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RESUMO 
 

As fosfodiesterases do tipo 2A (PDE2A) hidrolisam os nucleotídeos 

cíclicos cAMP e cGMP e por isso desempenham papel importante na 

sinalização intracelular. PDE2A é composta por uma região N-terminal, que ao 

contrário de outras famílias de PDEs, não possui função conhecida, dois 

domínios regulatórios, GAF A e GAF B, e um domínio catalítico localizado na 

porção C-terminal. Sabe-se que a hidrólise dos nucleotídeos cíclicos, pela 

PDE2A, é ativada pela ligação de cGMP ao domínio regulatório GAF B. Em 

uma triagem dois híbridos, identificamos XAP2 como a principal proteína 

interatora de PDE2A. XAP2 é um componente crucial do complexo 

multiprotéico do receptor Aril hidrocarboneto (Ahr), o principal fator de 

transcrição que controla a expressão de múltiplos genes envolvidos em 

detoxificação. Neste trabalho, foi determinado que XAP2 liga o domínio GAF 

B da enzima PDE2A. Ensaios de atividade fosfodiesterásica, utilizando 

proteínas purificadas, mostram que a ligação de XAP2 não interfere na 

atividade enzimática de PDE2A. Para analisar se PDE2A afeta a função de 

XAP2, foi investigado o deslocamento de Ahr para o núcleo. Sabe-se que a 

regulação da expressão dos genes alvos de Ah é iniciada pela ligação de 

tetraclorodibenzodioxina (TCDD) e por uma via, ainda pouco entendida, 

dependente de cAMP. Verificamos que a ligação de PDE2A à XAP2 inibe o 

deslocamento de Ahr para o núcleo, induzido por TCDD e por cAMP em 

células hepáticas Hepa1c1c7 em cultura. Em conclusão, mostramos neste 

trabalho que XAP2 recruta PDE2A para o complexo Ahr, causando a inibição 

da mobilidade de Ahr, possivelmente pela redução local da concentração de 

cAMP. Esses dados suportam o papel de cAMP no controle da função de Ahr. 
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ABSTRACT 

 

Phosphodiesterase type 2A (PDE2A) hydrolyzes cyclic nucleotides 

cAMP and cGMP thus efficiently controlling cNMP-dependent signaling 

pathways. PDE2A is composed of an N-terminal region, two regulatory GAF 

domains and a catalytic domain. Cyclic nucleotide hydrolysis is known to be 

activated by cGMP binding to GAF-B, however, other mechanisms may 

operate to fine-tune local cyclic nucleotide levels. In a yeast-two-hybrid 

screening we identified XAP2, a crucial component of the aryl hydrocarbon 

receptor (AhR) complex, as a major PDE2A-interacting protein. We mapped 

the XAP2 binding site to the GAF-B domain of PDE2A. PDE assays with 

purified proteins showed that XAP2 binding does not change the enzymatic 

activity of PDE2A. To analyze if PDE2A could affect the function of XAP2 we 

studied nuclear translocation of AhR, i.e. the master transcription factor 

controlling the expression of multiple detoxification genes. Notably, regulation 

of AhR target gene expression is initiated by tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) 

binding to AhR and by a poorly understood cAMP-dependent pathway, 

followed by the translocation of AhR from the cytosol into the nucleus. 

Binding of PDE2A to XAP2 inhibited TCDD- and cAMP-induced nuclear 

translocation of AhR in Hepa1c1c7 hepatocytes. We conclude that XAP2 

targets PDE2A to the AhR complex thereby restricting AhR mobility, possibly 

by a local reduction of cAMP levels. Our results provide first insights into the 

elusive cAMP-dependent regulation of AhR. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A Tese Dutororado aqui apresentada é fruto de um trabalho 

desenvolvido pela parceria entre os grupos de Bioquímica Farmacológica 

(Centro de Biotecnologia, UFRGS) e o grupo de Sinalização Plaquetária 

(Instituto de Bioquímica II, Universidade de Frankfurt), sob a orientação e 

supervisão do prof. Dr Jorge Almeida Guimarães e prof. Dr. Albert Smolenski.  

Ainda graduanda do curso de Ciências Farmacêuticas na UFRGS, 

iniciei minha trajetória científica como estudante de iniciação científica no 

laboratório de peptídeos e enzimas proteolíticas do Centro de Biotecnologia da 

UFRGS, sob a orientação do prof. Dr. Carlos Termignoni. Trabalhei durante a 

iniciação científica e na minha tese de mestrado na linha de pesquisa de anti-

coagulantes presente na saliva do carrapato hematófago Boophilus microplus.  

Durante o estágio de doutorado-sanduíche ingressei na linha de 

pesquisa em biologia celular, com enfoque em sinalização celular, trabalho que 

rendeu a presente tese de doutorado. O projeto inicial propunha a realização 

de uma triagem dois híbridos, utilizando como proteína “isca” a enzima 

fosfodiesterase A2 (PDE2A), com o objetivo de identificar proteínas interatoras 

da enzima PDE2A envolvidas na compartimentalização subcelular de 

componentes da via de sinalização dos nucleotídeos cíclicos ou proteínas 

interatoras da enzima PDE2A envolvidas na regulação de processos funcionais 

em plaquetas. No entanto, o resultado da triagem dois híbridos direcionou este 

trabalho para o sistema de detoxificação, que envolve complexos 

multiprotéicos responsáveis pela regulação da expressão de genes que 

codificam enzimas de metabolização e detoxificação. 
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ABREVIATURAS 

 

Ao longo do trabalho e em algumas figuras, palavras foram mantidas 

no idioma original inglês. A lista de abreviaturas a seguir contém a tradução 

de palavras contidas no texto. A tradução de palavras contidas em figuras 

estará na legenda. 

 

AC: adenilil ciclase 

AD: activation domain. Domínio de ativação 

AhRR: Ahr repressor 

ANP: atrial natriuretic peptide. peptídeo natriurético secretado pelo 

átrio 

AKAP: A kinase anchor protein. Proteína ancoradora de proteína 

quinase A. 

ARNT: Ahr nuclear translocator. Proteína de transporte nuclear do Ahr 

ATP: adenosina tri-fosfato 

β-AR: Receptor β-adrenérgico 

BD: binding domain. Domínio de ligação 

cAMP: adenosina mono-fosfato cíclica 

cGMP: guanosina mono-fosfato cíclica 

CNG: cyclic nucleotide gated channels. canais iônicos dependentes de 

nucleotídeos cíclicos 

DRE: Dioxin regulatory elements. Sequências regulatórias de dioxinas. 

DTT: 1,4-ditiotreitol 

EPACs: Exchange protein directly activated by cAMP. Proteína de troca 

de nucleotídeo de guanina diretamente ativada por cAMP 

FCS: Soro Fetal Bovino 

GC: guanilato ciclase 

GDP: guanosina di-fosfato 

GTP: guanosina tri-fosfato 
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HAH: hidrocarboneto aromático halogenado 

IL-2: Interleucina 2 

PBS: Tampão fosfato salina 

PDE2A: fosfodiestease 2A 

PKA: proteína-quinase dependente de cAMP 

PKG: proteína-quinase dependente de cGMP 

IF: Imunofluorescência 

IP: Imunoprecipitação 

IPTG: isopropil-β-D- 1-tiogalactopiranoside 

NOS: Óxido nítrico sintase 

PAH: hidrocarboneto aromático policíclico não halogenado 

PMSF: Fenilmetilsulfonilfluoride 

TCDD: 2,3,7,8 Tetraclorodibenzo-p-dioxina 

TNF-α: fator de necrose tumoral-α 

WB: western blot. Imunodetecção 

XRE: xenobiotics regulatory elements. Sequências regulatórias de 

xenobióticos.  
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 Os Nucleotídeos Cíclicos 

 

O AMP cíclico (cAMP) foi identificado como um mediador 

intracelular em 1950. Desde que foi identificado, cAMP tem sido relacionado a 

uma ampla variedade de processos biológicos como contração do músculo 

cardíaco, agregação plaquetária, lipólise, glicogenólise, contração do músculo 

liso, condutância de canais iônicos e apoptose (Iffland et al, 2005). Na fisiologia 

celular o cAMP atua como importante mensageiro intracelular, sendo sua 

formação contínua garantida pela ação da enzima adenilato ciclase (AC) sobre 

ATP, junto à membrana plasmática. A ativação da AC ocorre como 

conseqüência da interação de hormônios, neurotransmissores ou outros 

agonistas, com receptores específicos acoplados ao complexo multiprotéico da 

proteína G. A subunidade Gsα da proteína G se dissocia do complexo e 

estimula a AC a catalisar a conversão de ATP em cAMP. O cAMP recém 

formado ativa proteínas efetoras intracelulares específicas. A principal 

proteína efetora é uma haloenzima chamada proteína quinase dependente de 

cAMP (PKA), um tetrâmero com duas subunidades regulatórias e duas 

subunidades catalíticas. A ligação de cAMP às subunidades regulatórias induz 

uma mudança conformacional, causando a dissociação das subunidades 

regulatórias, liberando, dessa forma, a atividade quinase das subunidades 

catalíticas. A subunidade catalítica ativada, fosforila proteínas-alvo no 

citoplasma ou pode migrar para o núcleo onde fosforila proteínas que regulam 

a expressão gênica. As células de mamíferos possuem pelo menos dois tipos de 

PKAs: tipo I, encontrada principalmente no citosol; e tipo II, ligada às 

membrana plasmática, membrana nuclear, membrana externa da mitocôndria 

e microtúbulos (Alberts, 2002). Além de PKA existem outros alvos 

intracelulares pelo qual cAMP exerce seus efeitos celulares, como canais 

iônicos dependente de nucleotídeos cíclicos e mais recentemente foram 
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identificadas as proteínas EPACs (Exchange protein directly activated by cAMP), 

que consistem de um domínio de ligação à cAMP fusionado ao fator de troca 

de nucleotídeos de guanina (GEF). Essa formação permite que cAMP module a 

troca de nucleotídeos de guanina (GDP e GTP) na GTPase Rap1 (Bailliea et al, 

2005, Zaccolo et al, 2006). A figura 1 mostra um desenho esquemático dos 

componentes envolvidos na formação de cAMP e as proteínas efetoras, alvo  

do nucleotídeo cíclico. 

 

 
 
 
Figura 1: Diagrama esquemático mostrando as vias de sinalização de cAMP. O 

cAMP recém formado pode ser utilizado por: (1) PKA; (2) cAMP-fosfodiesterases; (3) canais 
iônicos dependentes de nucleotídeo cíclicos; (4) EPACs. Substrates: substrato, cAMP gated ion 
channels: canais iônicos dependents de cAMP, Phosphodiesterase: fosfodiesterase, Agonist: 
agonista e cAMP guanine nucleotide exchange factors: fatores trocadores de nucleotídeos de 
guanina dependentes de cAMP. Fonte: Baillie et al, 2005. 

 

 

A especificidade de ação de cAMP é condicionada pela organização 

tridimensional das proteínas envolvidas na via de sinalização dentro da célula. 

De fato, a noção da ação localizada de cAMP foi primeiro descrita em 1983, 

com a observação de que diferentes receptores acoplados à proteína G podem 

ativar seletivamente os subtipos I e II da haloenzima PKA em cardiomiócitos 

(Buxton et al, 1983). Essa hipótese foi consolidada com a descoberta das 
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AKAPs (proteínas ancoradoras de PKA) que posicionam PKA em localizações 

subcelulares distintas em resposta ao aumento da concentração local de cAMP 

(Bailliea et al, 2005, Zaccolo et al, 2006). Estudos recentes com fosfodiesterases  

(PDEs) mostram uma proposta ainda mais sofisticada para o modelo de 

compartimentalização dos componentes da sinalização por cAMP. A ação 

combinada e localizada da adenilato ciclase, PKA e fosfodiesterases criam 

microdomínios de cAMP. Assim, uma rede de sinalização, que reune enzimas 

ativadas por cAMP e aquelas que degradam cAMP é uma engenhosa maneira 

de controle espacial e temporal da sinalização por PKA. As AKAPs também 

contribuem para a especificidade da sinalização recrutando outras proteínas 

regulatórias, como fosfatases, proteína-quinases e proteínas efetoras de 

proteína G. Esses complexos fortalecem a intercomunicação entre as vias de 

sinalização e possibilitam um mecanismo de expansão dos limites dos 

processos influenciados por cAMP (Perry et al, 2002 e Bailliea et al, 2005). 

A síntese de cGMP é controlada por dois tipos de enzimas guanilato 

ciclase (GCs) que diferem em sua localização subcelular e ativação por ligantes 

específicos: uma GC particulada (pGC), presente na membrana plasmática e 

ativada pelos peptídeos natriuréticos como o peptídeo natriurético atrial 

(ANP), o peptídeo natriurético cerebral (BNP) e o peptídeo natriurético tipo C 

(CNP); e uma GC solúvel (sGC) presente no citosol e ativada por óxido nítrico 

(NO). A ligação do agonista diretamente à GC estimula a enzima a produzir 

cGMP a partir de GTP. O cGMP sintetizado liga e ativa a proteína quinase 

dependente de cGMP (PKG), que fosforila proteínas substratos como canais 

iônicos, proteínas envolvidas na contração do músculo liso e fatores de 

transcrição que regulam funções celulares-chave (Jeon et al, 2005). Os 

peptídeos natriuréticos são uma família de peptídeos secretados, 

estruturalmente relacionados, que regulam o balanço entre sais e água, 

resultando na ação vasodilatadora. Células cardíacas musculares do átrio 

secretam ANP quando a pressão sanguínea aumenta. ANP, por sua vez, 

estimula células renais a secretar Na+ e água e induz o relaxamento das células 
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do músculo liso dos vasos sanguíneos causando a vasodilatação e redução da 

pressão arterial (Fischmeister et al, 2006). 

 
 

1.2 As Fosfodiesterases 

 

As fosfodiesterases (PDEs; EC 3.1.4.1) são metalofosfohidrolases (Mg2+ 

ou Zn2+) que catalisam a hidrólise dos nucleotídeos cíclicos, cAMP e/ou cGMP 

gerando os correspondentes nucleotídeos AMP e GMP, dessa forma 

terminalizando a via de sinalização dos nucleotídeos cíclicos. As PDEs agem 

em conjunto com as enzimas responsáveis pela síntese dos nucleotídeos 

cíclicos, AC e GC, no controle da amplitude e da duração da sinalização celular 

mediada pelos nucleotídeos cíclicos.  

Até o momento, as PDEs de mamíferos são subdivididas em 11 

famílias diferentes, tomando como base a seqüência primária de amino ácidos, 

a organização de domínios regulatórios e as características catalíticas e 

regulatórias. Cada família de PDE contém mútiplos genes que através de 

processamento alternativo de mRNA gera em torno de 50 isoenzimas distintas 

(Beavo et al, 1994, Maurice et al, 2003). Um sistema de nomenclatura permite a 

identificação das PDEs. Por exemplo “HSPDE4D3” identifica a enzima 

humana (HS, Homo sapiens) da família PDE4 codificada pelo gene D, variante 

de processamento de mRNA número 3 (Beavo et al, 1994).  

A tabela 1 mostra as diferentes famílias de PDEs e as características 

bioquímicas próprias de cada uma delas, como especificidade à substratos, 

susceptibilidade a inibidores, número de genes que codificam a família e 

componentes regulatórios.  

As PDEs possuem diferentes especificidades e afinidades aos 

nucleotídeos cíclicos, seus substratos, sendo que as enzimas PDE4, -7 e -8 

hidrolisam especificamente cAMP; as enzimas PDE5, -6 e -9 hidrolisam 

especificamente cGMP;  enquanto que as PDE1, -2, -3, -10 e -11 hidrolisam 
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cAMP e cGMP (Maurice et al, 2003 e Jeon et al, 2005). Além disso, as PDEs 

possuem características regulatórias diferentes, sendo que algumas delas são 

ativadas ou inibidas pelos próprios nucleotídeos cíclicos. Por exemplo, PDE1 é 

ativada pela ligação de Ca2+/calmodulina, PDE2 e -5 são ativadas por cGMP, 

PDE3 e -6 são inibidas por cGMP enquanto que PDE10 é inibida por cAMP. 

 

Tabela 1: Diferentes propriedades das famílias distintas de PDE.  

