATRE 7 tenha resukadama diminuicdo da transativagéo

guando comparada com a do promotor selvagem (cengsabarras brancas), o0 CA-NFATL1
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ndo alterou a transativagdo do promotor quando sige foi mutado, mostrando que a
ligacdo do CA-NFAT1 apenas aos sitios distais néoz a atividade do promotor.

Para confirmar o papel positivo do NFATRE 7 na lag@o da expressao deMyc nos
mutamos esse sitio no contexto do promotor min@amo mostrado neigura 10B, quando
este sitio foi mutado, o0 CA-NFAT1 ndo foi mais capde induzir a transativacdo do
promotor, comprovando que o NFATRE 7 é um elem@utsitivo para o NFAT1. Esses
resultados em conjunto sugerem que o0s elementdaisdisesponsivos ao NFAT1 séo
reguladores negativos, enquanto o proximal tem feftoegpositivo na transativacdo mediada
pelo NFAT1. Além disso, os sitios distais parecexareer um papel predominante na
regulagcdo do promotor de-Myc em relacdo ao sitio proximal, ja que o CA-NFAT1 sé

aumenta a atividade do promotor quando os sitgiaidiestdo deletados ou mutados.

4.1.3.2 A mutacao dos elementos responsivos ao NBéAdere que outro sitio importante

para a transativacdo mediada pelo NFAT1 exista nomotor c-Myc

Com o objetivo de determinar se os NFATRE 2, 5 erdm 0s Unicos sitios
responsivos ao NFAT1 existentes no promotor-tiyc n0s mutamos esses trés sitios juntos
no contexto do promotor completo. Surpreendentenesibservamos que o CA-NFAT1
ainda aumentava a atividade do promotor nessaragést (-2446pb-Mut2,5,7-Ludsigura
11A), sugerindo que outro sitio funcional de NFAT lagatesente no promotor deviyc, ou
gue o CA-NFATL1 esteja se ligando a sitios ndo NF#®mo demonstrado para os promotores
deNur77 (Younet al, 2000) ep21°** (Santiniet al, 2001).

Para mapear a regiao do promotorcedyc que é responsiva ao NFAT1, usamos uma
construcdo chamada aqui de FragA-Luc @tlal, 1998), que compreende os nucleotideos -
2446 até -1237, ressaltando que essa construcaestéeob controle do promotor minimo de
c-Myc De forma inesperada, o FragA-Luc foi amplamemtieizido pelo CA-NFAT1Kigura
11B). Como o FragA-Luc compreende os sitios negatNBATRE 2 e 5, esse dado vai
contra os resultados encontrados para esta regigonmexto do promotor completBigura
10A). Esses resultados levaram a sugestdo de queaofoepressiva dos sitios NFATRE 2 e
5 pudesse depender de interacbes com o promotal, hage ndo podem estar presentes no
FragA-Luc, pois ele ndo contém o promotor minimacddyc Essa hipotese foi sustentada
pelo achado de que as mutacdes nos NFATRE 2 e &ltggiam a responsividade do FragA-
Luc ao CA-NFAT1 Figura 11B), o que também vai contra os resultados do pramoto

completo carregando essas mutac®égufa 10A). Portanto, esses dados indicam que outro
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elemento na regido compreendida pelo FragA-Lucsporgsivo ao NFAT1 e que fora do

contexto do promotor minimo, os sitios NFATRE 2 @86 atuam como elementos negativos
para a transativacdo mediada por NFATL1, sugerinaio papel para o dobramento de

cromatina em definir a responsividade do promosar-iyc aos sitios distais de NFAT1.

Em seguida, realizamos dele¢des sequenciais né\fnag para identificar a regido
responsiva ao CA-NFAT1. Como mostradofigura 11C, essa regido se localiza entre os
nucleotideos 891-1219 do FragA-Luc, na vizinhangaNFATRE 5. Uma andlise dessa
regido especifica revelou dois outros supostosssNFAT GGAAA e um CCTTT, que ndo
tinham sido identificados pela analise de bioinfética, além do NFATRE &-{gura 12A).
Para analisar se algum desses sitios NFAT eraaleesponsivo ao NFAT1, nés mutamos 0s
trés sitios Figura 12B). Nenhuma dessas mutacdes alterou a responsivittaéieagA-Luc
ao CA-NFAT1. Assim, o unico elemento possivelmerasponsivo ao NFAT nessa regido era
o NFATRE 6, que tinha sido excluido do estudo dewdsua fraca ligacdo ao NFAT1
demonstrada pelo ensaio de EMSA (véjmura 8). Inesperadamente, a mutacdo do
NFATRE 6 diminuiu significativamente a transativagéiediada pelo CA-NFAT1Fgura
12B), indicando que esse sitio € responsavel peladatie do CA-NFAT1 no FragA-Luc.
Portanto, nossos dados sugerem que o NFAT1 sedgi¢FATRE 6 com baixa afinidade,
mas que quando os outros elementos responsivo$Ad B&o abolidos, o NFAT1 pode se
ligar ao NFATRE 6 e induzir a atividade do promatec-Myc

4.1.3.3 p300 aumenta a transativacédo do promotocedyc mediada pelo NFAT1

Ja é bem estabelecido que o remodelamento de @nemé@tum fator critico na
regulacédo do promotor deMyc (Wierstra & Alves, 2008; Litet al, 2006; Nagkt al, 2007)
e muitas evidéncias tém apontado o NFAT como umwr fd¢ transcricdo envolvido nesse
processo, devido a sua habilidade de recrutar ippstede remodelamento e histonas
acetiltransferases para a cromatina (Garcia-Roelzigual, 1998; Johnsoat al, 2004; Liuet
al., 2004; Phanet al, 2010). Embora tenhamos visto que os sitios igdista NFAT sdo
elementos dominantes e negativos sobre o sitidrpabna transativacdo do promotor ce
Myc mediada pelo NFAT1HKgura 10), nés também mostramos que os linfocitos CD4 de
camundongos NFAT1+/+ expressam niveis aumentados-Mgc em relacdo aos dos
camundongos NFAT1-/- Hgura 5D). Uma das explicagbes para esses resultados
controversos é a de que uma proteina parceira aalatom o NFAT1 para induzir a

expressao de-Myc Paralelamente a essa hipétese, ja foi mostrad@ dqNFAT interage com
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p300, um coativador transcricional que liga remagh&nto de cromatina com transcricao
(Chan & La Tangue, 2001), para induzir a atividddediferentes promotores, cone?2, IL-
5 e Nur77 (Garcia-Rodrigueet al, 1998; Avotset al, 1999; Youret al, 2000; Chan & La
Tangue, 2001; Livet al, 2004;). Assim, resolvemos investigar a influandie p300 na
transativacdo do promotor deMyc mediada pelo NFAT1. Para isso, transfectamos o
promotor completo de-Myc (-2446pb-Luc) junto com um vetor que codifica pressao da
proteina p300 em células HEK293T.

Como pode ser visto riaigura 13A, a expressao de p300 reprime o promotoc-de
Myc, o que esta de acordo com a literatura (Balucheimgl, 2003; Sankaet al, 2008).
Entretanto, a expressdo concomitante de p300 e EAFN, ao contrario da expressao de
CA-NFAT1 sozinha, levou ao aumento da atividadepdmmotor dec-Myc (Figura 13B).
Este achado explica porque as células T CD4 dosimadmmgos NFAT1+/+ expressam mais
c-Myc em relacdo as NFAT1-/- e refor¢ca a importancigeeinas parceiras na regulacao
transcricional mediada pelas proteinas NFAT, cor@odgscrito para diversos outros
promotores (Racet al, 1997; Hoganet al, 2003; Macianet al, 2005). Dessa forma,
mostramos que o0 NFAT1 pode colaborar com p300 palazir a transcricdo de-Myc e
sugerimos que a resposta mediada pelo NFAT1 sgp@ndente de outros fatores de

transcrigcdo aos quais ele se associa.
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Figura 10 — A transativacdo do promotor dec-Myc humano na linhagem celular
HEK293T é regulada por NFAT1: Células HEK293T foram cotransfectadas comy@ lo
vetor pBV-luc, contendo diferentes constru¢des onptor dec-Myc humano; 3ug do vetor
PLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 e 0,a8 do vetor de renilla, pRL-TK. Depois
de 24 h, as células foram lavadas com PBS 1x eiagaanem meio DMEM sem soro.
Passadas mais 24 h, as células foram lisadas krensoante foi utilizado para a leitura de
luciferase, que foi normalizada pela leitura deill®en(A) Delecbes e mutagénese sitio
dirigida dos sitios indicados no contexto do pramatompleto.(B) Mutagénese do sitio
proximal no contexto do promotor minimo de P2. &sultados estdo expressos como média
+ EPM de trés experimentos independentes, em relagéonstru¢cdo contendo o promotor
completo (pLIRES da construcdo — 2446 pb).
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Figura 11 — Identificacdo de outro elemento funcioal de NFAT1 no promotor dec-Myc:
Células HEK293T foram cotransfectadas com@3o vetor pBV-luc, contendo diferentes
construcdes do promotor deMyc humano; 3ug do vetor pLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-
CA-NFAT1 e 0,03ug do vetor de renilla, pRL-TK. Depois de 24 h, ékilas foram lavadas
com PBS 1x e mantidas em meio DMEM sem soro. Passais 24 h, as células foram
lisadas e o sobrenadante foi utilizado para arkeitle luciferase, que foi normalizada pela
leitura de renilla. As transativacOes estdo nomadhs em relagdo ao promotor completo
selvagem (pLIRESJA) ou ao FragA-Luc (pLIRES[B e C). Os resultados estdo expressos
como média = EPM de trés experimentos independentes
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Figura 12 - O NFATRE 6 € um sitio positivo para aransativacdo mediada pelo NFAT1