 

Família 
PDE 

Substrato(s) Inibidores (Ki) No de 
genes 

Regulação 

PDE1 cAMP e 

cGMP 

Vimpocetina (14 µM), W-7 (300 

µM) 

3 (+) Ca2+/CaM 

(-) PKA 

PDE2 cAMP e 

cGMP 

EHNA (1 µM) 1 (+) cGMP 

PDE3 cAMP>cGMP Cilostamide (20 nM), milrinone 

(150 nM), zardaverine (IC50 0,5-2 

µM) 

2 (+) PKA, PKB 

(-) cGMP 

PDE4 cAMP Rolipran (1 µM), piclamilast (1 

nM), zardaverine (IC50 0,8-4 µM) 

4 (+) PKA, ERK 

(-) caspases 

PDE5 cGMP Zaprinast (130 nM), sildenafil (10 

nM), tadalafil (10 nM) 

1 (+) cGMP, PKG, 

PKA 

(-) caspases 

PDE6 cGMP Zaprinast (400 nM), sildenafil (50 

nM), dipiridamole (125 nM) 

3 (+) transducina 

(-) cGMP 

PDE7 cAMP IBMX (4 µM), dipiridamole (600 

nM) 

2 (+/-) PKA 

PDE8 cAMP Dipiridamole (9 µM) 2 Domínios PAS 

PDE9 cGMP Zaprinast (35 µM) 1  

PDE10 cAMP<cGMP Dipiridamole (1 µM) 1 (-) cAMP 

PDE11 cAMP e 

cGMP 

Zaprinast (12 µM), tadalafil (60 

µM), dipiridamole (0,4 µM) 

1  

 

 
Fonte: modificada de Maurice et al, 2003 
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Todas as fosfodiesterases possuem uma arquitetura modular, com um 

núcleo catalítico altamente conservado, de aproximadamente 270 aminoácidos 

(em torno de 50% de identidade de seqüência primária entre as PDEs distintas 

da mesma espécie), localizado na porção C-terminal e domínos regulatórios 

localizados na região N-terminal (Figura 2) (Conti, 2000, Maurice et al, 2003, 

Rybalkin et al, 2003).  

A região N-terminal possui função regulatória em várias famílias de 

PDEs. Por exemplo, PDE1 contém na região N-terminal um domínio de ligação 

à calmodulina; PDE2 contém uma região alostérica de ligação à cGMP; as 

PDE1, -3, -4 e -5 possuem sítios de fosforilação para várias proteínas quinases e 

a PDE6 possui um domínio de ligação à transducina. A região N-terminal de 

algumas PDEs também contém um domínio de direcionamento à membrana, 

importante na determinação da compartimentalização celular e funcional. As 

funções específicas da região C-terminal ainda não estão claras (Torphy, 1998).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PDE7 

PDE8 

PDE9 

PDE10 

PDE11 

PDE1 

PDE2 

PDE3 

PDE4 

PDE5 

PDE6 

 
Figura 2: Estrutura modular das PDEs. Representação esquemática dos domínios 

das 11 famílias de PDEs identificadas em mamíferos. CaM: domínio de ligação à calmodulina; 
GAF: domínio inicialmente encontrado nas proteínas cGMP-fosfodiesterases, Adenilato ciclase 
e Fh1A; UCR: upstream conserved region; PAS: domínio inicialmente encontrado nas proteínas 
Per/ARNT/Sim. Fonte: Conti, 2000. 
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1.2.1 PDEs como Reguladores Fisiológicos e Alvos Terapêuticos 

 

Como já relatado, os nucleotídeos cíclicos estão envolvidos em uma 

grande variedade de processos fisiopatológicos. Conseqüentemente, a 

concentração tanto de cAMP como de cGMP é finamente regulada, resultando 

em um balanceamento de ações entre as enzimas que sintetizam (AC e GC) e 

as enzimas que degradam (PDEs) ambos os nucleotídeos. Além disso, a 

presença de sítios alostéricos de ligação aos nucleotídeos cíclicos nas PDEs 

contribuem para a integração das vias de sinalização por cAMP e por cGMP.  

Dentre os processos fisiopatológicos regulados pelos nucleotídeos 

cíclicos encontra-se a secreção de renina pelas células glomerulares renais. 

Nessas células, NO ativa GC solúvel causando aumento na concentração de 

cGMP. O aumento na concentração de cGMP leva à inibição da PDE3 e 

consequente elevação da concentração de cAMP, ativação de PKA e 

estimulação da secreção de renina. Além da modulação da secreção de renina, 

a intercomunicação entre as vias dos nucleotídeos cíclicos pode estar 

envolvida no mecanismo de controle da liberação de insulina dependente de 

glicose. Em células β pancreáticas, o metabolismo oxidativo da glicose leva ao 

aumento da concentração de Ca2+, causando a ativação de PDE1 e diminuição 

da concentração de cAMP, resultando na redução da secreção de insulina 

(Mehats et al, 2002). A figura 3 resume alguns eventos de intercomunicação 

entre as vias de sinalização dos nucleotídeos cíclicos. 
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Figura 3: As PDEs e a intercomunicação entre diferentes vias de sinalização. Fonte: 

Mehats et al, 2002.  
 

Em plaquetas, as isoformas PDE 2, -3 e -5 são altamente expressas, 

formando uma rede para o controle dos níveis de cGMP e cAMP, como mostra 

a figura 4. NO estimula a GC citosólica a sintetizar cGMP que é substrato para 

hidrólise por PDE5. Paralelamente, cGMP é ativador da PDE2 (estimulando a 

hidólise de cAMP) e inibidor da PDE3 (inibindo a hidólise de cAMP) (Dunkern 

and Hatzelmann, 2005). 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 4: Desenho esquemático da rede de PDEs responsáveis pelo controle da 

concentração de cAMP e cGMP em plaquetas humanas. Fonte: Dunkern and 
Hatzelmann, 2005) 
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Os avanços recentes nos estudos da farmacologia molecular das 

enzimas PDEs dão suporte à expectativa na aplicação de inibidores de PDEs 

para o tratamento de várias patologias. Assim, no caso da isoenzima PDE4, 

que é altamente expressa em células da resposta imune e inflamatória, seus  

inibidores cilomilast (Ariflo®, Glaxo Smith Kline) e roflumilast (Altana AG) já 

estão em triagem clínica para o manejo da inflamação característica de doenças 

inflamatórias do trato respiratório, como a asma e a DPOC (Chung, 2006).  

Além disso, o efeito antinflamatório do inibidor de PDE4 rolipran (Korantin®, 

BASF) tem sido testado com sucesso em modelos animais de artrite 

reumatóide (Dyke and Montana, 1999).  

A importância fisiológica de PDE5 na manutenção do tônus da 

musculatura lisa vascular tem sido demonstrada no tratamento da disfunção 

erétil pelo uso clínico dos inibidores específicos de PDE5, sildenafil (Viagra®, 

Pfizer), verdenafil (Levitra®, Bayer) e tadalafil (Cialis®, Lilly Icos). A inibição 

da PDE5 resulta na elevação da concentração de cGMP com consequente 

relaxamento da musculatura lisa vascular peniana  (Ballard et al, 1998).  

Inibidores de PDE3, como Pimobendan (Boehringer Ingelheim), 

Milrinone (SterlingWinthrop) e Anagrelide (Bristol-Myers Squibb), podem ser 

benéficos em tratamentos, a curto prazo, em pacientes com cardiomiopatias 

cuja contratilidade cardíaca está enfraquecida a ponto de causar choque 

cardiogênico ou hipotensão. No entanto, o tratamento a longo prazo não é 

efetivo em reverter as características patológicas da cardiomiopatia dilatada e 

o risco de morte dos pacientes em tratamento é aumentado. As causas 

específicas do aumento da mortalidade em pacientes tratados com inibidores 

de PDE3 a longo prazo ainda não foi estabelecida (Movsesian et al, 2002).  

O inibidor de PDE1 vinpocetina (Richter Gedeon) foi desenvolvido, 

mostrando potente ação vasodilatadora e ação terapêutica no tratamento de 

doenças cerebrovasculares, no entanto foi retirado do mercado pela baixa 

eficácia observada em um estudo duplo-cego e pela presença de efeitos 

colaterais, como tontura. Mais tarde percebeu-se a inespecificidade do 
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composto, sendo ativo também contra PDE5. Esforços estão sendo feitos para o 

desenvolvimento de inibidores específicos contra a isoforma PDE1C, já que a 

inibição da isoenzima usando oligonucleotídeos antisenso, suprime a 

proliferação de células do músculo liso de arteria com lesões arterosclerótica, 

além disso a isoenzima PDE1C está ausente em células musculares lisa de 

artérias normais (Rybalkin et al, 2002). 

Existem ainda sete outras PDEs (PDE2, -6, -7, -8, -9, -10 e -11). Muito se 

sabe sobre a estrutura e função dessas enzimas, sua distribuição subcelular e 

controle. Elas têm sido estudadas como potencial alvo terapêutico em 

numerosas anormalidades fisiológicas, como por exemplo, inibidores de PDE2 

e PDE9 têm sido estudados pela Bayer para terapia do déficit cognitivo. O 

grande sucesso comercial do inibidor de PDE5, o Viagra, apontou para o 

otimismo no conceito de terapia baseada na inibição de PDEs. O 

desenvolvimento de novos compostos inibidores contribuirá para o 

desenvolvimento de novas drogas para a terapia de muitas patologias 

importantes para a saúde pública (Jeon et al, 2005). 

 

 

1.2.2 Fosfodiesterase 2A (PDE2A) 

 

Um único gene codifica a síntese de três isoformas de PDE2 (2A, 2B e 

2C) que resultam da variação de processamento do mRNA (Tabela 1). Apenas 

uma variante de processamento de mRNA foi encontrada em humanos, 

homóloga à PDE2A3 de bovinos. A enzima PDE2A humana é um 

homodímero de massa molecular de aproximadamente 213 kDa e também é 

conhecida por PDE estimulada por cGMP (PDE cGMP-estimulada). Cada 

monômero da PDE2A contém um domínio N-terminal de função 

desconhecida, dois domínios GAF seguido um do outro (GAF A e GAF B) e 

um domínio catalítico C-terminal (Figura 2). Elas são capazes de hidrolisar 

cAMP e cGMP, com Km aparente levemente menor para cGMP. No entanto, 
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quando cGMP liga ao domínio GAF B, a enzima sofre uma mudança 

conformacional que resulta em Km aparente 10 vezes menor para cAMP 

(Iffland et al, 2005).  

Os domínios GAF representam uma das maiores famílias de motivos 

ligadores de moléculas pequenas na natureza (Martinez et al, 2002a). A 

designação GAF surgiu a partir das iniciais dos nomes das proteínas em que 

foi primeiro identificado por homologia de sequências: cGMP-fosfodiesterases, 

Adenilato ciclase e Fh1A (um fator de transcrição de E. coli). Hoje sabe-se que 5 

famílias de PDEs possuem domínios GAF (PDE2, -5,-6, -10 e -11) e que mais de 

1360 proteínas contém esses motivos, em organismos que variam desde 

esponjas até humanos. No entanto, muitas dessas proteínas não ligam 

nucleotídeos cíclicos. A estrutura cristalina da região N-terminal contendo os 

domínios GAF A e B da enzima PDE2A de camundongo, ligada à cGMP, foi 

recentemente determinada (Fig 5). A estrutura mostra que os domínios GAF A 

de cada monômero formam a interface do dímero, enquanto que os domínios 

GAF B estão distantes e são responsáveis pela ligação de cGMP (Martinez et al, 

2002b). A estrutura dos domínios GAF A e B da PDE2A não sugere um 

mecanismo de ação para a ativação catalítica induzida pela ligação de cGMP, 

de forma que ainda não está claro como a mudança conformacional em GAF B 

causa a ativação do domínio catalítico e requer determinações estruturais da 

enzima com e sem cGMP ligado (Martinez et al, 2002a). 
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Figura 5: Estrutura dos domínios GAF A e B da PDE2A de camundongo. Cada 
subunidade contém um domínio GAF A e um domínio GAF B. (A) O domínio GAF A forma a 
interface do dímero enquanto que o domínio GAF B contém o sítio de ligação à cGMP. (B) 
Vista da interface do dímero num ângulo aproximadamente de 70° em relação à vista em A, 
mostrando a ponte dissulfeto em C386. cGMP está mostrado em vermelho. Fonte: Martinez et 
al, 2002b. 

 

A PDE2A é altamente expressa em cérebro e coração, mas também é 

encontrada nos pulmões, rins e fígado. Uma das primeiras funções específicas 

atribuida à PDE2A é o controle da pressão arterial. PDE2A é altamente 

expressa em células da zona glomerulosa do córtex da adrenal, células 

responsáveis pela produção e secreção de aldosterona. Em condições de 

elevada pressão arterial, as células do músculo cardíaco secretam ANP 

produzindo aumento da concentração de cGMP através da estimulação da GC 

particulada nas células da zona glomerulosa. O cGMP sintetizado estimula a 

atividade catalítica da PDE2A, resultando na diminuição da concentração de 

cAMP e inibição da secreção de aldosterona, dessa forma reduzindo a pressão 

arterial (MacFarland et al, 1991 e Spät and Hunyady, 2004).  

PDE2A também está envolvida no controle da contração do músculo 

cardíaco. Tem sido relatado em estudos recentes, o direcionamento de PDE2 a 

microdomínios da membrana plasmática chamados “raft de lipídeos”, e sabe-

se que o receptor adrenérgico (β-AR), a AC e a óxido nítrico sintase (NOS) 

residem em um subtipo cardíaco de microdomínios da membrana plasmática 
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chamado caoveolo e que PDE2A diminui a quantidade de cAMP limitada à 

região do caoveolo de cardiomiócitos de rato, dessa forma afetando a 

contração do músculo cardíaco (Mongillo et al, 2006b). Além disso, PDE2A 

parece regular a permeabilidade de células endoteliais em condições 

inflamatórias, já que estudos recentes mostram que a alta concentração dos 

nucleotídeos cíclicos previnem o aumento da permeabilidade nessas células e 

que TNFα, um importante marcador de processos inflamatórios, estimula a 

expressão de PDE2A, que hidrolisa cAMP, causando o aumento da 

permeabilidade de células endoteliais de veia umbilical (HUVEC) (Seybold et 

al, 2005). 

 

 

1.3. XAP2 e a via do Receptor Aril Hidrocarboneto 

 

 

1.3.1 A proteína XAP2 

 

Como recentemente demonstrado (de Oliveira et al., manuscrito 

submetido), PDE2A associa-se com XAP2, um membro da família de proteínas 

conhecida por imunofilinas e um dos componentes do complexo multiprotéico 

do receptor citosólico Aril hidrocarboneto (Ahr). 

XAP2 (também conhecido como ARA9 e AIP) é uma proteína de 38 

kDa que foi inicialmente identificada como uma proteína ligadora da proteína 

X, um fator de transcrição do vírus da hepatite B, de onde surgiu a designação 

XAP2 (X Associated Protein). A ligação de XAP2 à proteína X parece inibir a 

expressão de genes regulados pela proteína X (Kuzhandaivelu et al, 1996). Em 

paralelo, XAP2 foi identificado, por diferentes grupos de pesquisa, como um 

dos componentes do complexo multiprotéico do receptor citosólico Aril 

hidrocarboneto (Ahr) (Ma and Whitlock, 1997, Carver and Bradfield, 1997 e 

Meyer et al, 1998). Estruturalmente, XAP2 possui na sua região N-terminal um 
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domínio de homologia a imunofilinas e na região C-terminal, três motivos 

estruturais chamados domínios TPR, como mostra a figura 6 (Carver et al, 1998 

e Meyer et al, 1999).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Desenho esquemático da estrutura dos domínios de XAP2. Em vermelho 
o domínio de homologia à imunofilinas e em verde os três domínios TPR. 

 
 
Devido a presença do domínio de homologia a imunofilinas, XAP2 é 

classificado como uma imunofilina. As imunofilinas compreendem uma 

família de proteínas que foram identificadas por sua habilidade de ligar 

drogas imunosupressoras como ciclosporina A (CsA), FK506 e rapamicina. As 

imunofilinas do tipo ciclofilinas ligam CsA, enquanto que as do tipo FKBPs 

(proteínas ligadoras de FK506) ligam FK506 e rapamicina. Dentro de cada 

grupo, as ciclofilinas e as FKBPs possuem alto grau de conservação estrutural 

ao longo da evolução, indicando funções celulares fundamentais para as 

proteínas membros desses grupos de imunofilinas. O alvo celular do complexo 

droga imunosupressora-imunofilina é a calcineurina, uma fosfatase Ca2+-

dependente. Em linfócitos T, a calcineurina é ativada pelo aumento da 

concentração da Ca2+ citoplasmático, que ocorre após a estimulação de células 

T. Calcineurina então desfosforila a forma citoplasmática do fator de 

transcrição chamado fator nuclear de células T ativadas (NFAT), permitindo 

seu deslocamento para o núcleo, causando o estímulo da transcrição do fator 

de crescimento de células T, a IL-2. Os complexos FK506-FKBP e CsA-

ciclofilina ligam e inibem calcineurina, dessa forma bloqueando a 

desfosforilação, a transcrição de IL-2 e a proliferação de células T, resultando 

em imunosupressão. Além disso, as imunofilinas possuem atividade 
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enzimática do tipo peptidil-prolil cis/trans isomerase (rotamase) inibida pela 

ligação da droga imunosupressora. No entanto, a inibição da atividade 

rotamase não está relacionada com a atividade imunosupressora (Marks, 

1996). Curiosamente, XAP2 não possui nenhum dessas funções: não liga 

drogas imunosupressoras até hoje testadas e nao possui atividade enzimática 

de rotamase (Ma and Whitlock, 1997 e Carver et al, 1998). 

Além do domínio de homologia a imunofilinas, XAP2 possui três 

motivos TPR seguido um do outro. Os domínios TPR são motivos estruturais 

presentes em grande número de proteínas e estão envolvidos em interações 

proteína-proteína e na formação de complexos multiprotéicos. Os motivos TPR 

variam de 3 a 16 repetições de 34 resíduos de amino ácidos, e o alinhamento de 

sequências de amino ácidos dos domínios TPR revela uma sequência consenso, 

definida por um padrão de amino ácidos pequenos e grandes. Os motivos TPR 

têm sido encontrados em vários organismos diferentes, incluindo desde 

bactérias a células humanas. Proteínas contendo motivos TPR estão envolvidas 

em uma variedade de processos biológicos, tais como, controle do ciclo celular, 

controle transcricional, transporte, neurogênese e enovelamento protéico 

(D'Andrea and Regan, 2003). 

XAP2 exibe alta homologia de sequência com as imunofilinas FKBP12 

e com FKBP52. Assim como XAP2, vários membros da família das 

imunofilinas interagem com hsp90 e fazem parte de complexos multiprotéicos 

envolvendo receptores citosólicos, como os receptores esteroidais. Por 

exemplo, FKBP52 liga hsp90 através de seus motivos TPR e faz parte dos 

complexos dos receptores de glicorticóides (GR), progesterona (PR), estrogênio 

(ER) e andrógenos (AR) (Meyer and Perdew, 1999). 

Recentemente, Vierimaa et al demonstraram que indivíduos com 

predisposição a adenoma na glândula pituitária (PAP), possuem mutações no 

gene que codifica XAP2 resultando na expressão de XAP2 truncado. Ainda 

não está claro porque a perda da função de XAP2 resulta em PAP e a possível 

relação com a via do Ahr, no entanto o trabalho relatado por Vierimaa destaca 
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a importância de XAP2 e suas proteínas associadas na fisiopatologia celular 

(Vierimaa et al, 2006). 

 

 

1.3.2 A Via do Receptor Aril Hidrocarboneto (Ahr) 

 

Os indivíduos estão constantemente expostos a uma variedade de 

compostos xenobióticos, tais como princípios tóxicos e venenos de origem 

animal, vegetal e de microorganismos, medicamentos, nicotina e a própria 

fumaça de tabaco, produtos e subprodutos industriais, etc. Por várias décadas, 

desde o começo do século passado, os cientistas admitiam a existência de 

mecanismos adaptativos para minimizar a toxicidade desses compostos 

ambientais. No entanto, a resposta metabólica a compostos aromáticos 

policíclicos (PAHs) só veio a ser descrita na década de 50 (Conney et al, 1956) 

com a observação de que a administração de xenobióticos à roedores induz a 

síntese de diversas enzimas microssomais hepáticas, coletivamente referidas 

como aril hidrocarboneto hidroxilases (AHH). Sabe-se hoje que as atividades 

descritas por Conney refletem, basicamente, a atividade catalítica do citocromo 

P4501A1 e algumas enzimas de conjugação como a glutationa S-transferase. 

Essas observações levaram, mais recentemente, à predição e à descoberta do 

Ahr, como um receptor induzível que controla a expressão da atividade AHH 

(Hahn, 2002). 

Ahr é um fator de transcrição induzível pelo ligante, responsável pela 

resposta celular a compostos xenobióticos que incluem uma ampla variedade 

de contaminantes ambientais hidrofóbicos, tais como: hidrocarbonetos 

aromáticos halogenados (HAHs) e os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

não-halogenados (PAHs). O TCDD (2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina) é um 

membro da classe dos HAHs, e é o mais potente e mais estudado ligante de 

Ahr, produzindo uma variedade de efeitos biológicos e tóxicos de maneira 

espécie- e tecido- específicos. A exposição de indivíduos à TCDD resulta em 
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efeitos danosos como enfraquecimento, cloracne, desordens sanguíneas e 

imunonológicas, produção de tumores, defeitos reprodutivos e de 

desenvolvimento (Ramadoss et al, 2004 e Ramadoss and Perdew, 2005). 

Ahr possui massa molecular que varia entre 95 e 140 kDa, 

dependendo da espécie de vertebrado (Ramadoss et al, 2004) e pertence à 

família de fatores de transcrição que contém os domínios básico helix-loop-helix 

(bHLH)/Per-ARNT-Sim (PAS), dois domínios altamente conservados ao longo 

da evolução (Kashuba et al, 2006). A porção N-terminal de Ahr contém o 

motivo bHLH que é a interface da dimerização com ARNT (AhR Nuclear 

Translocator), proteína estruturalmente relacionada com Ahr que contém os 

domínios bHLH/PAS e é fundamental na ativação da transcrição de genes 

regulados por Ahr. A região básica, também localizada na porção N-terminal 

de Ahr é reponsável pela habilidade do heterodímero Ahr-ARNT de ligar-se a 

regiões do DNA conhecida como Dioxin Regulatory Elements (DRE) ou 

Xenobiotics Regulatory Elements (XRE). Os domínios PAS A e PAS B são 

formados basicamente por amino ácidos hidrofóbicos e são homólogos aos 

domínios presentes nas proteínas de Drosophila Per e Sim, envolvidas no 

controle do ritmo circadiano e no desenvolvimento, respecivamente. Esses 

motivos estão comumente envolvidos em interações proteína-proteína, 

contribuindo para a interface do heterodímero Ahr-ARNT. Além disso os 

domínio PAS são necessários para a ligação do agonista ao Ahr e para a 

ligação com hsp90 (Meyer and Perdew, 1999). O segmento carboxi-terminal de 

Ahr contém um domínio comumente encontrado em fatores de transcrição, 

chamado domínio de transativação (TAD), rico em resíduos de glutamina. Este 

domínio é responsável pela indução da transcrição dos genes regulados pelo 

fator de transcrição. A figura 7 mostra o arranjo dos domínios que formam o 

Ahr (Gu et al, 2000 e Denison et al, 2002) . 
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Figura 7: Desenho esquemático da estrutura dos domínios de Ahr. O domínio 

bHLH contém sequência de localização nuclear (NLS) e sequências de exportação nuclear 
(NES) e estão envolvidas com a ligação ao DNA. Os domínios PAS são os responsáveis pelas 
interações proteína-proteína e ligação do agonista ao receptor. Fonte: http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1 

 

Ahr reside no citoplasma em uma conformação de alta afinidade de 

ligação pelo agonista, em um complexo tetramérico formado por duas 

moléculas da proteína chaperona hsp90, por um componente imunofilina, 

XAP2 e por uma co-chaperona, p23. A chaperona hsp90 parece ser necessária 

para o enovelamento correto de Ahr na conformação de alta afinidade pelo 

ligante e também estabiliza o receptor no citoplasma. XAP2 liga tanto hsp90 

quanto o receptor, o que leva ao aumento da estabilidade do complexo 

(Ramadoss et al, 2004). Estudos mostram que a expressão transitória de Ahr de 

camundongo é predominantemente nuclear em células COS-1 em cultura, no 

entanto, a co-expressão de Ahr e XAP2 leva a localização citoplasmática de 

Ahr (LaPres et al, 2000 e Petrulis et al, 2000). Além disso, Ahr possui tanto o 

sinal de localização nuclear (NLS) quanto o sinal de exportação nuclear (NES), 

que capacita o receptor a trafegar entre o núcleo e o citoplasma. No entanto, a 

superexpressão de XAP2 é capaz de bloquear o deslocamento de Ahr para o 

núcleo na ausência de ligante, sugerindo que XAP2 é responsável por manter o 

compexo Ahr no citoplasma. Apesar disso, o papel preciso de XAP2 no 

complexo do Ahr ainda está por ser melhor elucidado (Ramadoss et al, 2004 e 

Pollenz et al, 2006). 
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A ativação da via de sinalização do Ahr ocorre quando o indivíduo 

entra em contato com compostos xenobióticos, como o TCDD. Este composto 

funciona como potente e seletivo agonista: atravessa a membrana plasmática, 

difunde-se pelo citoplasma, ligando-se, finalmente o Ahr. A ligação do 

agonista induz uma mudança conformacional no Ahr que expõe as sequências 

de localização nuclear (NLS), induzindo ao deslocamento do complexo para o 

núcleo onde ele forma um complexo trascricionalmente ativo com ARNT. A 

dimerização com ARNT induz a liberação de Ahr do complexo com hsp90, 

XAP2 e p23 e o complexo Ahr-ARNT liga-se ao DNA em regiões regulatórias 

chamadas XRE ou DRE. Esses domínios estão localizados na região promotora 

e regulam a transcrição de genes que codificam enzimas de metabolização de 

drogas de fase I e II. As de fase I são representadas pelas enzimas do citocromo 

P450: CYP1A1 e CYP1A2 e as de fase II são representadas pelas enzimas 

UGT1A1, GST-Ya e NADPH-quinona-oxido-redutase. (Carlson and Perdew, 

2002 e Ramadoss and Perdew, 2005). A figura 8 mostra a via de sinalização do 

receptor Ah.  

A via de sinalização do Ahr pode ser controlada por dois mecanismos: 

1) pela transcrição, induzida por Ahr, de uma proteína bHLH/PAS dominante 

negativo, conhecida como AhR Repressor (AhRR) que compete com Ahr pela 

ligação com ARNT, dessa forma interferindo na ligação de Ahr ao DNA e 

inibindo a transcrição dos genes regulados por Ahr; 2) pela degradação de Ahr 

pela via do proteossomo 26S (Dunham et al, 2006).  
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Figura 8: Modelo da via de sinalização de Ahr. O modelo sugere que após a ligação 

do agonista, o complexo Ahr desloca para o núcleo onde o complexo se desfaz. Ahr dimeriza 
com ARNT, liga regiões do DNA chamada XRE, na região promotora de genes como CYP1A1 
e do repressor AhRR. Fonte: Fujii-Kuriyama and Mimura, 2005. 

 

 

A ativação da via de sinalização de Ahr por compostos xenobióticos, 

em modelos animais, produz numerosas conseqüências tóxicas ao organismo, 

incluindo carcinogênese, involução do timo, enfraquecimento severo e morte. 

Além disso, camundongos transgênicos expressando constitutivamente um 

mutante ativo de Ahr desenvolvem tumores de estômago, consistente com a 

função oncogênica do receptor ativado (Kashuba et al, 2006). Recentemente, 

tem sido proposto que o complexo transcricional Ahr/ARNT, e os genes 

regulados por ele, evoluiram para a defesa do organismo contra diversas 

toxinas de plantas e, seguindo essa hipótese, seria improvável que Ahr tivesse 

funções fisiológicas endógenas (Puga et al, 2005). No entanto, a participação de 

Ahr no desenvolvimento hepático, na nefrogênese, no funcionamento do 



 37

sistema imune, na proliferação e diferenciação celular, assim como no 

metabolismo do ácido retinóico, sugerem que Ahr pode ser ativado para 

regular esses processos na ausência de um ligante exógeno (Oesch-

Bartlomowicz et al, 2005). Finalmente, a grande variedade de ligantes 

exógenos capazes de ativar Ahr, sugere a possibilidade da existência de 

múltiplos ligantes endógenos.  

A existência de ligantes fisiológicos de Ahr é indiretamente suportada 

por numerosas observações que demonstram a ativação de Ahr, e de respostas 

dependentes de Ahr, na ausência de ligantes exógenos. Essas evidências 

indiretas incluem: 1) presença de Ahr nuclear em fatias de tecidos de animais 

não tratados com xenobióticos e também em células em cultura; 2) evidência 

de que Ahr tem papel no controle do ciclo celular na ausência de ligante 

exógeno e a observação experimental de que a supressão da expressão de Ahr 

resulta em diminuição do desenvolvimento de blastocistos em camundongos; 

3) talvez a evidência mais importante para a existência de um ligante 

endógeno de Ahr surgiu de estudos com camundongo knockout de Ahr, que 

mostram um espectro de defeitos no desenvolvimento e mudanças fisiológicas 

nos camundongos Ahr -/-. No entanto, a identidade dos compostos que ativam 

Ahr em concentrações fisiológicas normais ainda é uma grande incógnita 

(Schmidt and Bradfield, 1996, Denison et al, 2002 e Bock and Köhle, 2006). De 

fato, ao longo dos últimos anos foram descritos na literatura inúmeros 

candidatos a ligantes endógenos de Ahr, incluindo vários produtos da foto-

oxidação do amino ácido triptofano, lipoxina, indirubina, bilirubina, 

biliverdina e um derivado indólico isolado de pulmão de porco (Denison et al, 

2003, Bittinger et al, 2003 e Puga et al, 2005). Nesse contexto, é possível que os 

efeitos biológicos de Ahr dependam da presença desses ou de outros ligantes 

endógenos, que podem ser distintos em diferentes tecidos e estágios do 

desenvolvimento e que os efeitos tóxicos dos ligantes xenobióticos pode ser 

devido à expressão gênica alterada em células suscetíveis. Além disso, já que a 

maioria dos efeitos tóxicos de TCDD/HAHs não são observados até semanas 
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após à exposição, provavelmente os efeitos tóxicos desses compostos resultem 

da expressão contínua e inapropriada de genes específicos, o que finalmente 

resulta na resposta tóxica (Denison et al, 2002). Alternativamente, os 

compostos xenobióticos podem causar os efeitos tóxicos de forma 

independente da via de Ahr (Puga et al, 2005). 

Recentemente, Oesch-Bartlomowicz et al (2005) mostraram que cAMP, 

de maneira similar ao TCDD, é capaz de estimular o deslocamento de Ahr 

para o núcleo. Todavia, neste caso, Ahr nuclear não dimeriza com ARNT, mas 

forma complexo com outras proteínas ainda não identificadas. Além disso, 

cAMP não induz a transcrição do gene CYP1A1, utilizado como gene repórter. 

Esses resultados corroboram a idéia sobre a via endógena de Ahr, e que essa 

via endógena está diretamente ligada à concentração de cAMP intracelular e 

não envolve a expressão de enzimas de detoxificação de compostos 

xenobióticos (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). 
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2. OBJETIVOS DO TRABALHO 

 

Iniciamos este projeto buscando identificar a compartimentalização 

subcelular da via NO/cGMP e o papel das fosfodiesterases nessse contexto. 

Utilizamos para tal a técnica da triagem dois-híbridos em levedura usando a 

enzima PDE2A como isca, com o objetivo de identificar proteínas associadas à 

PDE2A que poderiam justificar tal compartimentalização subcelular. Usar 

PDE2A como isca se justificava plenamente porque: a enzima é ativada por 

cGMP, hidrolisa cAMP e cGMP, sendo ademais altamente expressa em células 

do sistema cardiovascular, exercendo papel importante no controle da pressão 

arterial, tema de interesse para o nosso grupo de pesquisa. Detectamos, ao 

final da triagem dois-híbridos, a interação entre PDE2A e XAP2, indicando a 

intercomunicação entre as vias dos nucleotídeos cíclicos e a via do Ahr. 

Assim, os objetivos desse trabalho passaram a ser: 

- Comprovar a interação entre PDE2A e XAP2; 

- Mapeamento dos sítios de ligação de XAP2 na enzima PDE2A; 

- Identificar a região de ligação em XAP2; 

- Determinar se a ligação entre PDE2A e XAP2 é influenciada por 

cGMP, um modulador alostérico da enzima PDE2A; 

- Determinar se PDE2A faz parte do complexo do receptor Ah; 

- Determinar se a ligação de XAP2 à PDE2A interfere na atividade 

fosfodiesterásica da enzima PDE2A; 

- Sugerir um papel funcional para a presença de PDE2A na via de 

sinalização de Ahr; 

- Entender o mecanismo de ação de cAMP na via de sinalização de 

Ahr.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Materiais: 

 

 

3.1.1 Cepa de Bactérias, Leveduras e Linhagens Celulares: 

 

As cepas de bactérias E. coli TOP10 quimicamente e eletro 

competentes e E. coli BL21 StarTM (DE3) foram obtidas da Invitrogen, 

Karlsruhe, Alemanha e a cepa de E.coli XL10-GoldTM da Stratagene, La Jolla, 

EUA. A cepa da levedura S. Cerevisae AH109 foi adquirida da BD Clontech, 

Palo Ato, EUA. As origens das linhagens celulares são as seguintes:  

 

- T-RExTM-Hela   Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha 
 

- COS-1  Coleção alemã de microorganismos e 

culturas de células (DSMZ), 

Braunschweig, Alemanha. 

- Hepa1c1c7 Gentilmente cedida por Barbara 

Oesch-Bartlomowicz, Universidade de 

Mainz, Alemanha 

 

 

3.1.2 Vetores, Plasmídeos e cDNAs: 

 

pSG8-VSV     cedido por Steffen Gross, Frankfurt 

pGBKT7    BD Clontech, Palo Alto, EUA 

pACT2    BD Clontech, Palo Alto, EUA 
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pGEX-4T-3   GE-Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, 

Suécia 

pcDNA4/TO Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha 

pcDNA3-HRS cedido por Daniela Höller, Frankfurt, 

Alemanha 

pFlag-CMV1-HSP90  cedido por Sylke Pioch, Frankfurt, 

Alemanha 

pEF-V5-HisC-Flag-Ahr  cedido por Gary H. Perdew, EUA 

pcDNA4/TO-EGFP  cedido por A. Smolenski, Frankfurt, 

Alemanha 

pcDNA3-GC-A  cedido por S. Gambaryan, Würyburg, 

Alemanha 

 
PDE2A cDNA (Clone IRAKp961N0275Q2) foi obtido da RZPD, 

Alemanha. 