no FragA-Luc: (A) Representacdo esquematica dos supostos sitiaqgadéd para o NFAT
localizados na regido responsiva ao CA-NFAT1 nowEtagM891-1219-Luc(B) Células
HEK293T foram cotransfectadas com Q8 dos vetores pBV-luc; g do pLIRES ou
pPLIRES-EGFP-CA-NFATL1 e 0,08g do vetor de renilla, pRL-TK. Depois de 24 h, ékilas
foram lavadas com PBS 1x e mantidas em meio DMEM sero. Passadas mais 24 h, as
células foram lisadas e o sobrenadante foi utiizpdra a leitura de luciferase, que foi
normalizada pela leitura de renilla. Os resultaekifo expressos como meédia =+ EPM de trés
experimentos independentes, em relacdo ao FragApLRES).
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Figura 13 - p300 aumenta a transativacdo mediada pelo NFAT1 n@romotor de c-Myc:
Células HEK293T foram transfectadas com (gl do vetor -2446pb-Luc; jug do vetor
pPLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-CA-NFAT1, 0,Qig do vetor de renilla, pRL-TK e,
quando indicado, fig pBOS-p300. Depois de 24 h, as células foram Evadm PBS 1x e
mantidas em meio DMEM sem soro. Passadas mais &6 ftglulas foram lisadas e o
sobrenadante foi utilizado para a leitura de luage, que foi normalizada pela leitura de
renilla. Os resultados estdo expressos como medi&EPM de trés experimentos
independentes, em relacao ao vetor vazio (pLIRES).
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4.2 REGULACAO DA TRANSATIVACAO DO PROMOTOR DE C-MY®ELO NFAT2

Embora todas as proteinas da familia NFAT compartil um dominio de ligacdo ao
DNA (DBD) altamente conservado, que confere a toglas a mesma especificidade de
ligacdo ao DNA (Raet al, 1997), é claro na literatura que as proteina8T™Fe NFAT2
podem exercer tanto funcdes redundantes como gpoatésiologia celular (Macian, 2005;
Raoet al, 1997; Violaet al, 2005; Robbet al, 2008). No que diz respeito ao promotocee
Myc, em alguns tipos celulares tanto NFAT1 como NFASE ligam e transativam o
NFATRE 7, enquanto em outros apenas o NFAT2 tera &sscdo. Para investigar se o
NFAT2 pode afetar diferentemente os NFATREs avaeBadesse estudo, ensaios de gene
reporter superexpressando uma proteina NFAT2 totistimente ativa (CA-NFAT2) foram
realizados em células HEK293T, com as mesmas cgdsts do promotor de-Myc
utilizadas ndrigura 10.

Diferente do que foi observado com o CA-NFAT1, pesaxpressao do CA-NFAT2
sozinho aumentou a transativacdo do promotor camgkc-Myc (Figura 14A). Além disso,
a intensidade de inducé&o do promotor permaneceicgrente a mesma com as construcdes
-1237pb-Luc, -109pb-Luc, e mesmo com a construgdd6pb-Mut7-Luc, resultado que foi
inesperado uma vez que o NFATRE 7 foi descritodiferentes trabalhos como um elemento
positivo para a transativacdo mediada pelo NFATi2alWez que a mutacdo desse sitio ndo
aboliu a transativacdo mediada pelo CA-NFAT2, esselltado indica que a responsividade
do promotor completo de-Myc ao CA-NFAT2 é determinada por algum outro sitiép n
identificado neste estudo. Independente dissopelgmositivo do NFATRE 7 foi confirmado
com a mutacdo desse sitio no contexto do promotammu (Figura 14B), assim como
mostrado para o CA-NFATF{gura 10B). Esse resultado mostra que o NFATRE 7 € o Unico
sitio responsivo ao NFAT localizado no promotor imim de c-Myc em células HEK293T.
Esses resultados mostram quao duvidoso pode serfragenentos de um promotor para
inferir a regulacdo conferida por proteinas espadf De fato, com exce¢do de um trabalho
(Bucholzet al, 2006), todos os artigos utilizaram apenas o ptomminimo dec-Myc para
avaliar a transativacdo mediada pelas proteinasiNFA

Por ultimo, a mutacdo dos sitios distais de NFATcowtexto do promotor completo
dec-Mycaumentou tanto a transativacéo do vetor vaziotqumdo vetor que expressa o CA-
NFAT2 (Figura 14A). Esses dados estdo de acordo com o resultaddootdm o CA-
NFAT1 (Figura 10A), mas apesar dos sitios distais aparentementae tare papel negativo

para a transativacdo do NFATZ2, eles ndo sdo domemaobre os outros NFATRES, como
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mostrado para o NFAT1. Juntos, esses resultaddasamdque o CA-NFAT2 é capaz de
transativar o promotor completo deMyc através de um elemento que ainda nao foi
identificado e que o NFATRE 7 nao é o sitio positpreponderante para o CA-NFAT2.
Além disso, esses dados demonstram que os NFATRES52sdo negativos, mas nao

preponderantes para a transativacdo mediada peNF2A 2.
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Figura 14 — A regulagéo do promotor dee-Myc pelo NFAT2 ocorre preponderantemente
por elementos positivos:Células HEK293T foram cotransfectadas com os pldsns de
luciferase pBV-luc (0,3 pg), pLIRES ou pLIRES-EGER-NFAT2 (3 pg) e pRL-CMV
(0,03 pg). Depois de 48h, as células foram lisadasobrenadante foi utilizado para a leitura
de luciferase, que foi normalizada pela leiturareiglla. (A) Dele¢cbes e mutagénese sitio
dirigida dos sitios indicados no contexto do pramatompleto.(B) Mutagénese do sitio
proximal no contexto do promotor minimo de P2. 8&sultados estdo expressos como média
+ EPM de trés experimentos independentes, em mekg&etor vazio (pLIRES)
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4.3 REGULAQAO DA FUNCAO DO NFAT1 PELA PROTEINA IREBP2
4.3.1 A proteina IRF-2BP2 reprime genes de citocin@gulados pelo NFAT1

4.3.1.1 A proteina IRF-2BP2 reprime a transativacde genes mediados pelo NFAT1

A proteina IRF-2BP2 foi previamente identificada emsso laboratério como um
parceiro proteico do fator de transcricdo NFAT1r(@ao et al, 2011). Apesar de ter sido
descrita como um repressor transcricional pela maados trabalhos na literatura (Childs &
Goodbourn, 2003; Koeppel al, 2009, Yeunget al, 2011), ja foi relatado que a IRF2-BP2
ativa a expressao de VEGFA, uma citocina angiogénigportante para a revascularizacao de
musculo isquémico (Tengt al, 2010). Com o objetivo de entender o papel dessa
interacao entre IRF-2BP2 e NFAT1, testou-se o @fedt IRF-2BP2 na transcricdo de genes
sabidamente regulados pelo NFATL, utilizando essd® gene reporter de luciferase em
células Jurkat. Essas células foram transfectanlaslgtroporacéo e depois de 24 horas, elas
foram ativadas por mais 6 horas com PMA e ionoraigiara permitir a ativacdo e a
translocacao nuclear do NFAT1.

Inicialmente, utilizamos o plasmideo repoérter 3xNHAUC, que contém trés copias do
sitio consenso de ligacado para NFAT-AP-1 do promdéolL-2. Como mostrado riagura
15A, a expressdo de NFAT1 induziu a atividade do ptom8xNFAT-Luc, conforme
esperado. Entretanto, a expressao concomitanteFdd Ncom quantidades crescentes de
IRF-2BP2 levou a uma diminuicdo desse sinal de doduse-dependente, indicando uma
funcdo repressiva para a IRF-2BP2. Em seguida,aavas a funcdo da IRF-2BP2 na
transativacao dos promotores proximaidld2 e delL-4. NaFigura 15B e C mostramos que
0 NFATL1 induziu a transativacdo desses promotonas que a cotransfeccdo com a IRF-
2BP2 também reduziu essa ativacdo mediada pelo BFAIR mesma maneira que
observamos com o 3XxNFAT-Luc. Por ultimo, avaliaradeansativacdo mediada pelo NFAT1
do elementoxk3 (um fragmento do promotor dENF-), que acontece independente da
cooperagdo do NFAT1 com o parceiro proteico APvErficamos que a fungao repressiva
da IRF-2BP2 também foi mantida nas células que presgsavam NFAT1 e IRF-2BP2
(Figura 15D, a direita). Esses dados sugerem que a IRF-2BP2uterefeito repressor na
transativacdo mediada pelo NFAT1 e que este efeiindependente da cooperacdo do

NFAT1 com o fator de transcricdo AP-1.
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4.3.1.2 A proteina IRF-2BP2 diminui a expressao dygenes de citocina IL-2 e IL-4

Uma vez que a IRF-2BP2 reprime a transcricdo dagicas estudadas, o proximo
passo foi verificar se essa represséo era refletivaivel proteico. Para este fim, o efeito da
superexpressao de IRF-2BP2 na expressao endogeodatinas IL-2 e IL-4 foi avaliado em
linfécitos primarios murinos. Assim, células T CDOgtimarias foram purificadas de
camundongos C57/BL6 e transduzidas com retrovisageado os vetores pLIRES-EGFP ou
PLIRES-EGFP-IRF-2BP2. 24 h ap0s a transducao, lataséoram estimuladas com PMA e
ionomicina por 6 h, fixadas, marcadas com anticerpepecificos para IL-2 e IL-4 e
analisadas por citometria de fluxo, para determénararcacgéo intracelular das citocinas em
guestdo. Como mostrado Ragura 16, os linfécitos infectados com IRF-2BP2 apresemntara
uma diminuicdo dos niveis de IL-2 e IL-4 em relagas linfocitos transduzidos com o vetor
vazio. Esses dados corroboram os dados de trams@bivdos promotores de IL-2 e IL-4
(Figura 15) e demonstram a importancia da IRF-2BP2 em repamxpressao de genes alvo
de NFAT1.
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Figura 15 — A proteina IRF-2BP2 reprime a transatiacdo mediada pelo NFAT1: (Ae B)
Células Jurkat foram eletroporadas com 1 pg dosre®tde luciferase indicados em cada
letra; 0,1 pg do vetor de renilla, pRL-TK; 8 pgabela um dos vetores vazios e/ou 8 ug de
pcDNA5-NFAT1 e 0,5 a qug (A) ou 8 ug (B-D) de pcDNA4-IRF-2BP2. 24 h apés a

transfecgdo, as células foram estimuladas com PMAIM) e io
h. As células foram entéo lisadas e o sobrenadanteilizado

nomicina (1 pM) por mais 6
para a leitura de luciferase,

gue foi normalizada pela leitura de renilla. Osilt@slos estdo expressos como média + EPM
de trés experimentos independentes em relacamsatinzacédo obtida com os vetores vazios

(PcDNA5 e pcDNA4).
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Figura 16 - A superexpressao da proteina IRF-2BP2eprime a expressao de citocinas
em linfocitos primarios: Linfécitos primarios T CD4 extraidos de linfonodtstais de
camundongos C57/BL6 foram estimulados/itro com anti-CD3 (1 pg/mL) e anti-CD28 (1
png/mL) por 48 h. Apds esse periodo, as célulasifdransduzidas com pLIRES-EGFP ou
PLIRES-EGFP-IRF-2BP2. 24 h ap0s a transducdo, latasdoram re-estimuladas com PMA
(10 nM) e ionomicina (JuM) por 6 h. Em seguida, as células foram recolhifiaadas,
permeabilizadas e marcadas com anti-IL-2-ficoertri1:200) e anti-IL-4-aloficocianina
(1:50). A marcagao das citocinas intracelulare® le-1L-4 foi analisada por citometria de
fluxo.
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4.3.2 A funcdo de repressdo da IRF-2BP2 é restrita proteina NFAT1 dentro da
familia NFAT

As citocinas IL-2 e IL-4 também séo alvos de oupnadeinas da familia NFAT (Raat
al., 1997; Macian, 2005; Violat al, 2005). Portanto, a repressédo observada nososndai
marcacdo de citocina intracelular poderia ser entda da repressao da IRF-2BP2 sobre
outros membros da familia NFAT. Entretanto, a IF¥R2 foi pescada em um ensaio de
duplo-hibrido, onde apenas a regido C-terminalrdeena NFATL1 foi utilizada (Carneiret
al., 2011). Essa regido tem pouca conservacao enfroteinas NFAT e portanto sugeria que
o papel repressor da IRF-2BP2 ocorresse apenas adhngédo de NFAT1. Para avaliar se a
IRF-2BP2 realmente ndo tem func@o sobre os outresibros da familia NFAT, foram
realizados ensaios de transativacdo em célulagtJwrtlizando o vetor 3XNFAT-Luc e a
superexpressdo das proteinas NFAT1, NFAT2, NFATNFAT4, além da proteina
NFATI1AC, que como 0 home sugere, NAo possui a regido-omhal do NFATL, que
interage com a IRF-2BP2.

Apbs 24 horas de eletroporacgédo, as células traadfes foram estimuladas com PMA e
lonomicina e como pode ser observadoFmgura 17, a transativacdo mediada tanto pelo
NFATIAC quanto pelo NFAT2 foi menor que a transativacadediada pelo NFAT1
selvagem, o que faz sentido ja que o TAD C-termiltaNFAT1, que ndo esta presente no
NFAT1AC nem no NFAT2, € um dominio de transativacdo. Nargo, o fenotipo repressor
da IRF-2BP2 observado na transativacdo mediada NEWT1 foi abolido quando o C-
terminal do NFATL1 foi deletado, sugerindo que &fatdo, que ocorre entre a IRF-2BP2 e 0
C-terminal do NFAT1 (Carneiret al, 2011), é fundamental para o fenétipo de repeedsa
mesmo modo, a IRF-2BP2 né&o reprimiu a transativagédiada pelo NFAT2, indicando que
seu fendtipo repressor € especifico para o NFAT4.pfoteinas NFAT3 e NFAT4 néo
induziram a transativacdo do vetor 3XNFAT-Luc nossos ensaios, entdo ndo foi possivel
avaliar a funcdo da IRF2-BP2 na transativacdo mdedpor esses genes. Apesar disso, foi
mostrado por ensaios grill-down que a IRF-2BP2 ndo é capaz de interagir com outras
proteinas da familia NFAT (Carneiet al, 2011). Assim, nossos dados sugerem que O
fendtipo repressor da IRF-2BP2 é restrito ao NFA@dtro da familia NFAT.
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Figura 17 - A IRF-2BP2 ndo € capaz de reprimir a t@nsativacdo mediada pelas
proteinas NFATIAC e NFAT2: (A) Representacdo esquematica das proteinas NFATL,
NFAT1AC e NFAT2.(B-D) Células Jurkat foram eletroporadas com 1 pg dar vBKNFAT-
Luc; 0,1 pug do vetor de renilla, pRL-TK; 8 pg del@aim dos vetores vazios e/oyu@ de
pcDNA4-IRF-2BP2 e 8 pg de um dos vetores de NFAIDNAS-NFAT1 (B), pcDNA5-
NFAT1AC (C) ou pcDNAS3-NFAT2 (D). 24 h apos a transfeccdo, as células foram
estimuladas com PMA (10 nM) e ionomicina (1 uM) paais 6 h. As células foram entdo
lisadas e o sobrenadante foi utilizado para arkeitle luciferase, que foi normalizada pela
leitura de renilla. Os resultados estdo expressosocmédia + EPM de pelo menos trés
experimentos independentes em relacdo a trans@ivabtida com os vetores vazios
(PcDNAS5 e pcDNA4).
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4.3.3 A fungédo repressora da IRF-2BP2 nao parecearcer via ligacao direta ao DNA

Até aqui, nossos dados mostraram que a IRF-2BR2 kegulador negativo da proteina
NFAT1, aparentemente pela supressdo da atividadesdrcional do NFAT1. Além do
NFATL1, descrito nesse trabalho, a IRF-2BP2 tambd#erage e reprime a funcéo de IRF-2
(Childs & Goodbourn, 2003). Entretanto, o mecanige qual a IRF-2BP2 reprime seus
genes alvo ndo é conhecido. A proteina IRF-2BP&sapta um dominirinc fingerdo tipo
C4 em seu N-terminal (Childs & Goodbourn, 2003)e gufrequentemente encontrado no
dominio de ligacdo ao DNA de diversas proteinagy(led al, 2001), tornando possivel que a
IRF-2BP2 se ligue ao DNA. Assim, testamos a posd#due da IRF-2BP2 se ligar
diretamente ao DNA por ensaios de EMSA.

Uma vez que a IRF-2BP2 reprime a transativacdo ksnpdeo 3xNFAT-Luc,
utilizamos um oligonucleotideo que constitui o csitle ligacdo do NFAT ao DNA no
promotor de IL-2, exatamente a mesma sequénciangada na construgdo 3xNFAT-Luc.
Esse oligo marcado radioativamente foi incubado oawtrato nuclear de células HEK293T
transfectadas com os vetores pLIRES-EGFP, pLIREBFERF-2BP2 ou pLIRES-EGFP-
CA-NFAT1, o ultimo utilizado como controle positivte ligacdo. AFigura 18B mostra que
0 CA-NFAT1 se liga ao oligo de IL-2 selvagem, coesperado, mas que ndo existe ligacao
entre as proteinas do extrato nuclear de célulagssando o vetor vazio, nem do extrato das
células que expressam IRF-2BP2, indicando que a2BH2 ndo se liga diretamente ao
DNA.

Uma justificativa para esse resultado era a deaglRF-2BP2 pudesse se ligar numa
regido localizada nas extremidades desse oligo,cqu&ém 29 pb Kigura 18E), o que
poderia dificultar sua ligagdo no EMSA, enquanteoisndo ocorreria nos ensaios de
transativacao, pois a sequéncia desse oligo gatasemtada 3in tandemno 3xNFAT-Luc.
Para excluir essa hipétese, desenhamos outros dligies a partir do oligo de IL-2,
estendendo sua sequéncia para 5 ouFgjufa 18E). Algumas proteinas enddgenas das
células HEK se ligam no oligo estendido para 5’awez que dois complexos DNA-proteina
sdo observados com os extratos nucleares das sétalesfectadas tanto com o pLIRES-
EGFP vazio, quanto com IRF2-BP2 e CA-NFAT1, mass@&@wmobservados com o oligo livre
(Figura 18C). Note que o complexo DNA-proteina maior é intBoailo com o extrato de
células superexpressando CA-NFAT1. Esse dado mgegzao CA-NFAT1 é capaz de se
ligar no oligo estendido para 5'. Entretanto, nenhuas bandas é intensificada com o extrato
contendo IRF-2BP2 e também ndo ha formacéo de wm caimplexo, mostrando que a IRF-
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2BP2 néo se liga a este oligo. Por ultimo, nenhompdexo foi observado com o oligo
estendido para 3Hgura 18D). O extrato celular que contém CA-NFAT1 nao sa bgeste
oligo, conforme esperado, pois a sequéncia GGAAR, lpa NFAT, ndo esta presente neste
altimo (Figura 18E). Assim, o ensaio de EMSA com esses dois novge®ltonfirmou que a
IRF-2BP2 nao se liga a nenhuma sequéncia contiddigm de IL-2 Figura 18C e D). Esse
conjunto de resultados sugere fortemente que gdlgalireta da BP2 ao DNA ndo é o