A biblioteca de cDNA de cérebro humano utilizada na triagem dois-

híbridos pertence ao sistema MATCHMAKER da Clontech, Paolo Alto, EUA e  

está clonada no vetor de expressão pGADT7. 

 

 

3.1.3 Oligonucleotídeos: 

 

pSG8-PDE2A-for 5’-ttcgatatcatggggcaggcatgcggccactcc-3’ 
pSG8-PDE2A-rev 5’-gataagctttcactcagcatcaaggctgcagc-3’ 
pGBKT7-PDE2-for 5’-ggccatggaggccatggggcaggcatgcggccactcc3’ 
pGBKT7-PDE2-rev 5’-gatgtcgactcactcagcatcaaggctgcagc-3’ 
pGEX-4T-3-XAP2-for 5’-tatcccgggggatggcggatatcatcgcaaga-3’ 
pGEX-4T-3-XAP2-rev 5’-tagcggccgctcaatgggagaagatcccccg-3’ 
pGEX-4T-3-HRS-for 5’-ataggatccatggggcgaggcagcggcac-3’ 
pGEX-4T-3-HRS-rev 5’-tatctcgagtcagtcgaatgaaatgagct-3’ 
pGEX-4T-3-TULIP-for 5’-taaggatccgtgtgcatt tctgaaaaac-3’ 
pGEX-4T-3-TULIP-rev 5’-ttactcgagttaatgatcggcatcagatgg-3’ 
pGEX-4T-3-PLC-for 5’-ataggatccaagaattcaattgtggaccc-3’ 
pGEX-4T-3-PLC-rev 5’-tatctcgagctagtcctggagggagatct-3’ 
pGEX-4T-3-WDR13-for 5’-atagtcgacagcatctcagcccggtcctg-3’ 
pGEX-4T-3-WDR13-rev 5’-tatgcggccgcctacttctgctcccgcctcc-3’ 
pGEX-4T-3-TFCB-for 5’-tatggatccctcaccatcgctgagttcaag-3’ 
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pGEX-4T-3-TFCB-rev 5’-atactcgagtcatatctcgtccaacccgt-3’ 
pcDNA4/TO-XAP2-FLAG-for 5’-atataagcttggattatggcggatatcatcgcaaga-3’ 
pcDNA4/TO-XAP2-FLAG-rev 5’-attactcgagctacttatcgtcgtcatccttgtaatctgcatgggagaagatcccccgg -3’ 
pcDNA3.1/myc-HisB-XAP2-for 5’-tataagcttactatggcggatatcatcgactccg-3’ 
pcDNA3.1/myc-HisB-XAP2-rev 5’-tatctcgagcgatgggagaagatcccccggaac-3’ 
*pSG8-GafA/B-for 5’-gtatcgcagccacctggccaattagatgatgatgtaccacatgaagg-3’ 
*pSG8-GafA/B-rev 5’-ccttcatgtggtacatcatcatctaattggccaggtggctgcgatac-3’ 
*pSG8-GAFA-for 5’-gagtgccaggctcttctctaagtggcaaagaacctcttca-3’ 
*pSG8-GAFA-rev 5’-tgaagaggttctttgccacttagagaagagcctggcactc-3’ 
*pSG8-N-PDE2A-for 5’-agggtgcaggtcctgcagtagcgcgggcccagggaggctc-3’ 
*pSG8-N-PDE2A-rev 5’-gagcctccctgggcccgcgctactgcaggacctgcaccct-3’ 
pSG8-GAFB-for 5’-tgtaagcttgctcttctccaagtggcaaag-3’ 
pSG8-GAFB-rev 5’-atactcgagtcagtacatcatcatctcattgg-3’ 
pGEX-4T-3-XAP2(1-169)-for 5’-tatgtcgacatggcggatatcatcgcaag-3’ 
pGEX-4T-3-XAP2(1-169)-rev 5’-tatgcggccgcggcccatgggtcctgctggt-3’ 
pGEX-4T-3-XAP2(170-330)-for 5’-tatgtcgacatgacagacgaagagaaggca-3’ 
pGEX-4T-3-XAP2(170-330)-rev 5’-atagcggccgctcaatgggagaagatcccccg-3’ 

 

* Oligonucleotídeos gerados para reação de mutagênese sítio específica. 

Todos os oligonucleotídeos foram sintetizados e purificados pela 

MWG-Biotech, Munique, Alemanha. 

 

 

3.1.4 Enzimas e Proteínas 

 

PCR Master Mix MBI Fermentas, St. Leon-
Rot 

Pfu DNA-Polymerase      Stratagene, La Jolla, USA 
Enzimas de Restrição  MBI Fermentas, St. Leon-

Rot 
PEQGOLD Protein-Marker I    PEQLAB, Erlangen 
 
 

3.1.5 Anticorpos 
 
 
3.1.5.1 Anticorpos Primários: 
 
 

Camundongo anti-VSV  
(clone P5D4) 

monoclonal. Sigma, Taufkirchen. 
Diluição para WB: 1:5000 
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Camundongo anti-FLAG M2 monoclonal. Sigma, Taufkirchen. 

Diluição para WB: 1:10000 
 

red anti-FLAG M2 affinity gel anti-FLAG M2 acoplado a agarose CL-
4B. Sigma, Taufkirchen. Diluição: 1:70. 
 

Camundongo anti-myc 
 (clone 4ª6) 

monoclonal. Upstate, Lake Placid, 
USA. Diluição para WB: 1:1000 
 

Coelho anti-myc 
 (clone A-14) 

polyclonal. Santa Cruz Biotechnology, 
Caifórnia, EUA. Diluição para IF: 
1:100. 
 

Camundongo anti-XAP2 
(clone ab468) 

monoclonal. Abcam, Cambridge, UK. 
Diluição para WB: 1:1000 
 

Cabra anti-Ah receptor  
(clone M20) 

polyclonal. Santa Cruz Biotechnology, 
Caifórnia, EUA. Diluição para IF: 1:50. 
 

Camundongo anti-Ah receptor 
(clone ab2770) 

monoclonal. Abcam, Cambridge, UK. 
Diluição para WB: 1:1000 
 

Coelho anti-PDE2A  
(clone ab14604) 

policlonal. Abcam, Cambridge, UK. 
Diluição para WB: 1:2000)  
 

 

 
 
3.1.5.2 Anticorpos Secundários: 
 
 

anti-Camundongo-IgG 
 Peroxidase-conjugado 

Policlonal produzido em cabras, 
Dianova, Hamburg, Alemanha. 
Diluição 1:10000 
 

anti-Coelho-IgG 
 Peroxidase-conjugado 

Policlonal produzido em cabras, 
Dianova, Hamburg, Alemanha. 
Diluição 1:10000 
 

anti-cabra-IgG 
 Carbocianina-conjugado (Cy3) 

policlonal produzido em macacos, 
Jackson ImmunoResearch, Baltimore. 
Diluição: 1:500 
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anti-camundongo-IgG 
 Carbocianina-conjugado (Cy2) 

policlonal produzido em cabras, 
Jackson ImmunoResearch, Baltimore. 
Diluição: 1:500 

 

 

3.1.6 Kits para isolar DNA  

 
EZNA Plasmid Miniprep Kit I    PEQLAB, Erlangen 

QIAfilter Plasmid Giga Kit    Qiagen, Hilden 

QIAquick Gel Extraction Kit     Qiagen, Hilden 

 

 

3.1.7 Kits Especiais 

 

Quick Ligation Kit BioLabs, Ipswich, MA 

ECL western blotting detection reagents Amersham Biosciences,  
                                                                                               Freiburg 

PDELightTM HTS cAMP kit    Cambrex Bio Sciences,  
                                                                                               Rockland 
 

 
3.1.8 Substâncias químicas e reagentes especiais 
 
 
GSH Sepharose 4B   Amersham Biosciences, 

Freiburg 

Protein A/G PLUS-Agarose   Santa Cruz Biotechnology, EUA 

dNTP Mix     Invitrogen, Karlsruhe, 

Alemanha 

IPTG     Roth, Karlsruhe, Alemanha 

GEL/MOUNTTM    Biomeda, Foster City, EUA 

8-Br-cCMP     Biolog, Bremen, Alemanha 
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TCDD     Sigma, Taufkirchen 

Forskolin      Sigma, Taufkirchen 

 

Todas as substâncias químicas não citadas e as soluções usadas nesse 

trabalho foram preparadas com reagentes de qualidade P.A., como Applichem 

(Darmstadt), BD Clontech (Palo Alto, USA), Merck (Darmstadt), Sigma 

(Taufkirchen) ou Roth (Karlsruhe), e foi utilizada água bidestilada ou quando 

necessário água Milli Q (Millipore). 

 

 

3.1.9 Meios, Soluções e Reagentes Especiais para Cultura de Células 

 

MetafecteneTM    Biontex, Munique, Alemanha 

Fugene 6     Roche Diagnostics,  

DEAE-Dextran    Sigma, Taufkirchen 

Cloroquina     Sigma, Taufkirchen 

α-MEM  Invitrogen, Karlsruhe, 

Alemanha 

 

DMEM-High-Glucose, FCS, PBS, Tripsina/EDTA, 

Penicilina/Estreptomicina foram adquiridos da PAA Laboratories, Pasching, 

Áustria 

 

 

3.1.10 Meios, Soluções e Reagentes Especiais para a Triagem Dois-

Híbridos. 

 

ssDNA de esperma de arenque BD Clontech, Palo Alto, 

USA 

Minimal SD Base     BD Clontech, Palo Alto,  
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Minimal SD Agar Base    BD Clontech, Palo Alto,  

-Trp-DO Supplement    BD Clontech, Palo Alto,  

-Trp/-Leu-DO Supplement   BD Clontech, Palo Alto,  

-Trp/-Leu/-His/-Ade-DO Supplement BD Clontech, Palo Alto,  

X-α-Gal Glycosynth, Warrington, 

UK                                                              

Litiquase      Sigma, Taufkirchen 

Solução de litiquase Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, 
EDTA 1 mM, litiquase 
4,5U/µl 

Esferas de vidro 425-600 µm   Sigma, Taufkirchen 

Meio SC-dropout -1 467 g/L de meio minimal 
SD base suplementado 
com 0,66 g/L de Trp-DO 
supplement, ausência de 
triptofano 

Meio SC-dropout -2 467 g/L de meio minimal 
SD base suplementado 
com 0,64 g/L de Trp/-
Leu-DO Susplement, 
ausência de triptofano e 
leucina 

 
Meio SC-dropout -4 467 g/L de meio minimal 

SD base suplementado 
com 0,6 g/L de Trp/-
Leu/-His/-Ade-DO 
Supplement, ausência de 
triptofano, leucina, 
histidina e adenina 

 
Meio SC-dropout -4/x-α-Gal 467 g/L de meio minimal 

SD base suplementado 
com 0,6 g/L de Trp/-
Leu/-His/-Ade-DO 
Supplement+40 mg/ml 
de x-α-Gal, ausência de 
triptofano, leucina, 
histidina e adenina 
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3.2 Métodos: 

 

3.2.1 Métodos de Biologia Molecular 

 

 

3.2.1.1 Eletroforese em Gel de Agarose para Análise de DNA 

 

Fragmentos de DNA foram aplicados em gel de agarose 0,8% em 

tampão TAE, (1 mM EDTA, 40 mM Tris/HOAc, pH 8,0), na presença de 10 

µg/ml de brometo de etídeo. As amostras de DNA foram diluídas em tampão 

contendo 0,09% (m/v) de azul de bromofenol, 0,09% de xilenocianol e 60 mM 

de EDTA em 60% (v/v) de glicerol. As bandas de DNA foram visualizadas 

utilizando uma fonte de UV. 

 

 

3.2.1.2 Reação de PCR 

 

Neste trabalho foram utlizadas duas estratégias para a técnica de PCR:  

- Enzima Taq polimerase: Reação mais rápida, utilizada na 

confirmação da presença de fragmentos de DNA clonado. Neste tipo de reação 

podem ser usados como molde fragmentos de DNA isolados (50 ng) ou traços 

de colônias de bactérias. A mistura de reação contém: 10 µl de PCR Master 

Mix, 1µl de cada primer (verso e reverso; 0,5 µM concentração final) e água 

suficiente para 20 µl de reação. Eram executados 35 ciclos: 

 

3’ 95°C 
30’’ 95°C 
30’’ 55°C 
3’ 72°C 
7’ 72°C 
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- Enzima Pfu polimerase: Reação mais lenta (2min/1kb amplificado) o 

que significa menor taxa de erro de pareamento de bases. Utilizada para 

amplificação de insertos de DNA clonados em vetores de expressão. A mistura 

de reação contém: 5 µl de Tampão específico para Pfu polimerase, dNTPs (0,5 

mM), 1µl de cada primer (verso e reverso; 0,5 µM concentração final), 0,5 µl de 

Pfu polimerase (1,25U) adcionados a 80°C após denaturação do molde de 

DNA e água suficiciente pra 50 µl de reação.  Eram executados 25 ciclos: 

 

3’ 95°C 
1’ 80°C 

20’’ 95°C 
20’’ 60°C 
X’* 72°C 
20’ 72°C 

 

* O tempo de elongação depende do tamanho do inserto de DNA. 

 

 

3.2.1.3 Clonagem dos Fragmentos de cDNA 

 

Os fragmentos DNA amplificados por Pfu-PCR são submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. A análise eletroforética deve conter 

apenas uma banda no tamanho correspondente ao inserto de DNA 

amplificado. A banda de DNA é extraída do gel com auxílio do QIAquick Gel 

Extraction Kit. A quantidade de DNA é estimada espectrofotometricamente a 

260 nm. A reação de ligação do inserto de DNA purificado do gel de agarose e 

o vetor é feita utilizando o Quick Ligation Kit de acordo com o protocolo do 

fabricante. 
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3.2.1.4 Preparação das Construções que codificam N-PDE2A, GAF A, 

GAF A/B e GAF B 

 

Para introdução de pontos de mutação no fragmento de cDNA que 

codifica a enzima PDE2A tipo selvagem, foi utilizado o protocolo fornecido 

pelo kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis. A constução pSG8-PDE2A foi 

utilizada como molde da reação de PCR para introduzir um ponto de mutação 

com o objetivo de formar um códon de terminação e gerar a enzima truncada 

em diferentes regiões. Os pares de primers utilizados na reação de mutagênese 

estão especificados na seção 3.1.3. Uma alíquota de 15 µl do produto de reação 

de PCR (tratado com a enzima de restrição DPNI para digestão do DNA 

original) foi utilizada para transformação de bactérias competentes E.coli XL10-

GoldTM. O plasmídeo de DNA mutado foi isolado utilizando EZNA Plasmid 

Miniprep Kit e sequenciado para comprovação da eficiêcia da reação de 

mutagênese. 

Para criar a construção que codifica apenas o domínio GAF B foram 

gerados primers que anelam nas regiões adjacentes ao domínio GAF B para a 

reação de PCR. O produto da reação é um inserto de 816 pb que foi clonado no 

vetor de expressão contendo a sequência  do epitopo da glicoproteína do vírus 

da estomatite vesicular (VSV), pSG8. 

 

 

3.2.1.5 Sistema Dois-Híbridos em Levedura 

 

O sistema dois-híbridos é uma técnica genético-molecular criada em 

1989 por Stanley Filds e Ok-Kyu Song (Fields and Song, 1983), utilizada para 

identificação de interações proteína-proteína e baseada na natureza modular 

dos fatores de transcrição, que consistem em dois domínios: Domínio de 

Ligação (BD, do inglês: binding domain) que se liga ao DNA em região upstream 
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ao gene repórter e o Domínio de Ativação (AD, do inglês, activation domain) 

que é responsável pela ativação da transcrição do gene repórter. Os domínios 

de ligação (BD) e os domínios de ativação (AD) dos fatores de transcrição 

agem de forma independente. De forma que duas proteínas quiméricas, uma 

fusionada ao BD e a outra fusionada ao AD, quando associadas em levedura, 

funcionam como fator de transcrição, ativando a transcrição do gene repórter. 

O fator de transcrição utilizado foi o GAL4, regulador da expressão de genes 

das enzimas envolvidas na metabolização de galactose à glicose, como a β-

galactosidase. O gene da β-galactosidase foi utilizado como gene repórter. 