mecanismo pelo qual ela exerce sua funcao repeessor
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Figura 18 — A proteina IRF-2BP2 néo parece se ligadiretamente ao DNA: Células
HEK293T foram transfectadas com os vetores pLIREHE pLIRES-EGFP-IRF-2BP2 ou
PLIRES-EGFP-CA-NFAT1. Apos 48 h de transfecc@oximagdo de proteina nuclear dessas
células foi realizada. O extrato proteico foi dasadl00 g de proteina foram utilizadas para
0 ensaio devestern blot(A). (B-D) 7,5 ug desse extrato nuclear foram incubados aom u
oligonucleotideo marcado radioativamentg’] ATP). Os complexos DNA-proteina foram
analisados pelo ensaio de EMSA e estédo indicadasspéa ¢ ). (B) Oligo contendo o sitio
distal de ligacdo ao NFAT do promotor de IL-2 humgi€) Oligo de IL-2 estendido para a
direcdo 5’;(D) Oligo de IL-2 estendido para a direcdo(&) Representacdo esquematica dos
trés oligonucleotideos utilizados. Esse resultadeoegresentativo de pelo menos dois
experimentos independentes.
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4.4 AIRF-2BP2 ALTERA O CICLO CELULAR DAS CELULAS MI3T3

4.4.1 A IRF-2BP2 atrasa a progressao do ciclo cetuldas células NIH3T3

Apesar da proteina IRF-2BP2 regular a funcdo degeniticos para a homeostasia
celular, como a de IRF-2 (Childs & Goodbourn, 20@%H3 (Koeppekt al, 2008) e NFAT1
(Carneiroet al, 2011), pouco se sabe sobre sua contribuicdmdigca e qual a gama de
genes que ela regula. Para esclarecer a funca@FdaBP2 na progresséo do ciclo celular,
células NIH3T3 foram transduzidas com retrovirustendo os vetores pLIRES-EGFP e
PLIRES-EGFP-IRF-2BP2. As células transduzidas forgintronizadas por confluéncia e
privacao de soro, replaqueadas em meio DMEM 10924048 e 72 h, marcadas com iodeto
de propideo (PI) e analisadas por citometria deoflu

A Figura 19B mostra que o percentual de transducéo apos sinagdio e privacao de
soro foi similar para as células transduzidas taota o vetor vazio quanto com IRF-2BP2.
Além disso, o percentual de células nas fasg&:3ogo apOs a sincronizacdo também foi
similar para as duas culturéBigura 20). Entretanto, apés 24 horas do replagueamento, a
diferenca do percentual de células epiGp chegava a 30%. Enquanto ~ 43 % das células
expressando o vetor vazio estavam egfGee 57% em S ou M, ~ 73 % das transduzidas
com IRF-2BP2 ainda estavam ergd@ e apenas 27% em S ow/Ka, indicando um atraso na
progressao do ciclo celular mediado pela IRF-2B®R®#s 48 h de cultura, os valores de
Go/G; eram de ~ 54 e 61 %, repectivamente e muito pedrente a maioria das células
transduzidas com o vetor vazio ja havia completmiloprimeiro ciclo de divisdo nesse ponto.
Apoés 72 h esses niveis se inverteram, como o veirip apresentando 64 % de células em
Go/G; e a IRF-2BP2 apresentando 56 %. Esses dados magtia IRF-2BP2 atrasa a saida
das células de 85;, mas que esse atraso ndo configura um arresticlde ema vez as
células conseguem progredir pelas outras fasesctio aelular, apesar da progressédo ser
muito mais lenta.

Um ensaio clonogénico realizado com essas mesrdaséansduzidas mostrou que
apos 7 e 14 dias de cultura, as células expressamndtor vazio formaram muitos clones,
enquanto que as transduzidas com a IRF-2BP2 pragit& nao formaram, ou os clones eram
muito pequenogFigura 21A). Como o0 ensaio clonogénico testa a capacidadedakas
sobreviverem e replicarem, a inducdo de morte aelpéla IRF-2BP2 poderia justificar o
menor numero de clones formadosFiyura 21B mostra que apds 24 h de replagueamento,

no tempo onde ha maior diferenca de ciclo celutdireeas culturas, as células transduzidas
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com o vetor vazio apresentavam 1,23% de conteuddDNi& sub-G, enquantoas células
transduzidas com IRF-2BP2 expressavam 5,26%, indacgue a IRF-2BP2 ndo induz morte
celular nessas células. A andlise de inducdo deéenoefular por Pl ndo foi realizada em
tempos mais tardios nas células sincronizadasgemasnsaios onde as células NIH3T3 foram
transduzidas e replaqueadas sem passarem pelo gassmfluéncia e privagédo de soro, a
superexpressdo de IRF-2BP2 ndo induziu morte até @F@s plaqueamentd-iQura 22B).
Nessas condi¢des, a IRF-2BP2 também formou mewnog<lou clones de menor tamanho
em relacdo aos formados pelas células transdueataso vetor vazioKigura 22A). Assim,
esses dados sugerem que a superexpressao da IRFadBBa a progressdo das células
NIH3T3 para as fases S e/M do ciclo celular, levando a formacéo de clonenhanes e em
menor numero em relacdo ao vetor vazio e que esgrifo aparentemente ndo envole a

inducéo de morte celular.

4.4.2 As células superexpressando IRF-2BP2 apresaemt niveis reduzidos de mRNA
de c-Myc e de ciclina D1 e niveis aumentados de cilina D2

Dado que a superexpressao de IRF-2BP2 atrasa eegség das células NIH3T3 para
as fases S e #M do ciclo celular, avaliamos a expressdo do mRiMAgenes importantes
durante G e durante a transicdo de/& das culturas transduzidas com pLIRES-EGFP ou
PLIRES-EGFP-IRF-2BP2. As células transduzidas tambforam replaqueadas apdés
confluéncia e privacdo de soro e o0 mRNA total fdirado apos 0, 6, 12, 24 e 48 h. A
expressdo do mRNA foi avaliada por PCR em tempo rea

Analisando a expressao dos genes-tyc e de ciclina D1, que sdo expressos antes do
ponto de restricdo de ;Gobservamos que o0 pico de expressaocddyc em células
transduzidas com o vetor vazio foi em 12 h ap@sauplementacdo com soFogura 23A).
Entretanto, as células que superexpressam IRF-2B#R2 foram capazes de induzir a
expressdo de-Myc aos niveis obtidos com o vetor vazio. Enquantmiegis dec-Myc
chegaram a aumentar 20 x nas células com o veta,\&s células expressando IRF-2BP2 sé
aumentaram 6 x. N6s também observamos que a ediprdssciclina D1 aumenta em 12 h
nas ceélulas transduzidas com o vetor vazio, com g 24 h, quando o0 mRNA é induzido 6
x (Figura 23B). Curiosamente, a expressao de ciclina D1 ndoniduzida nas células
transduzidas com a IRF-2BP2 durante todo o perdwedbado. Entretanto, observamos que as

células transduzidas com IRF-2BP2 induziram a esgd@ de ciclina D2, que por sua vez,
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nao é induzida nas células transduzidas com o veto fFigura 23B e C). O aumento de
ciclina D2 ja foi observado em 6 h, com pico enmeX24 h, quando ha aumento de 3,5 x.

Apesar da diminuicdo da expressaaceddyce da inducdo de ciclina D2 invés de D1, a
expressdo das ciclinas E2 e A2 aumentou nas dulisrasu apos 24 e 48 h.
Surpreendentemente, em 24 h a expressao de didirfai maior nas células transduzidas
com a IRF-2BP2. Enquanto a indugéo foi de 4,5 vg@aea o vetor vazio, ela chegou a 13
vezes para a IRF-2BP2. Em relacdo a ciclina A2sapde sua atividade ser importante
durante a fase S do ciclo celular, sua expresséawegd a ser detectada no final de G
(Dubravka & Scott, 2000). NO6s ndo encontramos elifeas na expressdo de ciclina A2 entre
as células transduzidas com o vetor vazio ou ctRF£2BP2.

Esses resultados mostram que a superexpressacFeEBRR2 diminui a inducdo dos
genes dec-Myc e ciclina D1, induzidos antes do ponto de resirigé G, mas que esse
fenotipo ndo impede a indugéo dos genes de ciElha A2, que sdo expressos no final de G
e na transicdo de 5, sugerindo que a diferenca de expressdo de geneislina ndo é o
mecanismo pelo qual a IRF-2BP2 atrasa a progrefsaiclo celular. A regulacdo do ciclo
celular é extremamente complexa e envolve difesefamilias proteicas além das ciclinas,
como as CDKs e CKiIs (Dubravka & Scott, 2000). Assiemos avaliar a expressado dessas

moléculas nos préximos experimentos.
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Figura 19 - Percentual de transducdo apods confluéncia e privagade soro de células
NIH3T3: (A) Representacdo esquemética do protoloco experimgilizado para a analise
de ciclo e morte celular das células NIH3T3. Essdislas foram transduzidas com retrovirus
contendo os vetores pLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFPZBP2. No dia seguinte, as células
foram plaqueadas em confluéncia e dois dias depoisgio de cultura foi substituido por
DMEM 0,2% SFB. 24 horas ap0s a troca do meio, hdaseéforam soltas e replaqueadas em