A proteína isca (proteína de interesse) utilizada foi PDE2A que foi 

clonada no vetor de expressão pGBKT7 gerando uma proteína quimérica, 

constituída pelo domínio de ligação de GAL4 fusionada à porção N-terminal 

da enzima PDE2A. Para triagem foi utilizada uma biblioteca de cDNA de 

cérebro humano clonada no vetor de expressão pACT2 que gera a expressão 

de proteínas quiméricas, fusionadas ao domínio de ativação de GAL4. A cepa 

de levedura S. cerevisae utilizada foi a AH109, geneticamente modificada de 

forma que a biosíntese dos aminoácidos triptofano, leucina e histidina, além da 

base nitrogenada adenina, estão significativamente reduzidas. As levedura S. 

cerevisae foram transfectadas com o gene das proteínas quiméricas. A figura 9 

mostra esquematicamente o sistema dois-híbridos.  
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Figura 9: O sistema dois-híbridos mostrado em esquema. Target protein: proteína 

alvo ou isca; Bait: isca; DNA-binding domain: domínio de ligação ao DNA; yeast cell: célula 
de levedura; transcriptional activation domain: domínio de ativação transcricional; 
transcriptional activator binding site: sítio de ligação do domínio de ativação; transcription 
of reporter gene: transcrição do gene repórter. Fonte: Alberts 2002. 

 

 

 

3.2.1.5.1 Transformação das Leveduras S. Cerevisae com o híbrido 

BD-PDE2A 

 

Os experimentos foram elaborados segundo um protocolo em 

diversas etapas em dias seguidos de acordo com Agatep et al, 1998. 

Dia 1: Colônias de leveduras AH109 foram inoculadas em 5 ml de 

meio YPAD (peptona 20g/L, extrato de levedura 10 g/L, adenina hemisulfato 

0,003% e e glucose 2%, pH 6,5) a 30°C sob agitação (200 rpm), overnight.  

Dia 2: A cultura de levedura foi diluida, com meio YPAD pré 

aquecido, a 5 x 106 células/ml e incubada por 4 horas a 30°C sob agitação (200 

rpm) até atingir duas divisões (2 x 107 células/ml). As células foram coletadas 

por centrifugação a 3000 x g por 5 minutos em tubo estéril e lavadas (por 

centrifugação) com água deslilada estéril. As células obtidas no pellet final 
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foram ressuspensas em 1 ml de LiAc 100 mM (acetato de lítio) e incubadas por 

10 minutos a 30°C. 

 

Mistura de Transformação 
 

Polietilenoglicol (PEG) 50% 240 µl 
LiAc 1M 36 µl 

ss-DNA 10mg/ml 10 µl 
pGBKT7-PDE2A 1 µg 

água destilada estéril x µl 
volume total 360 µl 

 

Alíquotas (100 µl) da suspensão de células em LiAc foram submetidas 

à centrifugação (13000rpm/1 minuto), as células ressuspensas na mistura de 

transformação e incubadas por 30 minutos a 30°C, seguida por choque térmico 

a 42°C por 30 minutos. A mistura de transformação foi removida por 

centrifugação e as células de leveduras ressuspensas em 100 µl de água, 

plaqueadas (placas de 10-cm) em meio SC-dropout -1 agar e mantidas a 30°C 

por 3 a 4 dias.  

 

 

3.2.1.5.2 Teste de Auto-ativação 

 

Como controle da ativação instrínseca do sistema foi realizado o teste 

de auto-ativação em que colônias de leveduras foram transfectadas com a 

proteína quimérica BD-PDE2A e apenas o domínio de ativação de Gal4. Para 

isso, colônias de leveduras contendo o plasmídeo BD-PDE2A foram 

transfectadas com o plamídio pACT2 vazio (vetor que codifica o domínio de 

ativação) e plaqueadas em meio SC-dropout -4/x-α-Gal agar e mantidas a 

30°C por 3 a 4 dias. Após o período de incubação não houve crescimento de 

colônias sobre a placa de cultura, indicando que PDE2A por si só não ativa a 

transcrição do gene repórter. 
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3.2.1.5.3 Transformação das Leveduras S. Cerevisae com o híbrido 

AD-biblioteca de cDNA de cérebro humano 

 

Dia 1: Colônias de leveduras AH109 tranformadas com a quimera BD-

PDE2A, que cresceram na placa contendo meio SC-dropout -1 agar, foram 

inoculadas em 5 ml de meio YPAD (peptona 20g/L, extrato de levedura 10 

g/L, adenina hemisulfato 0,003% e e glucose 2%, pH 6,5) a 30°C sob agitação 

(200 rpm) overnight.  

Dia 2: foi utlizado o mesmo protocolo de tranformação descrito na 

secção 3.2.6.1, porém escalonado para um volume de cultura 60 vezes maior. 

As células foram plaqueadas (17 placas de  20 x 20 cm) em meio SC-dropout -4 

agar e mantidas a 30°C por 14 dias. Em dias alternados, colônias de leveduras 

(brancas e circulares) foram coletadas, numeradas e em seguida plaqueadas 

em meio SC-dropout -4 agar contendo x-α-Gal, substrato da enzima β-

galactosidase. O substrato cromogênico x-α-Gal foi hidrolisado pelas colônias 

de leveduras que expressaram o gene repórter da enzima β-galactosidase e 

tornaram-se azul. 

 

 

3.2.1.5.4 Extração de DNA das Leveduras 

 

Dia 1: as colônias com coloração azul foram inoculadas em 5 ml de 

meio líquido SC-dropout -4 e incubadas overnight a 30°C sob agitação 

constante (200 rpm). 

Dia 2: As células foram coletadas por centrifugação (4000 rpm/10 

minutos),  ressuspensas em 30 µl de solução de litiquase e incubadas por 1 

hora a 37°C, sob agitação constante (650 rpm). Após o período de incubação, 

foram adicionados 200 µl de tampão de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 

100 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM), 200 µl de esferas de vidro e 
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200 µl de fenol/clorofórmio. Após agitação (vórtex por 2 minutos) e  

centrifugação por 12 minutos a 13000rpm, a porção aquosa contendo o DNA 

foi recuperada e precipitada com 150 µl de isopropanol/20 µl de NH4Ac. O 

pellet de DNA foi lavado com etanol 70% e ressuspenso em 15 µl de água. 

 

 

3.2.1.5.5 Transformação de bactérias E coli eletro-competentes 

 

Os fragmentos de DNA isolados das colônias de leveduras foram 

transformados e amplificados em bactérias E.coli Top10 eletro-competentes por 

eletroporação. As colônias de bactérias que continham o plasmído que codifica 

a proteína quimérica contendo o domínio de ativação cresceram em meio 

contendo ampicilina, enquanto que o DNA genômico das leveduras foi 

eliminado na placa de seleção contendo o antibiótico (LB agar/ampicilina 0,1 

mg/ml). O plasmídio AD foi isolado utilizando o kit EZNA Plasmid Miniprep 

Kits I. 

 

 

3.2.1.5.6 Retrasformação de Leveduras contendo o plasmídio BD-

PDE2A com plasmído AD isolado de bactérias E.coli. 

 

Os plasmídeos AD, isolados das colônias de bactérias, como descrito 

em 3.2.1.5.5, foram transfectados em leveduras AH109 tranformadas com a 

quimera BD-PDE2A de acordo com o protocolo descrito na seção 3.2.1.5.1. A 

triagem utilizando os clones AD isolados foi realizada utilizando o mesmo 

protocolo da triagem inicial utilizando a biblioteca de cDNA de cérebro 

humano, descrito em 3.2.1.5.3. 

As colônias de leveduras que cresceram em meio SC-dropout -4 após 

a retransformação, tiveram o DNA isolado, purificado e amplificado de acordo 

com os procedimentos descritos nas secções 3.2.6.4 e 3.2.6.5. 
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3.2.1.5.7 Análise Bioinformática  

 

Os clones positivos isolados ao final da triagem dois-híbridos foram 

sequenciados e analisados utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) disponibilizado pelo NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Foram analisadas as sequências de 

nucleotídeos (BLAST-N) e as sequências de aminoácidos (BLAST-P), 

deduzidas da sequência de nucleotídeos, utilizando o programa ExPASy-

Translate-Tool (http://www.expasy.org/tools/dna.htm).  Os clones com 

informações redundantes a partir da análise das sequências de nucleotídeo e 

aminoácidos foram selecionados e analisados utilizado o programa SMART 

(Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de) 

para identificação de domínios funcionais e motivos protéicos.  

 

 

3.2.1.5.8 Seleção dos clones positivos ao final da triagem dois 

híbridos 

 

Os 141 clones isolados após a retransformação, foram sequenciados e 

analisados como descrito na seção 3.2.1.5.7. Após a análise utilizando o 

programa Blast, os clones com informações discrepantes entre análise de 

nucleotídeos e aminoácidos, as proteínas extracelulares e as proteínas 

desconhecidas foram eliminados, de forma que 25 proteínas foram 

selecionadas como “prováveis interatoras” da PDE2A. Após vasta análise da 

literatura referente às 25 proteínas selecionadas, foram selecionadas 6 

proteínas para serem testadas. 
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3.2.2 Métodos de Biologia Celular 

 

 

3.2.2.1 Transfecção de Células COS-1 

 

Células COS-1 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 

FCS 10%, e penicillin/streptomycin 1% e foram transfectadas utilizando o 

método DEAE-Dextran. As células (6x105) foram distribuídas em placas de 

cultura de 10 cm de diâmetro, após 24 horas, foram lavadas com PBS e 

incubadas por 2 horas a 37°C com a mistura de trasfecção que consiste de 5,7 

ml de meio DMEM sem FCS, 300 µl de DEAE-dextran (solução estoque 1 

mg/ml), 12 µl de cloroquina (solução estoque 100 mM) e 8 µg de DNA. Após o 

período de incubação, a mistura de transformação foi removida e as células 

foram mantidas em DMEM com 10% de FCS e 1% de penicillin/streptomycin, 

a 37°C, 5% de pressão de CO2 e 95% de umidade. 

 

 

3.2.2.2 Transfecção de Células T-RExTM-Hela 

 

Células T-RExTM-Hela foram cultivadas em meio DMEM 

suplementado com FCS 10%, e penicillin/streptomycin 1% e foram 

transfectadas utilizando o reagente Metafectene. As células (6x105) foram 

distribuídas em placas de cultura de 10 cm de diâmetro. A mistura de 

transfecção consiste de: solução A: 8µg de DNA em 700 µl de meio DMEM sem 

FCS; solução B: 20 µl de metafectene em 680 µl de meio DMEM sem FCS. As 

soluções A e B foram misturadas, cuidadosamente agitadas e mantidas por 20 

minutos à temperatura ambiente e em seguida a mistura de trasfecção foi 

adcionada à placa de cultura. Para experimentos de imunofluorescência as 

células foram distribuídas em lamínulas (2 x 1 cm) sendo que, neste caso, a 
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mistura de transfecção consiste de: solução A: 0,6 µg de DNA em 50 µl de meio 

DMEM sem FCS; solução B: 1,5 µl  de metafectene em 48,5 µl  de meio DMEM 

sem FCS. As células foram mantidas a 37°C, 5% de pressão de CO2 e 95% de 

umidade. 

 

 

3.2.2.3 Transfecção de Células Hepa1c1c7 

 

Células Hepa1c1c7 foram cultivadas em meio α-MEM suplementado 

com FCS 10%, e penicillin/streptomycin 1% e foram transfectadas utilizando o 

reagente Fugene. Alíquotas do meio de cultivo contendo 3x105 células  foram 

espalhadas em placas de cultura de 6 cm de diâmetro. Após 48 horas, foi 

adcionado à placa de cultura a mistura de transfecção (20 µl de Fugene, 500 µl 

de meio α-MEM sem FCS e 3 µg de DNA). Para experimentos de 

imunofluorescência as células foram espalhadas em lamínulas (2 x 1 cm) e a 

mistura de transfecção consistia em 4 µl de Fugene, 100 µl de meio α-MEM sem 

FCS e 0,6 µg de DNA. As células foram mantidas a 37°C, 5% de pressão de 

CO2 e 95% de umidade. 

 

 

3.2.3 Métodos Bioquímicos 

 

 

3.2.3.1 Expressão das proteínas fusionadas a GST 

 

As proteínas identificadas pela triagem dois-híbridos: fosfolipase C 

(PLC), HRS, Tulip, WDR13, XAP2 e TFCB foram clonadas no vetor de 

expressão pGEX-4T-3. Essa construção gera a expressão das proteínas citadas 

acima fusionadas a GST na extremidade N-terminal. Bactérias E.coli BL21 

StarTM foram transfectadas com as construções citadas acima e cultivadas em 
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100 ml de meio LB (10 g/l de triptona, 5 g/l de extrato de levedura, 5 g/l de 

NaCl) com 100 µg/ml ampicilina a 37 °C sob agitação constante (220 rpm) até 

a suspensão atingir densidade ótica (D.O. 600 nm) de 0,6-0,7. Em seguida, 

foram adcionados 40 µl de solução de IPTG 1M e a cultura permanecia  sob 

incubação a 37 °C/220 rpm por 4 horas. As células foram coletadas por 

centrifugação (5000 x g/10 minutos/4°C), ressuspensas em 10 ml de tampão 

de lise (NaH2PO4 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, lisosima 1 mg/ml, 1 mM de 

PMSF, 1 µg/ml de leupeptina, 2 µg/ml de aprotinina), mantidas no gelo por 1 

hora e sonicadas 10 vezes por 10 segundos. O lisado foi centrifugado (12000 x 

g/40 minutos/4°C) e utilizado para a purificação das proteínas recombiantes 

em resina glutationa-sepharose.  

 

 

3.2.3.1.1 Purificação das proteínas fusionadas a GST em Resina 

Glutationa-Sepharose 

 

Os lisados de bactérias contendo as proteínas recombinantes 

fusionadas à GST foram incubados a 4°C, por 1 hora com 100 µl da suspensão 

da resina glutationa-sepharose e mantida sob constante agitação. A resina foi 

lavada quatro vezes (por ciclos de centrifugação) com tampão de lise e 

armazenada a 4°C, por no máximo três dias.  

Para os ensaios de atividade enzimática da PDE2A, as GST-proteínas: 

GST-XAP2, GST-N-xap2, GST-C-xap2 ou GST foram eluídas da resina 

glutationa-sepharose com uma solução de glutationa reduzida (GSH) 10 mM 

em tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. A GSH foi removida por diálise contra 

tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, utlizando membrana com limite de exclusão 

de 10.000 Da. A concentração de proteínas foi determinada pelo método de 

Bradford (Bradford, 1976). 

 

 



 59

 

3.2.3.2 Ensaios GST Pull-down 

 

Celulas COS-1 foram transfectadas com VSV-PDE2A. Após 48 horas 

as células foram lisadas com tampão de lise (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM 

NaCl, 1% Triton X-100, 5 mM MgCl2, 1,12 mM DTT, 50 µM cloroquina, 2 

µg/ml aprotinina, 1 µg/ml leupeptina, 1 µg/ml PMSF), o lisado centrifugado 

(12000 x g/20 minutos/4°C) e uma alíquota de 1 ml do lisado foi incubada 

com 10 µl de cada uma das GST-proteínas (secção 3.2.3.1.1)  ligadas a resina 

GSH-sepharose por 3 horas a 4°C sob rotação constante. Após o período de 

incubação, a resina foi lavada quatro vezes (por ciclos de centrifugação) com 

tampão de lise. As proteínas foram submetidas a eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), transferidas para membrana de nitrocelulose 

0,45 µm (Schleider & Schuell, Kassel, Alemanha) e imunocoradas utilizando 

anti-VSV como anticorpo primário e anti-Camundongo-IgG Peroxidase-

conjugado, como antiporpo secundário. As bandas de proteína foram 

reveladas utilizando o kit ECL western blotting detection reagents e expondo a 

membrana a um filme de raio-X. 

 

 

3.2.3.3 Ensaios de Co-imunopecipitação 

 

Células COS-1 foram co-transfectadas com VSV-PDE2A e FLAG-

XAP2 ou com VSV-PDE2A e pcDNA3-HRS (HRS fusionada a myc). Após 48 

horas da transfecção, as células foram lisadas com 1 ml de tampão de lise (50 

mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 5 mM MgCl2, 1,12 mM 

DTT, 50 µM cloroquina, 2 µg/ml aprotinina, 1 µg/ml leupeptina, 1 µg/ml 

PMSF). A imunoprecipitação foi realizada incubando 1µl de anticorpo anti-

FLAG M2 (imunoprecipita Flag-XAP2) ou 1 µl de anticorpo anti-myc 

(imunoprecipita HRS) por duas horas a 4°C sob rotação constante, seguida da 
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adição de 10  µl da suspensão agarose-proteína A/G. A resina de agarose foi 

lavada quatro vezes com tampão de lise e as proteínas foram submetidas a 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), transferidas para 

membrana de nitrocelulose 0,45 µm (Schleider & Schuell, Kassel, Alemanha) e 

imunocoradas utilizando anti-VSV como anticorpo primário e anti-

Camundongo-IgG Peroxidase-conjugado, como antiporpo secundário. As 

bandas de proteína foram reveladas utilizando o kit ECL western blotting 

detection reagents e expondo a membrana a um filme de raio-X. 

 

 

3.2.3.4 Ensaios de Atividade Fosfodiesterásica 

 

Para os ensaios de atividade catalítica da PDE2A foi utlizado o kit de 

quimioluminiscência PDELightTM baseado na reação de oxidação da  luciferina 

pela luciferase. A hidrólise de cAMP pela PDE2A gera AMP que é fosforilado 

a ATP, fornecendo energia para a reação luciferina/luciferase com 

consequente emissão de luz. A luz emitida é diretamente proporcional a 

quantidade de AMP gerado pela hidrólise de cAMP.  

Células COS-1 (5 placas de 10-cm cada) transfectadas com VSV-

PDE2A ou com o vetor pSG8 (mock) vazio foram lisadas com 5 ml de tampão 

de lise;  PDE2A foi imunoprecipitada com 10 µl de anticorpo anti-VSV por 

duas horas, seguida da adição de 200 µl da suspensão agarose-proteína A/G. 

Os grânulos de agarose foram lavados quatro vezes (por ciclos de 

centrifugação) com tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. Os grânulos de agarose-

proteína A/G contendo PDE2A imobilizada foram utilizados para os 

experimentos de atividade catalítica da enzima imobilizada. Cinco µl da 

suspensão de grânulos contendo PDE2A imobilizada (aproximadamente 2,5 

nM, concentração final no ensaio) foram incubados com 125 nM de cada uma 

das GST-proteínas: GST-XAP2, GST-Cxap2, GST-N-xap2 ou GST em tampão 

Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, MgCl2  5 mM por 10 minutos à temperatura 
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ambiente, seguido pela adição de cAMP 25 µM (concentração final no ensaio) e 

incubação de uma hora a 30°C. Após o tempo de incubação, a reação foi 

interrompida e a luminiscência medida usando um leitor de microplaca de 96-

poços Wallac Victor3 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer, USA). 

 

 

3.2.3.5 Ensaio de Fosforilação in vitro por PKA e PKG 

 

Células COS-1 foram transfectadas com o plasmídio contendo 

FLAG-Ahr. Após dois dias, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 

lisadas com 1 ml de tampão de lise. Ahr foi precipitado com anticorpo anti-

FLAG M2 e agarose-proteína A/G. A reação de fosforilação in vitro foi 

realizada pela incubação de Ahr imobilizado em agarose-proteína A/G com 50 

ng da subunidade catalítica da proteína quinase A (PKA) ou 50 ng de proteína 

quinase G (PKG) (ambas previamente purificadas de acordo com Smolenski et 

al, 2000)  em tampão contendo 10 mM HEPES (pH 7,4), 5 mM MgCl2, 1 mM 

DTT, 0,2 mM EDTA, 4 mM ATP, 1 µCi de [γ-32P]ATP, por 30 minutos a 30°C, 

em volume total de reação de 25 µl. A reação foi interrompida com a adição de 

12,5 µl de tampão de amostra SDS-PAGE 3X e imediatamente fervida por cinco 

minutos. A análise da expressão de Ahr foi realizada por Western Blot 

utilizando anticorpo anti-FLAG M2 seguido de anticorpo secundário anti-

camundongo acoplado à peroxidase e ECL reagente. Em seguida, a membrana 

de nitrocelulose foi lavada para retirar o reagente ECL e a incorporação de 32P 

em Ahr foi analisada por autoradiografia por 24 horas a -80°C. Rap1Gap2 foi 

utilizado como controle positivo da reação de fosforilação por PKA e PKG. 
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3.2.4 Métodos Microscópicos 

 

 

3.2.4.1 Ensaios de co-localização entre PDE2A e XAP2 em células Hela 

 

Células Hela (0,6x105 células/ml/compartimento) foram mantidas por 

24 horas em lamínulas com 4 compartimentos, a 37°C and 5% CO2 e em 

seguida transfectadas com os plasmídeos codificando VSV-PDE2A e myc-

XAP2. Um dia após a transfecção, as células foram fixadas com solução de 

paraformaldeido 3,7%, permeabilizadas com tampão PBS contendo 0,2% de 

Triton X-100, incubadas com anticorpos primários anti-VSV (camundongo) e 

anti-myc (coelho) por uma hora a 37°C, seguido da incubação com anticorpos 

secundários conjugados à carbocianina (Cy2-anti-camundongo e Cy3-anti-

coelho).  As lamínulas foram lavadas com PBS e as células analisadas em 

microscópio laser confocal Zeiss LSM 510 equipado com objetivas Plan-

Apochromat 63 /1.4 óleo DIC e software LSM 510 META (Carl Zeiss) 

 

 

3.2.4.2 Ensaios de Migração de Ahr para o Núcleo em Células 

Hepa1c1c7 

 

Células Hepa1c1c7 (0,3x105 células/ml/compartimento) foram 

mantidas por 48 horas em lamínulas com quatro compartimentos, a 37°C and 

5% CO2 e em seguida transfectadas com os plasmídeos codificando VSV-

PDE2A. Vinte e quatro horas após a transfecção, as células foram tratadas com 

TCDD 5 nM, forskolin 20 µM ou 8-Br-cAMP 2mM por 1 hora a 37°C. Em 

seguida as células foram fixadas com solução de paraformaldeido 3,7%, 

permeabilizadas com tampão PBS contendo 0,2% de Triton X-100, incubadas 

com anticorpos primários anti-VSV (camundongo) e anti-Ahr (cabra) por duas 
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horas a 37°C, seguido da incubação com anticorpos secundários conjugados à 

carbocianina (Cy2-anti-camundongo e Cy3-anti-cabra).  As lamínulas foram 

lavadas com PBS e as células analisadas em microscópio laser confocal Zeiss 

LSM 510 equipado com objetivas Plan-Apochromat 63 /1.4 óleo DIC e 

software LSM 510 META (Carl Zeiss). Para avaliação quantitativa do efeito da 

enzima PDE2A sobre a migração de Ahr para o núcleo foram analisadas de 70 

a 200 células individualmente, de pelo menos três experimentos diferentes.  As 

células exibindo uma marcação para Ahr distribuídas no citoplasma e núcleo 

foram designadas “difusa” enquanto que as células exibindo uma marcação 

para Ahr exclusiva ou basicamente nuclear foram designadas “nuclear”. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Triagem Dois-Híbridos em Leveduras para Identificação de 

Interatores da PDE2A 

 

Para identificar proteínas interatoras da enzima PDE2A, foi realizada 

uma triagem dois-híbridos em leveduras Sacharomices serevisae. Para isso, 

PDE2A humana foi utilizada como “isca” e uma biblioteca de cDNA de 

cérebro humano foi analisada. PDE2A foi clonada no vetor de expressão 

pGBKT7, construção essa que gera uma proteína híbrida constituída pelo 

domínio de ligação (PDE2A-BD) do fator de transcrição GAL4 fusionada a 

porção N-teminal da enzima PDE2A. A biblioteca de cDNA analisada na 

triagem foi clonada no vetor de expressão pACT2, uma construção que gera 

proteínas híbridas constituídas pelo domínio de ativação (AD)-Biblioteca de 

cDNA do fator de transcrição Gal4. Os clones positivos na triagem dois-

híbridos foram retransformados em S. serevisae e as leveduras foram 

plaqueadas em meio dropout -4 contendo o substrato X-Gal. As colônias azuis 

indicam clones positivos quanto a expressão do gene repórter da β-

galactosidase. A figura 10 mostra os 141 clones X-Gal positivos obtidos ao final 

da triagem. 

Os clones positivos foram sequenciados e analisados como descrito na 

seção 3.2.6.7. A tabela 2 mostra os resultados da triagem dois-híbridos e a 

tabela 3, a listagem das proteínas selecionadas como interatora da enzima 

PDE2A 
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Figura 10: Triagem Y2H. As colônias que cresceram após retransformação com o 
plasmídeo AD isolado da triagem inicial foram coletadas, numeradas e plaqueadas em meio 
SC-dropout -4 agar contendo x-α-Gal, substrato da enzima β-galactosidase. O substrato 
cromogênico x-α-Gal foi hidrolisado pelas colônias de leveduras que expressaram o gene 
repórter da enzima β-galactosidase e tornaram-se azul. 

 

 

Tabela 2: Resultados da triagem dois-híbridos utilizando PDE2A 
como “isca”.  

 
Parâmetro Número 

 
clones independentes da biblioteca de cDNA 

 
3,5x106

colônias isoladas 236 

colônias X-Gal positivas 192 

colônias após retransformação 148 

colônias X-Gal positivas 141 

prováveis interatores 25 

clones testados 6 
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Tabela 3: Proteínas identificadas na triagem dois-híbridos. 

Nome 

fosfolipase C delta 1 (PLC) 

hepatocyte growth factor-reg. tyr kinase substrate (HRS) 

GARNL1/proteína tipo tuberina (TULIP1) 

WDR13 

HBV-X associated protein (XAP2) 

co-fator B de enovelamento de tubulina (TFCB) 

 

 

 

4.2 Ensaio GST Pull-down com as proteínas identificadas na triagem 

dois-híbridos em leveduras 

 

Para confirmar a interação de PDE2A com as proteínas identificadas 

na triagem dois-híbridos, o cDNA das proteínas indicadas na tabela 2 e 

isolados de acordo com os procedimentos descritos nas seções 3.2.1.5.4 e 

3.2.1.5.5 foram clonados no vetor de expressão de proteínas em bactérias E. 

coli, pGEX-4T-3. Essas construções geraram proteínas híbridas, fusionadas ao 

C-teminal da GST. Os experimentos GST Pull-down foram realizados 

utilizando lisado de células COS-1 transfectadas com cDNA da enzima 

PDE2A. A figura 11 mostra que apenas duas, das seis proteínas testadas, 

interagem com PDE2A. A figura 11A mostra a fraca interação entre hepatocyte 

growth factor-reg. tyr kinase substrate (HRS) e a forte interação entre HBV-X 

associated protein (XAP2). Como controle negativo foi utlilizado GST para o 

qual não foi detectada ligação de GST à PDE2A. A figura 11B mostra o controle 

da expressão de PDE2A no lisado de células COS-1 utilizado no ensaio GST 

Pull-down enquanto que a figura 11C mostra a quantidade de cada GST-

proteína utilizada no ensaio. 
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Figura 11: Ensaio GST Pull-down com as proteínas identificadas na triagem dois-

híbridos. A: As GST-proteínas ligadas à GSH-sepharose foram incubadas, (60 min. a 4oC)  com 
lisado de células COS-1 expressando PDE2A. Os grânulos de sepharose foram lavados com 
tampão de lise e analisados por Western blot uilizando anticorpo anti-VSV; B: Western blot 
controle da expressão de PDE2A no lisado de células COS-1 utilizado no experimento GST 
Pull-down mostrado em A; C: quantidade de cada GST-proteína utilizada no experimento 
mostrado em A. Corante de Ponceau 
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4.3 Interação de PDE2A/HRS e PDE2A/XAP2 em células COS-1 

intactas.  

 

Para confirmar a interação entre PDE2A/XAP2 e PDE2A/HRS em 

células intactas, foram realizados ensaios de co-imunoprecipitação. Para isso, 

células COS-1 foram co-transfectadas com os plasmídeos contendo VSV-

PDE2A/myc-HRS ou com os plasmídeos contendo VSV-PDE2A/flag-XAP2 e 

o ensaio de co-imunoprecipitação foi feito como descrito na seção 3.2.3.3. As 

figuras 12 e 13 mostram que FLAG-XAP2 e myc-HRS, respectivamente, foram 

capazes de precipitar VSV-PDE2A indicando que a interação entre 

PDE2A/XAP2 e PDE2A/HRS ocorre em células intactas. 

 

 

4.4  Interação de PDE2A com XAP2 endógeno.  

 

Para checar a interação entre PDE2A e XAP2 endógeno, foram 

realizados ensaios de co-imunoprecipitação em células Hepa1c1c7. As células 

Hepa1c1c7 são uma linhagem de células de hepatoma de camundongo que 

expressam constitutivamente Ahr e XAP2.  

Hepa1c1c7 foram transfectadas com plasmídeo contendo VSV-PDE2A 

ou com vetor vazio, como descrito na seção 3.2.2.3. Após a transfecção, as 

células foram lisadas, PDE2A foi imunoprecipitada com anticorpo anti-VSV e 

analisada por Western blot utlizando anticorpo anti-XAP2. A figura 14 mostra 

que PDE2A foi capaz de ligar XAP2 endógeno, constitutivamente expresso em 

células Hepa1c1c7. 
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Figura 12: Ensaio de Co-imunoprecipitação entre PDE2A/XAP2. Células COS-1 
foram co-transfectadas com VSV-PDE2A e FLAG-XAP2. Decorridos 48h após a transfecção as 
células foram lisadas e XAP2 foi imunoprecipitado com anticorpo anti-FLAG M2 por 2 horas a 
4°C seguido por incubação com agarose-proteína A/G por 1 hora a 4°C. Os precipitados foram 
lavados e analisados por Western blot usando anticorpo anti-VSV. Experimento típico de 5 
repetições. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Ensaio de Co-imunoprecipitação entre PDE2A/HRS. Células COS-1 
foram co-transfectadas com VSV-PDE2A e myc-HRS. Decorridos 48 após a transfecção as 
células foram lisadas e HRS foi imunoprecipitado com anticorpo anti-myc por 2 horas a 4°C 
seguido por incubação com agarose-proteína A/G por 1 hora a 4°C. Os precipitados foram 
lavados e analisados por Western blot usando anticorpo anti-VSV. Experimento típico de 3 
repetições. 
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Figura 14: Interação de PDE2A com XAP2 endógeno. Células Hepa1c1c7 foram 
transfectadas com VSV-PDE2A ou com vetor vazio. Após a transfecção as células foram 
lisadas e PDE2A foi imunoprecipitado com anticorpo anti-XAP2 por 2 horas a 4°C seguido por 
incubação com agarose-proteína A/G por 1 hora a 4°C. Os precipitados foram lavados e 
analisados por Western blot usando anticorpo anti-XAP2. Experimento típico de 3 repetições. 

 

 

 

4.5 Co-localização de PDE2A e XAP2 em células Hela 

 

Para investigar a localização subcelular de PDE2A e XAP2 foram 

realizados experimentos de microscopia de imunofluorescênia confocal. 

Células Hela foram co-transfectadas com plasmídeos contendo VSV-PDE2A e 

myc-XAP2. O ensaio foi realizado como descrito na seção 3.2.4.1. A figura 15 

mostra que PDE2A e XAP2 localizam-se no citoplasma de forma reticulada 

com distribuição homogeneamente similar das duas proteínas, mostrando, 

claramente a co-localização sub-celular dessas duas proteínas em células Hela 

(figura 15C). 
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Figura 15. Ensaios de co-localização entre PDE2A e XAP2 em Células Hela. Células 

Hela foram co-transfectadas com myc-XAP2 e VSV-PDE2A. Após 24 horas da transfecção, as 
células foram fixadas, permeabilizadas e incubadas com os anticorpos primários anti-myc 
(coelho) e anti-VSV (camundongo), seguido de incubação com os anticorpos secundários (Cy3-
anti-coelho e Cy2-anti-camundongo). As células foram analisadas por microscopia confocal. 
Os quadros A e B mostram myc-XAP2 em vermelho e VSV-PDE2A em verde, 
respectivamente. O quadro C é a sobreposição dos quadros A e B. A região amarela indica co-
localização entre as duas proteínas. Merged: sobreposição. 

  

 

4.6 A região contendo o domínio GAF B da PDE2A é responsável 

pela ligação com XAP2 

 

Para identificar a região da PDE2A envolvida na ligação com XAP2 

foram geradas, por mutagênese sítio-dirigida, construções contendo os  

diferentes domínios da enzima como descrito na seção 3.2.1.4. Uma cauda VSV 

foi fusionada a cada uma das construções da PDE2A. A figura 16A mostra de 

forma esquemática as diferentes construções utilizadas no ensaio GST Pull-

down com GST-XAP2. A figura 16B mostra que apenas as construções 

contendo os domínios GAF A/B e a contendo o domínio GAF B foram capazes 

de ligar XAP2 com a mesma intensidade que PDE2A, enquanto que as 

construções contendo a região N-terminal e a contendo apenas o domínio GAF 
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A não ligam XAP2, indicando que a região contendo o domínio GAF B é 

suficiente para a ligação de PDE2A a XAP2. 

 

 

4.7 Influência de cGMP na interação entre PDE2A e XAP2  

 

PDE2A hidrolisa tanto cAMP quanto cGMP, no entanto quando 

cGMP liga o domínio GAF B da enzima, a atividade catalítica é estimulada na 

ordem de 10 vezes. Já o ANP é um peptídeo com ação vasodilatadora que 

interfere no tônus da musculatura lisa através da ativação da guaniliato ciclase 

com consequente elevação da concentração de cGMP e ativação da proteína 

quinase G (PKG) (Rybalkin et al, 2003). Em células da zona glomerulosa, a 

elevação da concentração de cGMP induzida por ANP estimula a ação de 

PDE2A e o decréscimo da concentração de cAMP com consequente inibição da 

produção e secreção de aldosterona (MacFarland, 1991).  