Y

DMEM 10% SFB pelos tempos indicados, quando asisasalforam realizadagB)
Percentual de transducg&o no tempo do inicio dosrempntos (0 h).
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Figura 20 — A superexpressao de IRF-2BP2 atrasa arqgressado do ciclo celular de
células NIH3T3: Células NIH3T3 foram transduzidas com retroviroatendo os vetores
PLIRES-EGFP e pLIRES-EGFP-IRF-2BP2. 24 h apds asttacdo, as células foram
mantidas em confluéncia e privacao de soro confateserito narigura 19. Em seguida, as
células foram replaqueadas pelos tempos indicadegois tripsinizadas, marcadas com
iodeto de propideo e analisadas por citometridw@ f A percentagem de células em cada
uma das fases do ciclo celularg(G,, S, G/M, respectivamente) esta indicada na figura. Os
resultados sdo representativos de pelo menos trgerimentos independentes.
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Figura 21 — A supereexpressao de IRF-2BP2 leva arfitacdo de menos clones, mas isso
aparentemente ndo esta relacionado com inducdo deorte celular: Células NIH3T3
foram transduzidas com retrovirus contendo os &stptIRES-EGFP e pLIRES-EGFP-IRF-
2BP2. 24 h apds a transducéo, as células foramidaarem confluéncia e privagdo de soro
conforme descrito ngigura 19. Em seguida, as células foram replaqued@gsiNos tempos
indicados, o meio de cultura foi removido, as pdada cultura foram lavadas com PBS 1x e
em seguida coradas com cristal violgd) Ap6s 24 horas de cultura, as células foram
tripsinizadas, marcadas com iodeto de propideo adisadas por citometria de fluxo. O
percentual de conteldo sul-@sta indicado. Os resultados sdo representatieosréd
experimentos independentes.
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Figura 22 — Em células nao sincronizadas, a supergeessao de IRF-2BP2 também leva

a formagéo de menos clones, sem indicios de indugd® morte celular: Células NIH3T3
foram transduzidas com retrovirus contendo os gstptIRES-EGFP e pLIRES-EGFP-IRF-
2BP2. 24 h ap0s a transdugdo, as células foramgqeghdagA) 7 dias apds o plagueamento,
0 meio de cultura foi removido, as placas de calfaram lavadas com PBS 1x e em seguida
coradas com cristal violet#B) ApGs os tempos indicados, as células foram tiipeitas,
marcadas com iodeto de propideo e analisadas fmnatria de fluxo. O percentual de
conteldo sub-g5 estd indicado. Os resultados sdo representatieoslois experimentos
independentes.
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Figura 23 — A superexpressédo de IRF-2BP2 leva a dinuicdo dos niveis de mRNA de-
Myc e ciclina D1 e ao aumento de ciclina D2ZZélulas NIH3T3 foram transduzidas com
retrovirus contendo os vetores pLIRES-EGFP e pLHEEHP-IRF-2BP2. 24 h apds a
transducao, as células foram mantidas em conflaéngrivacdo de soro conforme descrito
na Figura 19. Em seguida, as células foram repéatpse pelos tempos indicados. O RNA
celular total foi extraido, o cDNA sintetizado eexpressao dos genes délyc (A) e das
ciclinas D1 B), D2 (C), E2 D) e A2 E) foi avaliada por PCR em tempo real. A
normalizacéo foi feita através da expressao do genstitutivo HPRT e esta representada em
relacdo ao 0 h (pLIRES-EGFP). Os resultados saceseptativos de pelo menos dois

experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

51 REGULACAO DO PROTO-ONCOGENE C-MYC PELO NFAT1

Na primeira parte deste trabalho, nds caracterigamoegulacao transcricional do
promotor dec-Myc pelo fator de transcricdo NFAT1. Trabalhos antesorelacionaram o
aumento de expressao ddlyc com um sitio de ligacdo para NFAT localizado nonpotor
minimo de c-Myc (chamado aqui de NFATRE 7), que é induzido tanéto p(NFAT2
(Buchholzet al, 2006; Koeniget al, 2010; Phanet al, 2010; Singtet al, 2010) quanto pelo
NFAT1 (Koeniget al, 2010; Singtet al, 2010). Entretanto, regides distais do promogxs-d
Myc sédo fundamentais para a precisa regulacdo de >quassdo e essas regides sao
frequentemente interrompidas como resultado de m@vas genéticos como quebras e
insercdes provirais, que frequentemente estdo iagsgccom a carcinogénese (Remnetrs
al., 1986; Dudleyet al, 2002; Nielseret al, 2005; Wierstra |, Alves, 2008). No promotor de
c-Myc eu e heterocromatina estdo separadas pelo MtNHEy¢ insulator element que
funciona como um eficientmsulator, localizado a aproximadamente - 2,5 kb do inico d
transcricdo de-Myc (Gombertet al, 2003). Todas essas observacdes nos levarantiar ava
importancia do NFAT1 nesse contexto de 2,5 kb.

Primeiramente, demonstramos um importante papelilaggio para a via de
Cd"*/calcineurina/NFAT1 no controle da expressdo deopomcogene-Myc Mostramos que
tanto a expressdo de mRNA quanto de proteivyc sdo induzidos pela estimulacéo via
TCR em linfocitos T CD4 e que essa inducéo € bladagor Ciclosporina Agura 5), fato
gue levou a sugestdo do envolvimento das protelagamilia NFAT neste processo. Trés
dos quatro membros da familia NFAT regulados pdi CAIFAT1, NFAT2 e NFAT4 - sdo
expressos em linfocitos (Rabal, 1997; Kianiet al, 2000; Maciaret al, 2001; Hogaret al.,
2003) e qualquer um deles poderia estar envolvedeegulacdo de-Myc uma vez que eles
se ligam a mesma sequéncia de DNA no promotor dassgque regulam. Para avaliar a
participacdo especifica da proteina NFAT1, a egaeslec-Myc foi avaliada em linfécitos
provenientes de animais NFAT1+/+ e NFAT1-/- estmololsin vitro com anti-CD3. A
diminuicdo de expressdo da proteimdyc encontrada nos linfocitos NFAT1-/- levou a
suposicdo de que o NFAT1 estaria direta ou indimetde ativando a expresséaocdelyc

Com o objetivo de avaliar se essa relacdo eraagirenlizamos uma analise de

bioinforméatica, onde encontramos sete supostassgit ligacdo para NFAT no promotor de
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c-Myc conservados em humanos e camundongiggif@ 6). Ensaios de EMSA mostraram
qgue in vitro, o NFAT1 é capaz de se ligar a trés desses sémmentemente com maior
afinidade aos sitios distais NFATRE 2 e 5, em Bmlago proximal, NFATRE 7Hgura 8)
previamente identificado. N6s também verificamosunteracdo muito fraca entre o NFAT1
e 0 NFATRE 6, que a principio ndo foi considerafldigacdo de NFAT1 aos dois sitios
distais foi posteriormente confirmadavivo por ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina
(ChIP), com linfocitos Thl ativados com PMA e iorioima (Figura 9). Este conjunto de
resultados demonstra claramente que o NFAT1 € ad@az ligar ao promotor deMyc e
sugere que o NFAT1 exerce um papel direto na regaldesse gene.

Para caracterizar o papel do NFAT1 na expressao-Mgc realizamos ensaios de
transativacdo com o promotor deMlyc humano em células HEK293T e mostramos que 0s
sitios distais sdo elementos negativos para aatisagdo mediada pelo NFATFigura
10A), enquanto o sitio proximal é um elemento posit{ffigura 10). Além disso, a
mutagénese dos sitios NFAT sugere fortemente gqegudacao através dos sitios distais é
dominante sobre a regulacdo conferida pelo sitoxipral, pois 0 NFAT1 s6 aumenta a
atividade do promotor de-Myc quando os sitios distais sdo abolidésgyra 10A).
Inesperadamente, mesmo quando os trés elemento3 KiFAmMm mutados, o CA-NFAT1
ainda era capaz de aumentar a atividade transwaicotlo promotor de-Myc sugerindo a
presenca de outro sitio positivo, mas recessiva pMNFAT1 Figura 11A), que foi mapeado
entre os nucleotideos -1555 e -1227 em relacdq prB2mo do NFATRE 5Kigura 11C).
Uma série de mutagénese sitio-dirigida foi reabzamn varios supostos sitios NFAT
localizados nessa regido mapeada, e novos ensainangativacdo mostraram que esse sitio
recessivo era 0 NFATRE &igura 12), analisado no inicio do estudo, mas descartatio pe
fraca interacdo com o NFAT1 no ensaio de EME&Rra 8A e C). Assim, esses dados de
transativacao identificaram varios elementos resipos ao NFAT1 no promotor deMyg
suportando um modelo no qual existe uma hierarfgmieional para os elementos reguladores
dependentes de NFAT. O NFATL1 se liga com maionddohe a alguns dos elementos, como
demonstrado para os sitios negativos distais, quas)do estes elementos sdo rompidos ou
nao estdo acessiveis, 0 NFAT1 pode se ligar ams €le menor afinidade, tais como o
NFATRE 7 e o NFATRE 6, para regular positivamengte epromotor. Contudo, essa
dominancia deve variar de acordo com a presengarateinas parceiras e entre diferentes