Considerando que XAP2 liga o domínio GAF B ou uma região 

próxima ao domínio GAF B da enzima PDE2A, foram feitos experimentos de 

co-imunoprecipitação ente PDE2A e XAP2, em células tratadas com ANP, com 

o objetivo de determinar se o aumento da concentração de cGMP influenciaria 

a interação entre PDE2A e XAP2. A figura 17 mostra que a interação entre 

PDE2A e XAP2 não foi alterada pelo aumento da concentração de cGMP em 

células COS-1 em cultura, indicando que o aumento na concentração de cGMP 

não interfere na interação entre PDE2A e XAP2. 
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Figura 16. A região contendo o domínio GAF B da PDE2A é responsável pela 

ligação com XAP2. A) o esquema mostra a organização dos domínios da PDE2A e indica o 
tamanho das diferentes construções utilizadas no experimento mostrado em B; B) células COS-
1 foram transfectadas com as diferentes construções indicadas em A. 48 horas após a 
transfecção, as células foram lisadas (input) e incubadas com GST-XAP2 ou GST acopladas aos 
grânulos de GSH-sepharose por 4 horas a 4°C. Os grânulos foram lavados por 4 vezes com 
tampão de lise antes da adição de tampão de amostra SDS-PAGE e fervidas. As proteínas 
foram resolvidas por SDS-PAGE 10% e identificadas por imunoblot com anticorpo anti-VSV. 
Experimento típico de 3 repetições. 
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Figura 17: A interação entre PDE2A e XAP2 não é influenciada pelo aumento na 

concentração de cGMP.  Células COS-1 foram co-transfectadas com VSV-PDE2A, FLAG-XAP2 
e com o receptor de ANP, GC-A. Após a transfecção as células foram tratadas com ANP 5nM 
por 10 minutos a 37°C e lisadas. XAP2 foi imunoprecipitado com anticorpo anti-FLAG-M2 por 
2 horas a 4°C seguido por incubação com agarose-proteína A/G por 1 hora a 4°C. Os 
precipitados foram lavados e analisados por Western blot usando anticorpo anti-VSV. 
Experimento típico de 3 repetições. 

 

 

 

4.8  Ligação de PDE2A à região C-teminal de XAP2 

 

A região N-terminal de XAP2 contém um domínio de homologia às 

imunofilinas, enquanto que a região C-terminal de XAP2 contém domínios 

TPR. Para identificar a região em XAP2 responsável pela ligação a PDE2A, 

foram geradas duas construções truncadas de XAP2 fusionadas à GST (figura 

18A). Uma construção contem a região N-terminal (GST-N-xap2) e a  outra 

contem a região C-terminal (GST-C-xap2) de XAP2. As proteínas foram 

expressas em bactérias E. coli, purificadas com Sepharose-GSH e utilizadas 

para experimentos GST Pull-down com lisados de células COS-1 transfectadas 
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com VSV-PDE2A. GST-XAP2 e GST foram utlizados como controles positivo e 

negativo, respectivamente. A figura 18B apresenta a análise em SDS-PAGE, 

mostrando que cada mutante migrou de acordo com a massa molecular 

esperada. A figura 18C mostra que apenas GST-C-xap2 e GST-XAP2 foram 

capazes de ligar PDE2A, enquanto que GST-N-xap2 e GST mostraram-se 

desprovidas de tal atividade. Os resultados indicam que a região C-terminal 

de XAP2 é responsável pela interação com PDE2A, provavelmente através dos 

motivos TPR. O domínio TPR é formado por motivos estruturais presentes em 

inúmeras proteínas e que estão comumente envolvidos em interações 

proteína/proteína e na formação de complexos multiprotéicos (Lamb et al, 

1995 and D'Andrea and Regan 2003).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: PDE2A liga-se à região C-teminal de XAP2. A) representação 

esquemática dos domínios de XAP2, indicando as regiões amino- (N-xap2) e carboxi-terminal 
(C-xap2) utilizadas nos experimentos mostrado na figura C; B) SDS-PAGE das proteínas 
fusionadas à GST coradas com Coomasie brilhante blue. Linha a: GST-Nxap2, b: GST-C-xap2, 
c: GST-XAP2 e d: GST; C) Células COS-1 foram transfectadas com VSV-PDE2A, 48 horas após 
a transfecção as células foram lisadas (PDE2A input) e incubadas com GST-Nxap2, GST-Cxap2, 
GST-XAP2 e GST. As proteínas precipitadas foram analisadas por SDS-PAGE e PDE2A ligada 
foi identificada por imunoblot com anticorpo anti-VSV. Experimento típico de 3 repetições. 
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4.9 PDE2A faz parte do complexo Ahr. 

 

Ahr é um fator de transcrição ativado pela presença de ligante que 

pertence à família de proteínas PAS e localiza-se no citoplasma como um 

complexo multiprotéico formado por XAP2, um dímero de hsp90, p23 e Ahr 

(Meyer and Perdew, 1999). Para determinar se PDE2A faz parte do complexo 

Ahr foram realizados ensaios de co-imunoprecipitação na presença dos 

componentes do complexo (XAP2 e hsp90). A figura 19 mostra que PDE2A 

liga não apenas XAP2, mas também a chaperona hsp90. No entanto, na 

presença de XAP2, PDE2A liga preferencialmente XAP2, indicando que 

PDE2A faz parte do complexo Ahr. 
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Figura 19: PDE2A liga hsp90. A) Células COS-1 foram co-transfectadas com VSV-

PDE2A, FLAG-hsp90 e FLAG-XAP2. Após transfecção as células foram lisadas e as expressão 
das proteínas foi analisada or Western blot utilizando anticorpos anti-FLAG M2 e anti-VSV; B) 
PDE2A foi imunoprecipitada do lisado das células COS-1, analisado em A, com anticorpo anti-
VSV e agarose-proteína A/G. Os precipitados foram lavados e analisados em SDS-PAGE 
seguido por imunoblot utilizando anticorpo anti-FLAG M2. 
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Para saber se XAP2 liga PDE2A e hsp90 ao mesmo tempo, foi gerada 

uma construção em que XAP2 está fusionado à cauda myc na porção N-

terminal da proteína e, em seguida foram realizados ensaios de co-

imunoprecipitação. A figura 20B mostra que hsp90 foi capaz de 

imunoprecipitar PDE2A e XAP2 com a mesma intensidade, sugerindo que 

PDE2A faz parte do complexo multiprotéico Ahr e não compete pela ligação 

com XAP2. 
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Figura 20: PDE2A faz parte do complexo Ahr. A) Células COS-1 foram co-
transfectadas com VSV-PDE2A, FLAG-hsp90 e myc-XAP2. Após transfecção as células foram 
lisadas e as expressão das proteínas foi analisada por Western blot utilizando anticorpos anti-
VSV, anti-FLAG M2 e anti-myc; B) FLAG-hsp90 foi imunoprecipitada do lisado das células 
COS-1, analisado em A, com anticorpo anti-FLAG M2 e agarose-proteína A/G. Os 
precipitados foram lavados e analisados em SDS-PAGE seguido por imunoblot utilizando 
anticorpo anti-anti-VSV. A membrana de nitrocelulose foi lavada e imunomarcada com 
anticorpo anti-myc. 
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4.10 Influência de XAP2 na atividade catalítica de PDE2A. 

 

Para analisar possíveis consequências funcionais da interação entre 

PDE2A e XAP2, a atividade catalítica da PDE2A foi medida in vitro na 

presença e ausência de XAP2 e dos mutantes truncados de XAP2. Para isso, 

VSV-PDE2A foi expressa em células COS-1 e purificada do lisado celular, por 

imunoprecipitação, utilizando anticorpo anti-VSV seguido de incubação com 

grânulos de agarose-proteína A/G. O grau de pureza da preparação foi 

estimado por SDS-PAGE. Concentrações crescentes de BSA foram analisadas 

no mesmo gel, para estimar a concentração de PDE2A (Figura 21A). XAP2, N-

xap2 e C-xap2 fusionados à GST foram expressos em bactérias E. coli seguido 

da purificação em resina de afinidade, como descrito na seção 3.2.3.1.1. A 

figura 21 mostra que XAP2, N-xap2 ou C-xap2 não interferiram na atividade 

catalítica da PDE2A, mesmo em excesso molar em torno de 50 vezes, 

concluindo que XAP2 liga PDE2A sem afetar sua atividade catalítica.  

 

 

4.11 Influência de PDE2A no deslocamento do complexo Ahr para o 

núcleo. 

 

O complexo multiprotéico Ahr é formado por XAP2, um dímero de 

hsp90, p23 e Ahr. A ligação de compostos xenobióticos, como TCDD, à Ahr 

provoca o deslocamento do complexo para o núcleo, onde o complexo se 

desfaz. Ahr dimeriza-se com uma proteína chamada Arnt, e o dímero Ahr-

Arnt regula a expressão de genes envolvidos em processos de detoxificação 

(Meyer and Perdew et al, 1999). Recentemente foi demonstrado que cAMP 

induz o deslocamento de Ahr para o núcleo (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). 

Para avaliar se a ligação de PDE2A à XAP2 influencia o deslocamento do 

complexo Ahr para o núcleo foram utilizadas células Hepa1c1c7 que 

expressam Ahr e XAP2 constitutivamente. As células foram transfectadas com  
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Figura 21: XAP2 não interfere com a atividade catalítica de PDE2A recombinante. 

A) Células COS-1 foram transfectadas com VSV-PDE2A, lisadas e PDE2A foi 
imunoprecipitada com anticorpo anti-VSV e agarose-proteína A/G. PDE2A precipitada foi 
analisada por SDS-PAGE e coradas com Coomassie brilhante blue. Linhas a: 0.2 µg BSA; b: 0.5 
µg BSA; c: 1 µg BSA e linha d: 50 µl de PDE2A-ligada aos grânulos de agarose-proteína A/G. 
A migração de PDE2A corresponde à massa de  110 kDa, sendo as bandas de  50 kDa e 35 kDa 
correspondentes às cadeias pesada e leve (Hc e Lc) do anticorpo anti-VSV. B) cinco µl de 
PDE2A ligado aos grânulos de agarose-proteína A/G (aproximadamente 2,5 nM, concentração 
final da proteína) foram incubados com 125 nM de cada uma das GST-proteínas (GST-XAP2, 
GST-Nxap2, GST-Cxap2 e GST) por 10 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, cAMP 
foi adcionado (25 µM concentração final) e a mistura de reação incubada por 1 hora à 30°C. 
Como controles foram utilizados imunopreicipitados de células COS-1 transfectadas com 
vetor vazio (mock) e apenas tampão. C) Após o ensaio de atividade fosfodiesterásica foi 
adcionado tampão de amostra SDS-PAGE e a quantidade de PDE2A em cada meio reacional 
foi estimada por Western blot utilizando anticorpo anti-VSV. Experimento típico de 
quintuplicata realizado 3 vezes 
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VSV-PDE2A ou com vetor vazio, e tratadas com TCDD (5nM), 

forskolin (20 µM) ou 8-Br-cAMP 2 mM por 1 hora a 37°C como descrito na 

seção 3.2.4.2. A localização de Ahr endógeno foi avaliada por 

imunofluorescência em microscopia confocal. Células não tratadas exibem Ahr 

localização difusa pelo citoplasma e núcleo, de forma que não é possível 

distinguir os dois compartimentos (figura 22, painel A).  

Como esperado, TCDD, forskolin e 8-Br-cAMP induziram o 

deslocamento de Ahr para o núcleo (figura 22, painel C, F  I). Em células 

expressando PDE2A (coradas de verde no painel D) a localização de Ahr 

permaneceu difusa mesmo após o tratamento com TCDD (figura 22, painéis D 

e E, onde as células estão indicadas por setas brancas). Em seguida foram 

testados forskolin, um ativador da adenilato ciclase, e 8-Br-cAMP, um análogo 

de cAMP. Como já relatado por Oesch-Bartlomowicz et al. 2005, forskolin e o 

análogo de cAMP induzem deslocamento de Ahr para o núcleo (figura 22, 

painéis F e I). Em células expressando PDE2A, o deslocamento de Ahr para o 

núcleo induzido por cAMP foi significativamente inibido (figura 22, painéis G, 

H, J e K, células indicadas pelas setas brancas).  A avaliação quantitativa dos 

experimentos mostrado na figura 22 mostram que TCDD, forskolin e 8-Br-

cAMP induzem deslocamento de Ahr para o núcleo em 82%, 78% e 80% das 

células analisadas, respectivamente (Tabela 4). Em células expressando 

PDE2A, o delocamento de Ahr induzido por TCDD foi reduzido em quase 

50% quando comparado a células não transfectadas, enquanto que o 

deslocamento de Ahr induzido por forskolin e 8-Br-cAMP foi reduzido em 

71% e 78%, respectivamente. 
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Figura 22: Localização celulas de Ahr em células expressando PDE2A. Células 

Hepa1c1c7 foram transfectadas com VSV-PDE2A. 24 horas após a transfecção, as células foram 
tratadas com TCDD 5 nM (C, D e E), forskolin 20 µM (F, G e H) ou 8-Br-cAMP 2 mM (I, J e K) 
por 1 hora a 37°C, fixadas, permeabilizadas e  incubadas com anticorpos anti-Ahr M20 (cabra) 
para visualizar Ahr endógeno e anti-VSV (camundongo) para detectar PDE2A transfectada 
seguida pela incubação dos anticporpos secundários (Cy3-anti-cabra e Cy2-anti-camundongo). 
Células não tratadas são apresentadas como controles (A e B). A figura mostra as células 
efetivamente transfectadas com VSV-PDE2A em verde e as setas indicam as células 
transfectadas que perderam efeito de deslocamento de Ahr induzido pelos respectivos 
tratamentos. Os quadros D/E, G/H e  J/ H são a mesma foto, sendo que as fotos do lado 
direito estão com a fluorescência verde da enzima PDE2A omitida para a visualização do 
efeito.  
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Tabela 4: Avaliação quantitativa da inibição do deslocamento de Ahr 

em células expressando PDE2A. As células foram ordenadas em dois grupos  

de acordo com a distribuição subcelular de Ahr. O grupo “difusa” compreende 

as células em que a marcação de Ahr se encontra localizada no cioplasma e 

núcelo, enquanto que no grupo “nuclear” a marcação concentra-se no núcleo. 

difusa        nuclear       

Não trat

fo

8

Localização de Ahr em 
células transfectadas 

com PDE2A % Ahr 
deslocamento difusa         nuclear      

% Ahr 
deslocamento 

Localização deAhr em 
células não 

transfectadas 

38/194      156/194                 80.4 

195/202        7/202                   3.5 

36/207       171/207                82.6 

40/187      147/187                 78.6         

         170/174        4/174                   2.3     

         100/177       77/177                 43.5 

          91/119        28/119                 23.5 

          59/72          13/72                   18.0 

adas 

TCDD 

rskolin 

-Br-cAMP 

 

 

 

4.12 Fosforilação de Ahr por PKA ou PKG 

 

cAMP é um mensageiro intracelular ubíquo, que ativa proteína 

quinase A (PKA), uma serina/treonina proteína quinase que é capaz de 

fosforilar diversos substratos diferentes dentro da célula (Asirvatham et al, 

2004). Em resposta a cAMP, Ahr desloca para o núcleo adotando uma 

conformação singular capaz de interagir com proteínas ainda não identificadas 

de forma independente da presença de ligante. O mecanismo pelo qual cAMP 

induz o deslocamento de Ahr para o núcleo e suas conseqüências funcionais 

ainda não é conhecido, mas sabe-se que a inibição de PKA bloqueia o efeito de 

cAMP sobre a via de sinalização de Ahr (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). Com 

o obejtivo de elucidar o mecanismo desencadeado por cAMP sobre a via do 

Ahr, foram realizados ensaios de fosforilaçao in vitro com PKA e PKG como 

descrito na seção 3.2.3.5. 
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A figura 23 mostra que Ahr não é fosforilado por PKA ou PKG, 

mesmo após 24 horas de exposição ao filme de raio X como forma de detecção 

de 32P. Como controle positivo da fosforilação por PKA, foi utilizada 

Rap1GAP2, uma proteína ativadora de GTPase (GAP) específica para Rap1, 

uma proteína ligadora de nucleotídeos de guanina do tipo Ras (Schultess et al, 

2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Ahr não é fosforilado por quinases reguladas por nucleotídeos cíclicos 

(PKA e PKG). Células COS-1 foram transfectadas com FLAG-Ahr e FLAG-Rap1Gap2 (como 
controle positivo de PKA). As proteínas expressas foram precipitadas com anticorpo anti-
FLAG M2 e fosforiladas in vitro utilizando [γ-32P]ATP, PKG e a subunidade catalítica de PKA 
purificadas. Para detectar a incorporação de 32P, as amostras foram resolvidas por SDS-PAGE, 
transferida para membrana de nitrocelulose e expostas ao filme por 24 horas à -80°C. Em 
seguida, a quantidade de proteína foi determinada por Western blot utlizando anticorpo anti-
FLAG M2. Experimento típico de 2 repetições. 
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5. DISCUSSÃO 

 

cAMP é um mensageiro intracelular ubíquo, envolvido em diversos 

sinais intracelulares em células eucarióticas, das leveduras às células dos 

animais superiores, incluindo o sistema celular humano. A interação de 

ligantes específicos (hormônios, neurotransmissores e moléculas odorantes)  

aos seus respectivos receptores dispara a produção de cAMP, que por sua vez, 

ativa efetores intracelulares tais como os canais iônicos CNG (cyclic nucleotide-

gated), as proteínas de troca de nucleotídeos de guanina ativadas por cAMP 

(EPACs) e a proteína quinase A (PKA). Mesmo promovendo a ativação de tão 

limitado grupo de efetores, cAMP regula um surpeendente número de 

cascatas de eventos celulares, aí incluídas, entre outras, a ativação de canais 

iônicos, contração e relaxamento do músculo liso e cardíaco, secreção 

glândular, plasticidade neuronal, resposta imune, agregação plaquetária, 

lipólise, glicogenólise, proliferação celular e apoptose (Zaccolo et al, 2006). Por 

sua vez, as fosfodiesterases (PDEs) são a única via de degradação do cAMP, 

logo elas funcionam como enzimas-chave na regulação de tais processos. Além 

disso, PDEs podem ser direcionadas a compartimentos subcelulares 

específicos, como a membrana plasmática, ou ser recrutada para comlexos 

multiprotéicos de sinalização, consequentemente regulando a concentração 

local de cAMP (Martin and Cooper, 2006 e Zaccolo et al, 2006). 

As PDEs estimuladas por cGMP (PDE2s) compoem umas das famílias 

de PDEs cujas estruturas protéicas contém domínios regulatórios conhecidos 

como domínios GAF A e GAF B (Martinez et al, 2002a). O domínio GAF A é 

responsável por dimerização enquanto que o domínio GAF B liga cGMP. A 

presença de cGMP ligado ao domínio GAF B estimula alostericamente a 

atividade catalítica da enzima na ordem de 10 vezes sobre a hidrólise de cAMP 

(Martinez et al 2002b, Wu et al, 2004).  
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XAP2 contém em seu N-terminal um domínio de homologia a 

imunofilinas e por isso é um membro da superfamília dessas proteínas. As 

imunofilinas são o alvo seletivo de drogas imunosupressoras, tais como as 

ciclosporinas, FK506 ou rapamicina (Marks 1996). No entanto, XAP2 não é 

capaz de ligar drogas imunosupressoras (Carver et al, 1998). Vários membros 

da família das imunofilinas também possuem função de chaperona e 

interagem com hsp90. Por exemplo, FKBP52 (uma das proteínas ligadoras de 

FK506) forma complexo com os receptores citosólicos dos hormônios 

esteroidais glucocorticóide (GR), progesterona (PR), estrogênio (ER) e 

andrógeno (AR) (Meyer and Perdew, 1999).  

Neste trabalho, foi identificada a interação entre PDE2A e XAP2, o 

componente imunofilina do complexo multiprotéico Ahr. Esta é a primeira vez 

que foi descrita a identificação de uma proteína ligadora de PDE2A. Bentley et 

al, 2001 haviam indicado que fosfoproteínas ainda não caracterizadas e mesmo 

desconhecidas, poderiam funcionar como potenciais ligadoras de PDE2A em 

células neuronais PC12 quando tratadas com NGF (fator de crescimento de 

nervos). Todavia, no presente trabalho foi, pela primeira vez descrita, 

identificada e caracterizada uma proteína (XAP2) ligadora de PDE2A (de 

Oliveira et al, manuscrito submetido).  

A interação entre PDE2A e XAP2 foi identificada pela técnica dois-

híbridos em leveduras S. cerevisiae. No entanto, a técnica dois-híbridos 

normalmente gera consideravel número de clones falso-positivos (Pedrazzi 

and Stagljar, 2004). Assim a interação entre PDE2A e XAP2 foi confirmada em 

experimentos in vitro e in vivo como GST Pull-down (Fig. 11) e 

coimunoprecipitação em células COS-1 e Hepac1c7 em cultura (Fig 12 e 14). 

Além disso em experimentos de determinação da compartimentalização 

celular utilizando a técnica de microscopia confocal, foi confirmada a co-

localização citosólica entre PDE2A e XAP2, em células Hela em cultura, 

basicamente ao redor do núcleo e em algumas regiões ao longo do citoplasma 

(Figura 15).  
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HRS e STAM são proteínas que se encontram unidas, ligadas à 

membrana do endossomo. Estudos recentes mostram que o complexo 

HRS/STAM possui papel chave na regulação negativa de receptores tirosina-

quinase (RTKs). O complexo HRS/STAM liga porções de ubiquitina e age 

como maquinaria de escolha (degradação ou reciclagem) reconhecendo 

receptores ubiquitinados e os transferindo para o lisossomo (Komada and 

Kitamura, 2005). A interação entre PDE2A e HRS também foi confirmada por 

ensaios de co-imunoprecipitação em células COS-1 em cultura (Fig 13), no 

entanto as características estruturais e as consequências biológicas dessa 

interação não foram o foco de estudo desse trabalho.  

Identificamos também a região contendo o domínio GAF B da PDE2A 

como a responsável pela ligação com XAP2. Os domínios GAF presentes em 

certas proteínas, representam um dos maiores e mais difundidos sítios de 

ligação de moléculas pequenas e têm sido conservado por mais de 2 bilhões de 

anos de evolução, já que foi identificado em espécies desde cianobactérias até 

mamíferos. Mais de 1300 proteínas contém domínios GAF e estão envolvidas 

em diversas vias de transdução de sinais (Martinez et al, 2002a). No caso das 

PDEs, os domínios GAF estão presentes em cinco das 11 famílias de PDEs de 

mamíferos. cGMP liga-se ao domínio GAF das PDEs 2, 5, 6 e 11, enquanto que 

cAMP liga-se ao domínio GAF da PDE10 (Gross-Langenhoff et al, 2006). Até 

hoje não foi relatada a ligação proteína-proteína mediada pelos domínios GAF. 

Neste trabalho foi mostrado claramente que a região contendo o domínio GAF 

B da enzima PDE2A é suficiente para mediar a interação com XAP2 (figura 16). 

No entanto, PDE2A é capaz de interagir com cGMP e com XAP2 ao mesmo 

tempo, já que células tratadas com o hormônio ANP (que aumenta a 

concentração de cGMP através da estimulação da guanilato ciclase) não 

interfere na ligação entre PDE2A e XAP2 em experimentos de co-

imunoprecipitação em células COS-1 em cultura (figura 17). 

Para determinar a região de XAP2 responsável pela interação com 

PDE2A, foram gerados duas construções truncadas de XAP2 contendo a região 
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N- e a C- terminal fusionadas à GST. Verificamos, como mostrado na figura 18, 

que a região C-teminal de XAP2 foi capaz de ligar PDE2A, com a mesma 

intensidade que liga XAP2 tipo selvagem. Esses resultados indicam, que a 

interação é mediada pelos domínios TPR presentes na região C-terminal de 

XAP2, uma vez que os motivos estruturais TPR, presentes em diversas 

proteínas, servem de mediador nas  interações proteína-proteína e na fomação 

dos complexos multiprotéicos  (Lamb et al, 1995 and D'Andrea and Regan 

2003). A exigência de sequências C-terminal de XAP2 para ligação com PDE2A 

é redundante com o requerimento de sequências C-terminal de XAP2 para 

ligar hsp90 no complexo Ahr. Para elucidar se XAP2 liga PDE2A e hsp90 ao 

mesmo tempo, foram realizados experimentos de co-imunoprecipitação. Os 

resultados mostram claramente (figura 20) que hsp90 é capaz de precipitar 

PDE2A e XAP2, sugerindo que XAP2 liga PDE2A e hsp90 ao mesmo tempo e 

que PDE2A faz parte do complexo Ahr e não compete pela ligação à XAP2 (de 

Oliveira et al). Além disso, PDE2A também liga hsp90, no entanto a interação é 

fortemente reduzida na pesença de XAP2, indicando que PDE2A faz parte do 

complexo Ahr por ligar-se preferencialmente à XAP2 (figura 19). A relação 

entre o número de motivos TPR e a afinidade e especificidade com que liga a 

proteína-alvo ainda não está clara. Um exemplo interessante do emprego de 

motivos TPR é a especificidade dupla de ligação a uma única proteína, como a 

proteína Hop (hsp70/hsp90 organizing protein), uma chaperona que tem 3 

motivos TPR e liga duas proteínas alvo, hsp70 e hsp90, facilitando a formação 

de complexos multiprotéico como os do receptor de progesterona e o receptor 

de glicocorticóides (D'Andrea  and Regan, 2003 and Carrigan et al, 2006).  

Face aos resultados seqüenciais acima descritos, tornou-se necessário 

investigar se XAP2 exerceria alguma interferência sobre a atividade catalítica 

de PDE2A, uma vez que XAP2 liga e regula outros fatores de transcrição, além 

de Ahr. Por exemplo, XAP2 interage com a proteína X do virus da hepatite B e 

inibe seu deslocamento para o núcleo (Kuzhandaivelu et al, 1996). Além disso, 

XAP2 liga proteínas que não estão envolvidas diretamente com o controle 
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transcricional, como o receptor do hormônio da tireóide (Froidevaux, et al 

2006). Para entender as possíveis consequências funcionais da interação entre 

PDE2A e XAP2, a atividade catalítica da PDE2A foi medida in vitro na 

presença e ausência de XAP2. Os resultados obtidos (ver figura 21) mostram, 

indubitavelmente, que XAP2 não interfere com a atividade catalítica de 

PDE2A, mesmo em excesso molar em torno de 50 vezes. XAP2 também liga a 

isoenzima PDE4A5 especificamente (Bolger et al, 2003). Todavia, ao contrário 

do resultado apresentado neste trabalho, a ligação de XAP2 à PDE4A5 reduziu 

a atividade catalítica da enzima. No entanto, no trabalho relatado por Bolger et 

al, a concentração de PDE4A5 utilizada nos ensaios de atividade não foi 

especificada, assim a razão molar de XAP2 sobre PDE4A5 pode ser 

significativamente alta, o que coloca em dúvida a relevância fisiológica da 

inibição relatada. Adicionalmente foi relatado pelos autores, que 

interessantemente, a ligação de XAP2 à PDE4A5 aumenta a sensibilidade da 

enzima ao inibidor rolipram e atenua a habilidade de PKA fosforilar PDE4A5. 

Possíveis efeitos de PDE4A5 sobre a via do Ahr não foram estudados. 

A partir do conjunto de dados acima relatados, pode-se afirmar que 

este trabalho fornece evidências para um novo papel da enzima PDE2A na 

regulação do fator de transcrição Ahr. Além dos dados relatados acima, 

verificamos ainda outras funções relevantes da PDE2A ao comprovarmos que 

a enzima inibe o deslocamento do complexo Ahr para o núcleo (de Oliveira et 

al.). Ahr é um fator de transcrição induzível por ligante que serve de mediador 

às respostas celulares induzidas por compostos xenobióticos, tais como 

poluentes ambientais como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e 

dioxinas policloradas (TCDD). Na ausência de ligante, o receptor latente está 

associado a um dímero da chaperona hsp90 e à duas proteínas ligadoras de 

hsp90, as co-chaperonas p23 e XAP2 (Kashuba et, 2006). Em resposta à ligação 

de xenobióticos, Ahr é deslocado para o núcleo onde dimeriza com ARNT. O 

heterodímero Ahr-ARNT liga regiões de DNA chamadas “elementos de 

controle transcricional induzível por xenobióticos (XRE: xenobiotics regulatory 
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elements)” que controlam a transcrição de genes que codificam enzimas 

envolvidas na metabolização de drogas, como citocromo P450-1A1, P450-1A2, 

GST-A2, entre outras (Meyer and Perdew et al, 1999, Bock and Köhle, 2006). A 

participação de Ahr no desenvolvimento hepático, na nefrogênese, no sistema 

imune, na proliferação e diferenciação celular (Schmidt and Bradfield, 1996, 

Carlson and Perdew, 2002) sugere que a via Ahr pode estar envolvida na 

regulação desses processos na ausência de ligantes exógenos. No entanto, 

ainda não são conhecidos os sinais endógenos que levam à ativação dessa via. 

Recentemente, cAMP foi identificado como um mediador da indução do 

deslocamento de Ahr para o núcleo, agindo como um repressor, ao invés de 

estimulador, da expressão de genes  do citocromo P450 regulados por Ahr 

(Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). 

Para avaliar se a ligação de PDE2A à XAP2 influencia o deslocamento 

do complexo Ahr para o núcleo, induzido por cAMP, foram utilizadas células 

Hepa1c1c7, que expressam Ahr e XAP2 constitutivamente, transfectadas ou 

não com PDE2A. A localização subcelular de Ahr foi avaliada por 

imunofluorescência em microscopia confocal. Os resultados apresentados 

nesse trabalho (ver figura 22) mostram claramente a inibição do deslocamento 

de Ahr para o núcleo induzida por TCDD, forkolin (um ativador da adenilato 

ciclase) e 8-Br-cAMP (um análogo de cAMP permeável à membrana celular) 

em células transfectadas com PDE2A. No entanto, a inibição por PDE2A do 

deslocamento para o núcleo de Ahr induzido por TCDD não é tão intenso 

quando comparada com o tratamento com forskolin e com o análogo de 

cAMP.  

Para estudar a possível fosforilação de Ahr por PKA ou PKG, 

verificamos, inicialmente, que as sequências de Ahr humano e de camundongo 

revelam a presença de sítios de fosforilação por PKA (Bock and Köhle, 2006). 

No entanto, o resultado apresentado neste trabalho (ver figura 23) mostra 

claramente que nem PKA nem PKG foram capazes de fosforilar Ahr, apesar de 

H89 (inibidor de PKA) ser capaz de bloquear os efeitos nucleares de Ahr 
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induzidos por cAMP (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). Uma explicação para 

esses resultados discrepantes seria a mudança conformacional sofrida por Ahr 

com consequente exposição do sítio de fosforilação por PKA. Ressalve-se, no 

entanto, que a natureza do estímulo permanece desconhecida. 

Os resultados desse trabalho em conjunto indicam que PDE2A liga 

XAP2 e faz parte do complexo multiprotéico de Ahr, como um componente 

regulatório, responsável por manter Ahr no citoplasma, já que a presença de 

PDE2A poderia inibir o aumento da concentração local de cAMP, necessária 

para o deslocamento do complexo Ahr para o núcleo. Grande número de 

evidências sugerem que PDEs contribuem para a compartimentalização da 

sinalização por cAMP. Por exemplo, em ventriculócitos de rato neonatos, 

PDE4 está envolvida em regular o nível de cAMP em domínios contendo alta 

concentração de β-adrenoceptor e adenilato ciclase, de forma que o 

acoplamento funcional de PDEs à receptores específicos fornece uma via 

eficiente de controle do nível de cAMP de forma estímulo-específica (Zaccolo 

et al, 2006, Mongillo et al, 2006b). No entanto, ainda não está claro o papel de 

PDE2A na via de Ahr induzido por TCDD e 8-Br-cAMP (um análogo de cAMP 

resistente à hidrólise por PDEs). Uma possibilidade seria a regulação negativa 

da transcrição ou expressão de Ahr ou a regulação positiva das vias de 

degradação de Ahr, já que foram observados em algumas células transfectadas 

com PDE2A o enfraquecimento do sinal de Ahr. Estudos adicionais ainda são 

necessários visando esclarecer o mecanismo de ação de PDE2A sobre o 

deslocamento de Ahr para o núcleo celular, assim como quanto à  formação do 

complexo multiprotéico de Ahr, já que não foi determinado se PDE2A é parte 

constitutiva do complexo ou é recrutada mediante um determinado sinal. 

Além disso, o mecanismo pelo qual cAMP estimula o deslocamento para o 

núcleo de Ahr ainda não foi determinado, o que é de total importância para 

compreensão da conexão entre a via dos nucleotídeos cíclicos e a via do Ahr. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Ao final deste trabalho, podemos concluir que: 

- A enzima PDE2A interage com XAP2 in vitro e in vivo  

- A região contendo o domínio GAF B da PDE2A é responsável pela 

interação com XAP2 

- PDE2A liga à região C-terminal de XAP2, provavelmente no 

domínio TPR  

- PDE2A faz parte do complexo multiprotéico da via de sinalização do 

Ahr 

- XAP2 não interfere com a atividade catalítica de PDE2A 

- PDE2A regula a via de sinalização de Ahr inibindo o deslocamento 

do receptor para o núcleo 

- Ahr não é fosforilado por PKA ou PKG nas condições testadas, 

apesar da existência de sequência  de fosforilação por PKA 
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7. PERSPECTIVAS 

 

As próximas etapas deste trabalho referem-se a elucidação dos 

mecanismos celulares e moleculares que envolvem a ativação da via de 

sinalização do Ahr por cAMP e o papel da enzima PDE2A. Para isso, os 

objetivos são: 

- Produção em larga escala da ezima PDE2A recombinate  

- Produção de anticorpos policlonais contra a enzima PDE2A 

recombinante 

- Determinar se PDE2A é parte integrante constitutivamente do 

complexo multiprotéico do receptor Ah. Se não for, identificar o(s) sinal(s) que 

recrutam PDE2A ao complexo 

- Identificar as proteínas nucleares associadas ao Ahr, quando 

ativado por cAMP 

- Identificar os genes regulados por Ahr quando ativado por cAMP 

- Identificar o mecanismo pelo qual cAMP induz ativação do 

receptor Ah 
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