tipos celulares.
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Em relacdo as proteinas parceiras, ndés observamascalaboracdo entre NFAT1 e
p300 para induzir a atividade do promotoradslyc A inibicdo do promotor de-Myc por
p300 Figura 13A) foi previamente relatada para impedir a saidanptera das células de
Go/G; (Baluchamyet al, 2003; Sankaet al, 2008). Os autores hipotetizaram que p300
estaria agindo para reprinifMyc em resting mas que quando a célula fosse estimulada por
mitdgenos, outros fatores de transcricdo que nwvas ativados agora poderiam se ligar a
p300 e estimular a expressaoddklyc (Sankaret al, 2008). NOs sugerimos que o NFAT1 é
um desses fatores, dado que a expressdo de p3@®H gom uma proteina NFAT1
constitutivamente ativa, que fisiologicamente nsitasa de ativacdo, aumenta a atividade do
promotor dec-Myc (Figura 13B). O TAD N-terminal do NFAT é parcialmente mascarath
células enrestingpelo dominio regulatério adjacente (Lebal, 1996b) e Garcia-Rodrigues
& Rao (1998) mostraram que o TAD-N pode recrutarTdAomo p300. A interacdo p300-
CA-NFAT1 poderia facilitar o recrutamento de cofa® e da RNA polimerase para os
promotores dependentes de NFAT. Da mesma man&éf poderia acetilar o NFAT1 e
aumentar sua afinidade de ligagdo ao DNA, comeij@émonstrado para outros fatores de
transcricdo, como p53 e E2F (Chan & La Thanguel20@r et al., 2004; Acharyeet al,
2005, Gallinariet al, 2007; Roperaet al, 2007). Essas possibilidades poderiam justificar o
aumento na transativacdo do promotor provocadoqaefdbinacdo p300-NFATL1 e explicar a
maior expressao de-Myc observada nos linfocitos NFAT1+/+ em relacdo aGANL-/-
(Figura 5D). Notavelmente, a cooperacao entre p300 e NFAP&raua regulacao negativa
exercida pelos NFATREs 2 e 5. Como as interacdeteip@a-proteina contribuem para a
estabilidade do complexo NFAT-AP-1 (Hoganhal, 2003), a interacdo entre NFAT1-p300
pode aumentar a afinidade do NFAT1 pelos sitiostipos NFATRE 6 e 7. As proteinas
NFAT séo transativadores fracos e frequentemend® essociadas com proteinas parceiras
para regularem a transcricdo (Cockerill, 2008).rAaptemente, isto também ocorre durante a
regulacdo do promotor deMycpelo NFAT1.

Uma ultima possibilidade que ndo pode ser descartad de que NFAT1 + p300
estejam se ligando a sitios ndo-NFATs no promogoe-Byc como ja foi mostrado para a
transativacao do promotor 8ir77(Younet al, 2000). Nesse trabalho foi mostrado que uma
proteina NFAT1 mutante, incapaz de se ligar ao DdbAtinua transativando o promotor na
presenca de MEF2D e p300, enquanto a mutacao titus d¢ MEF2D abole a transativacao
mediada pelo NFAT1. Da mesma maneira, para o panig p2l, a ligacdo direta do
NFAT1 ao DNA é dispenavel e pode ser substituida ip¢eracdo do NFAT1 com Spl/Sp3
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(Santiniet al, 2001). Neste ultimo trabalho, a interacdo eNfFAT1 e p300 n&o foi avaliada,
mas € sabido que p300 transativa p21 em coopecagd®pl (Billonet al, 1999), tornando
possivel a formacdo de um complexo p300-NFAT1-3pieressantemente, existem cinco
sitios de Spl no promotor deMyc. Sabe-se que Spl néo esta ligado no promotor ketasé
em resting e que quando liga, regu@aMyc positivamente (Wierstra & Alves, 2008). Spl
entdo € um alvo interessante para a interacdo ceATN e p300 durante a regulagédo do
promotor dec-Myc O N-terminal do NFATL1 interage com as regifeseNc-terminal de
p300 (Avotset al, 1999), permitindo a interacdo com outras praina C-terminal.

O NFATRE 2 se localiza numa regido do promotor cdderMINE (‘c-Myc insulator
elemen), localizada entre - 1,7 e - 3,3 kb em relaca@=on 1 e que tem tanto atividade de
insulator, inibindo a atividade de fatores de transcricde ge ligam a 5’ dele, quanto de
repressao do promotor deMyc A proteina CTCF se liga constitutivamente a esg&o e €
responsavel por grande parte da atividadendelator provida pelo MINE, mas nédo pela
inibicdo do promotor (Gombesdt al, 2003) como originalmente identificado (Filippoga
al., 1996). Interessantemente, o0 NFATRE 2 e o sitaldde CTCF estdo separados por
apenas 86 nucleotideos e ambos os elementos estEntes no fragmento de 640 pb, que
esta envolvido na repressdo da atividade transndtido gene NégGombertet al, 2003).
Além disso, durante a repressao do promotaz-Myc ocorre uma dobra entre o sitio distal
de CTCF e outro elemento CTCF localizado proximoirdoio de transcricdo (Liet al,
2006). Assim, a ligacdo de NFAT1 ao NFATRE 2 podetgbuir para o fenotipo repressivo
exercido pela regido do MINE. Os mecanismos pelessqP2 esta reprimido requerem
atividade de histona desacetilase (HDAC) (Albefrtal, 2001), e o NFAT1 é capaz de
recrutar HDACs, como mostrado durante a repressapramotor de CDK4 (Baksht al,
2002). Os mecanismos de bloqueio da iniciacdo alasdricdo de P1 e da elongacédo da
transcricdo de P2 também requerem o recrutamentootieinas HDAC, pelo menos em parte
por deslocarem a ligacdo de E2F do promotoc-ti&yc (Pullneret al, 1996). Da mesma
forma, o NFATRE 5 se encontra entre os nucleotid&®30 e - 1054 pb em relacdo a P1, em
uma regido que também forma uma estrutura curvedmo predito por modelagem
computacional, de modo que essa regido pode saimarode elementos importantes do
promotor basal e influenciar a estrutura da cramaapor posicionar 0os nucleossomos atraves
da interagdo com proteinas histonas e outras pastesromossomais (Kumar & Leffak,
1989). Assim, a ligacdo da proteina NFAT1 aos sitlitais do promotor de-Myc pode

resultar no dobramento do promotor e assim persuérinteracdo com outras proteinas para
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reprimir a transcricdo génica. De fato, a estrufledvel do DBD do NFAT permite vérias
superficies disponiveis para a interacdo com difeseparceiros transcricionais, como AP-1
(Macian, 2005; Raet al, 1997), Maf, ICER, GATA, EGR, Oct, o receptor lmac PPARy
(Hoganet al, 2003; Macian, 2005) e p300 (Yowh al, 2000; Garcia-Rodriguez & Rao,
1998; Liuet al, 2004; Avotset al, 1999) permitindo assim que o NFAT integre alsgingdo
de C&" com vérias outras vias de sinalizagéo (Macian5200

Em nossos ensaios de transativacdo, embora o CAFRIEnbém regulasse os sitios
negativos distaisFigura 14A), esses elementos ndo se mostraram dominantes \detoo
para o CA-NFAT1 Figura 10A). A regulacdo mediada pelo CA-NFAT2 ocorre
preponderantemente por elementos positivos quefor@amn analisados mais a fundo no
presente trabalho. Experimentos futuros seréo séges para identificar outros sitios NFAT
presentes no promotor @deMyc para determinar em que contexto os diferentass SItFAT
sdo usados e para entender os mecanismos molsc@avelvidos neste processo. A
regulacdo do promotor aeMyc é altamente dependente do contexto. Os mesmosdajae
exercem uma influéncia na transcricdo dblyc em um contexto bioldégico ou em uma
linhagem celular podem ser impotentes em outrasirtstancias (Wiestra & Alves, 2008). De
fato, um estimulo que aumenta a expressao-Mgc em uma condi¢cdo pode diminui-la em
outra (Wiestra & Alves, 2008). Da mesma maneinggaulacdo mediada pelo NFAT também
ja foi descrita como sendo tipo celular especifica,exemplo, para 0s promotoresGiex-2e
TNF-a. Enquanto dois sitios NFAT séo necessarios paranapleta transativacdo do
promotor deCox-2em células Jurkat (IAiguexzt al, 2000), apenas o sitio proximal parece ser
importante em carcinoma de célon (Ducaieal, 2005) e em células endoteliais (Hernandez
et al, 2001). Assim, ndo excluimos a possibilidade de as proteinas NFAT se liguem a
diferentes sitios NFAT no promotor adeMyc dependendo do tipo celular, do estado de
ativacao da célula e das diferentes fungbes exergidrc-Myc

A literatura descreve que a proteina NFAT1 agamepdo o ciclo celular (Caetaret
al., 2002; Carvalheet al, 2007, Bakstet al, 2002, Robbet al, 2008) e induzindo a morte
(Parket al, 1996; Youret al, 2000; Ounet al, 20002; Kaminumat al, 2007; Robbet al.,
2008), enquanto o NFAT2 leva a progresséao do celolar (Neal & Clipstone; Roblet al.,
2008). A proteinac-Myc pode induzir tanto a progresdo do ciclo quantooaten sendo o
fendtipo resultante completamente dependente dtextoncelular. Como exemplo dessa
dependéncia, a expressaocdelyc leva a proliferacdo em células BALB/c3T3, Rat-1A&rme

linfécitos T (Eilerset al, 1991; Smithet al, 2005), e a morte quando expresso em altas
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concentracdes ou na auséncia de fatores de cregoifWeierstra & Alves, 2008; Facchini &
Penn, 1998). Assim, podemos supor que o NFAT2 mduexpressdo adeMycpara induzir a
proliferacdo celular (Neal & Clipstone, 2003; Buoltet al, 2006), enquanto que o NFAT1
aumente a expressdo deMyc para levar a morte e ser importante, por exenydoa a
finalizacdo de uma resposta imune, onde os lirdégtoliferam num primeiro momento, mas
depois morrem por morte celular induzida por atiea@ICD, ativation induced cell dea}h
Juntos, nossos resultados mostram que a regulagamishotor dee-Myc pelo NFAT1
€ mais complexa do que se acreditava. Além da &ulda expressao deMycconferida pelo
NFATRE 7, que esta localizado no promotor minim&FAT também se liga a pelo menos
outros dois elementos no promotor distal. Os el¢émsenegativos responsivos ao NFAT
identificados nesse estudo podem estar contribyada o controle da expressaoadslyc
por modularem o uso dos sitios regulatorios pastiou por prevenirem a ativacdo aberrante
de c-Myc, que pode resultar em consequéncias deletérias acmnmorigénese. Além disso,
tantoc-Myc quanto NFAT estdo superexpressos em leucemidsmias, cancer pancreatico,
de célon e de mama (Jauliatal, 2002; Marafiotiet al., 2005; Arvanitis & Felsher, 2006;
Buchholzet al., 2006; Vita & Henriksson, 2006; Wat al, 2007; Medyouf & Ghysdael,
2008; dentre varias outras). O NFAT controla pregsscriticos durante a carcinogénese,
como angiogénese (Armesikd al, 1999; Hernandeet al, 2001; Horsley & Pavlath, 2002),
migracdo celular e invasao (Hernanazal, 2001; Jauliaet al, 2002; Lara-Pezzet al,
2002; Zaichuket al, 2004; Yoeli-Lerneet al, 2005; Yiu & Toker, 2006). Ademais, algumas
vias que regulam a atividade das proteinas NFAJoed¢sreguladas no cancer e contribuem
tanto para a progressao tumoral (Dejreelal, 2006, Jauliaet al, 2002; Yaret al, 2006 )
quanto para a ativacdo deMyc (Han et al, 2004; Wierstra & Alves, 2008; Dydensbag
al., 2009). Como exemplos, se incluem a via de WNIe mfluencia o comportamento
metastatico das células de cancer de mama e frequente esta constitutivamente ativa em
cancer de colon (Dejme&t al, 2006), a via de sinalizacdo de integrugp4, que esta
desregulada no cancer de mama (Jaetiad, 2002 ) e a citocina TN&; que esta envolvida
com invasdo e metastase (Yahal, 2006). Portanto, a ativacdo constitutiva da deéa
Cd*/calcineurina junto com a delecdo ou mutacdo dimssiegativos NFATREs 2 e 5 pode
facilitar a ligacdo do NFAT1 aos elementos posgiv® consequentemente aumentar a

atividade do promotor deMycdurante a carcinogénese.
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5.2 REGULACAO DA FUNCAO DO NFAT1 PELA PROTEINA IREBP2

As proteinas da familia NFAT executam suas fungheante a transcricdo génica,
podendo regular diferentes genes positiva ou negagnte. Nesse processo de regulacao
transcricional, as proteinas NFAT podem interagm adiferentes parceiros proteicos, que
podem tanto potencializar quanto inibir sua fungda. segunda parte deste trabalho, nés
investigamos a funcdo da proteina IRF-2BP2, deswmitentemente como um novo parceiro
proteico de NFAT1. Mostramos que a inducdo de icisac classicamente reguladas pelo
NFAT ¢é inibida pela proteina IRF-2BPRigura 15 e Figura 16) e que a IRF-2BP2 reprime
especificamente a funcdo do membro NFAT1 dentrofatailia NFAT, sendo essa
especificidade dependente do TAD-C do NFAFggra 17), o dominio da proteina que
interage com a IRF-2BP2 (Carneebal, 2011).

Estruturalmente, a proteina IRF-2BP2 apresenta amirdo zinc fingerdo tipo C4 em
seu N-terminal (Childs & Goodbourn, 2003), quesgfrentemente encontrado no dominio de
ligacdo ao DNA de diversas proteinas (Latyal, 2001). Além disso, a IRF-2BP2 ja foi
encontrada em dois diferentes complexos proteiogessg ligam ao DNA (Tengt al, 2010;
Yeunget al, 2011). Na tentativa de explicar o mecanismo jgeial a IRF-2BP2 regula a
transcrigao, avaliamos a possibilidade da IRF-2B&#Rgar diretamente ao DNA, mas nossos
ensaios de EMSA ndo mostraram evidéncias de queligagdo ocorrgFigura 18). Esse
resultado corrobora com a descricdo inicial da P2 como um correpressor
transcricional, lembrando que os coativadores eepogssores transcricionais nao se ligam
diretamente ao DNA e executam suas funcdes atdevésteracdo com outras proteinas ou
complexos proteicos (Wragt al, 2003; Burke & Baniahmad, 2000). De fato, aléntigizcdo
ao DNA, os dominoginc fingertambém sdo descritos por interagirem com outrateinas
(Laity et al, 2001) e apesar da interacdo entre NFAT1 e IRF228correr com o dominio
RING C-terminal da IRF-2BP2, o domirminc fingerN-terminal € fundamental para o seu
mecanismo de repressdo (Carneadtoal, 2011). Assim, a IRF-2BP2 poderia interagir com
outros TFs, componentes da maquinaria basal dectiedo, HDACs ou complexos de
remodelamento da cromatina e assim interferir cdigagdo do NFAT1 ao DNA, ou ainda
com a montagem da maquinaria basal de transci@aditoa hipotese € que a IRF-2BP2 possa
prevenir o recrutamento ou a atividade de HATs cpB@0 para os promotores dependentes
de NFAT1. Uma vez que a IRF-2BP2 impede a morteétldas de cancer de mama mediada
por NRIF3 via acdo da HDAC Sir3A, foi sugerido quadRF-2BP2 afete a acetilacdo de
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histonas ou a deacetilacido de outros fatores dectigdo por meio dessa HDAC (Tinnikets
al., 2009).

Além de ser caracterizado no controle da expregganca durante a ativacdo e
diferenciacédo de linfocitos, o papel do NFAT1 jaam estabelecido na regulacdo de genes
envolvidos em diferentes funcdes fisiologicas, copnoliferacdo, apoptose e angiogénese
(Caetancet al, 2002; Iiiguezt al, 2003; Yoeli-Lerneet al, 2005; Robbet al, 2008). O
outro parceiro descrito para IRF-2BP2, a IRF-2,d@m estda envolvida na regulacdo de
alguns genes de ciclo celular (Vaugleral, 1998; Xieet al, 2002; Wanget al, 2007). Para
investigar a funcdo da IRF-2BP2 na progressao daske avaliamos a superexpressao de
IRF-2BP2 em células NIH3T3 sincronizadas por canfiia e privagdo de soro.
Interessantemente, mostramos que a IRF-2BP2 araaasicdo dessas células d¢Gs para
a fase S do ciclo celulaFigura 20). No ponto de 24 h da anélise, a diferenca noepénal
de células em @G, era de 30 % entre as culturas, quando ~ 73% daksédtansduzidas
com IRF-2BP2 ainda estavam nessa fase. Um ensaiogé@nico mostrou que as células
transduzidas com IRF-2BP2 formaram clones menoresme menor namero quando
comparados com os clones formados pelas célulasdiraidas com o vetor vazio e que iSso
provavelmente estd relacionado com o atraso ndfgremido, jA que n&o encontramos
evidéncias de inducdo de morte celular pela IRF2B&ssas célulagifura 21 e Figura
22). Apesar disso, os dados de proliferacdo aindaigam® de confirmag&o por outras
técnicas.

Em relacdo a morte celular, a descricdo na litemaduque a IRF-2BP2 funcione como
um fator antiapoptotico (Koeppel al, 2009; Tinnikovet al, 2009; Yeunget al, 2011),
tanto em células de osteosarcomas (Koempehl, 2009), quanto de céncer de mama
(Tinnikov et al, 2009; Yeunget al, 2011), através da repressao da transcricaoedes gro-
apoptoticos Bax (Koeppedt al, 2009) e FASTKD2 (Yeun@t al, 2011). Assim, n0SS0s
dados de que a IRF-2BP2 nédo induz a morte celelaéllilas NIH3T3 estdo condizentes com
a literatura. O NFAT1, por outro lado, € um gené-gpoptdtico caracterizado em diversos
tipos celulares, envolido na inducdo dos genes Hadinis et al, 1997; Holtz-Heppelmann
et al, 1998), Nur77 (Youret al, 2000) e TNFa (Parket al, 1996; McCaffreyet al, 1994;
Oumet al, 2002, Kaminunat al, 2008). Curiosamente, tanto NFAT1 quanto IRF-20i&h
et al, 2000), que interagem com IRF-2BP2, induzem aesgdio de FasL em linfécitos T.
Seria interessante avaliar se a IRF-2BP2 tambéularggnes de morte celular induzidos pelo
NFAT e se a superexpressao de IRF-2BP2 reprimerte mediada por NFATL.
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Voltando para a regulacdo do ciclo celular medipeta IRF-2BP2, iniciamos as
andlises pelos genes expressos em diferentes nusraantfase Gdo ciclo celular. Um dos
primeiros genes expressos apods a estimulacdo mitag@ o genec-Mycg que dirige a
progressao do ciclo regulando positivamente a sgameou atividade de E2F (Matsumata
al., 2003), ciclinas D (Amatet al, 1998; Colleret al, 2000; Eisenman, 2001), E e A
(Facchini & Penn, 1998; Eisenman, 2001), CDK4 (Anmtal, 1998; Hermekinget al,
2000) e Cdc25 (Galaktionost al, 1996; Eisenman, 2001). Sua funcéo positiva oo ci
celular também ocorre via repressdo ou sequest©Kde como p15¥4, p27rt e p2firt
(Amati et al, 1998; Colleret al, 2000). Em células NIH3T3 sincronizadas por agitia e
privacdo de soro, observamos que as células queresygressam IRF-2BP2 ndo foram
capazes de induzir a expressaaddyc aos niveis obtidos com o vetor vaziagura 23A).
Enquanto os niveis deMyc chegaram a aumentar 20 x nas células com o veato,vas
células expressando IRF-2BP2 s6 aumentaram 6 X.

Outro gene que € expresso antes do ponto de &estiie G € a ciclina D, que é
induzida por fatores de crescimento (Sherr, 200@&ém porc-Myc (Amati et al, 1998;
Colleret al, 2000; Eisenman, 2001). As ciclinas do tipo D,(D2 e D3) se ligam a CDK4/6
e esse complexo fosforila a proteina Rb, liberg2I6 para transcrever os genes de ciclina E,
A (Sherr, 2000; Kozar & Sicinski, 2005) e de gexesmetabolismo, importantes para a
entrada na fase S (Sherr, 2000). O acumulo denai€i é dependente de mitdgenos e ocorre
no final de G (Sherr, 2000; Dubravka & Scott, 2000), onde o c@xlciclinaD/CDK4/6
executa outra funcédo essencial, por sequestrariltidares p2'#°* e p2£™* dos complexos
contendo CDK2, permitindo assim a funcao dos coxgsleciclinaE/A/CDK2 e a transigéo
para a fase S (Sherr, 2000; Kozar & Sicinski, 2008)s observamos que as células
transduzidas com IRF-2BP2 né&o induzem a expresséaliha D1 em nenhum momento até
48 h apos a adicdo de sordigura 23B). Interessantemente, essas células induzem a
expressao de ciclina DEifura 23C), que por sua vez ndo € induzida nas células coatoo
vazio. Ja foi mostrado que os trés tipos de cisliDapodem se complexar com CDK4/6 e
fosforilar Rb. Além disso, a ciclina D2 pode comgmna perda de D1 (Dubravka & Scott,
2000). A ciclina D1 regula genes envolvidos no meliamo de carboidratos, lipideos e
aminoacidos, enquanto que a ciclina D2 néo regs&asevias, mas apesar disso, ambas
ciclinas tém funcdes equivalentes para a progredsaaclo celular (Mullanyet al, 2008).
N&o sabemos o porqué da IRF-2BP2 fazer essa tmeapiessio de ciclina D1 para D2. E

possivel que ela reprima algum gene responsaveindaeir a expressao de ciclina D1 e,
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como um mecanismo compensatoério, a célula consjszir a expressao de D2 para ciclar.
Condizente com essa hipétese, ja foi mostrado &2 induz a expressao de ciclina D1
(Wanget al., 2007).

Independente da menor expressaa-diéyc e da troca de expressado de ciclina D1 para
ciclina D2, o aumento da expressao das ciclinasAEbeorreu nos mesmos tempos tanto nas
células que superexpressavam o vetor vazio qualiRB-2BP2 Figura 23D e E), inclusive,
as células transduzidas com a IRF-2BP2 expressaiaats maiores de ciclina E2 em 24 h
guando comparadas com 0s niveis do vetor vaziesktslos indicam que o aumento de 6 x
na expressao deMyc aliado a expresséo de ciclina D2 nas célulasdtenidas com a IRF-
2BP2 foi suficiente para a inducéo das ciclinasargntes para a transicao dg$s(ciclina
E) e para a fase S (ciclina A). As ciclinas E eeAemplexam com CDK2 para exercerem sua
atividade (Smits & Medema, 2001; Vermeuktral, 2003) e a atividade de CDK2 é ativada
pela fosfatase Cdc25A, que é expressa predominantemo final de G(Dubravka & Scott,
2000) e é regulada porMyc (Galaktionowvet al, 1996; Eisenman, 200l3-Myctambém esta
associado com o complexo pré-replicativo (DomingBela et al, 2007). A montagem do
complexo pré-replicativo ocorre na fase @ ciclo celular, e € necesséria para a posterior
replicacdo do DNA na fase S (Sclafani & Holzen, DOE&Especificamente-Myc controla a
atividade das origens, que ocorre na transicao;ffe (®@ominguez-Solat al, 2007). Entéo,
essa diminuicdo de expressadocddyc observada nas células que superexpressam IRF-2BP2
pode ter consequéncias em outros pontos do citlacgue ndo na expressao de ciclinas.

Na primeira parte deste trabalho, mostramos queFATd regula diretamente a
transcricdo dec-Myc e que esse mecanismo envolve a participacdo devaub@es
transcricionais como p300, que dentre suas vadagoes, tem atividade de HAT. Como
mencionado anteriormente, a IRF-2BP2 atua como amemressor transcricional, podendo
prevenir o recrutamento ou a atividade de HATs parpromotores dependentes de NFATL1.
Como as células transduzidas com IRF-2BP2 expressais menores de-Mycem relacdo
as transduzidas com o vetor vazio, surge a questdBRF-2BP2 também estar reprimindo a
expressdo de-Myc induzida pelo NFAT1 e ter um papel bem mais ammaglaegulacédo do
NFAT1, ndo se restringindo apenas a modulacéo mesg#e citocinas.

A regulagdo do ciclo celular é extremamente conglexenvolve diferentes familias
proteicas além das ciclinas, como as CDKs e CKs.CHKs podem fosforilar multiplos
substratos, podendo ativar ou inibir os mesmos.tiidade das CDKs é controlada por

quatro mecanismos: ativacao pela ligacao as cglamavacao por fosforilacdo em residuos de
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treonina; inibicdo por fosforilagdo em alguns ras&lde treonina ou tirosina e inibigdo pela
ligacdo de CKIs (Dubravka & Scott, 2000). Qualquen desses mecanismos pode estar
desregulado nas células que superexpressam IRF-ZB#2re as CKIls, a transcricdo de
p21°P! induzida por p53 é inibida pela IRF-2BP2 (Koeppelal, 2009). Entretanto, a
interacdo direta entre IRF-2BP2 e p53 nédo foi emmada, 0 que sugere que esse fenotipo
repressor seja mediado por outra proteina endo@NEAT1 induz a expresséo de {91
(Santini et al, 2001), apesar dessa inducdo ter sido analisadlaum contexto de
diferenciacdo celular e ndo de proliferacdo. Padeqgse a repressdo de %1 pela IRF-
2BP2 ocorra pela interacdo de IRF-2BP2 com NFAPI®P inibe a funcdo dos complexos
CDK2/ciclina E/A, podendo assim inibir a transigioG/S.

O NFAT1 esta relacionado com a repressédo da med® e do ciclo celular (Caetano
et al., 2002), atuando da repressdo dos genes de CDKdimacA2 (Bakshet al, 2002;
Carvalhoet al, 2007). Por outro lado, a IRF-2 é descrita compbancogene em diversos
modelos (Wanget al, 2007; Xieet al, 2002; Cuiet al, 2012), onde foi mostrado que ela
induz a proliferacéo e a inducéo de alguns genesctiecelular, como histona H4 (Vaughan
et al, 1998; Wanget al, 2007), ciclina D1 (Wangt al, 2007), ciclina B1 e p£?* (Xie et
al., 2002). Ainda nao sabemos se a IRF-2BP2 regutaessnos genes que NFATL1 e/ou IRF-
2 durante a progressao do ciclo celular e esse dasnhobjetivos para a continuidade deste
trabalho. A hipotese da IRF-2BP2 também regulaurgdo do NFAT em outros processos
celulares regulados pelo NFAT, como apoptose, cudtular e angiogénese, poderia
contribuir para explicar as fungdes distintas exes: pelos diferentes membros da familia
NFAT.
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PERSPECTIVAS

Realizar um ensaio de super array (RT? Profiler FCRy, Qiagen) para genes de
ciclo celular com células NIH3T3 transduzidas com wetores pLIRES-EGFP e
pLIRES-EGFP-IRF-2BP2;

Validar a expressao das ciclinas e outros geneglibecelular powestern blat

Analisar a proliferacdo dessas células por CFSE;

Investigar a funcdo da IRF-2BP2 na transativacagedees de ciclo e morte celular
regulados pelo NFAT1.
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CONCLUSOES

A via de C&'/calcineurina/NFAT é essencial para a expressamMgc em linfcitos

T CD4 ativados pelo TCR;

O NFAT1 se liga a pelo menos trés elementos do gianadec-Mycin vitro (EMSA)

e aos dois elementos distaisvivo (ChlP);

Os dois elementos distais de ligacdo a NFAT (NFATRE 5) funcionam como
reguladores negativos, enquando o proximal funcmmo um sitio positivo para a
transativacdo mediada pelo NFAT1. Além disso, tiesshegativos sdo dominantes
sobre o positivo;

Existem ainda outros sitios recessivos, que séatymsspara a transativacdo mediada
pelo NFAT1, como o NFATRE 6;

p300 aumenta a atividade de transativagdo do NFA® lpromotor dec-Myg
mostrando que a resposta mediada pelo NFAT1 tamiepende dos fatores de
transcricdo aos quais ele se associa.

O NFAT2 também regula os elementos mostrados p&RAT1 no promotor de-

Myc, mas essa regulagéo ocorre preponderantementésattas sitios positivos.

A IRF-2BP2 reprime a expressao de genes de citaatheidos pelo NFAT1;

A funcéo da IRF-2BP2 é restrita a0 membro NFAT ltdeda familia NFAT;

A IRF-2BP2 aparentemente ndo se liga ao DNA e @meicomo um repressor
transcricional, como anteriormente sugerido;

A superexpressao de IRF-2BP2 né&o induz morte calamcélulas NIH3T3, mas leva
ao atraso da progressao das fasg&{para a fase S do ciclo celular; & diminuicdo do
MRNA dec-Myc e de ciclina D1 e ao aumento do mRNA de ciclina B@ outro
lado, ela ndo altera a expressdo das ciclinas B2, esugerindo que a diferenca de
expressdo de genes de ciclina ndo é o mecanismogpal a IRF-2BP2 atrasa a

progressao do ciclo celular.
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