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RESUMO

Lactococcus lactis, a bactéria lactica modelo, é considerada segura e vem sendo ha muito
utilizada para producéo e entrega de antigenos e citocinas as superficies de mucosas. Mais
recentemente, os estudos envolvendo este microorganismo tém também focado em sua
utiilizacdo como veiculo para entrega de vacinas de DNA, plataforma vacinal inovadora que
envolve a administracdo de um vetor plasmideano de expressdo eucaridtica capaz de
codificar proteinas imunogénicas ou imunomoduladoras e que apresenta grande potencial
como agente profilatico e terapéutico. Todavia, a despeito das metodologias de entrega de
vacinas de DNA até o momento desenvolvidas apresentarem relativa eficiéncia na entrega
dos plasmideos vacinais as células hospedeiras, estas séo falhas em direciona-los para o
ndcleo celular, evento crucial para que a ORF de interesse seja expressa e a vacina de DNA
desempenhe sua fungéo. Considerando que o envelope nuclear constitui 0 maior obstaculo
a entrada dos plasmideos vacinais no nucleo das células alvo, a otimizacdo do
direcionamento destes para o0 ndcleo, bem como a transposicdo desta barreira é de
fundamental importancia para a eficacia de uma vacina génica. Com o objetivo de melhorar
0s niveis de importacdo nuclear e de expressdo génica a partir de um plasmideo vacinal
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (pValac; Vaccination using lactic acid bacteria), a
ser entregue especificamente por uma linhagem invasiva de L. lactis, este trabalho procurou
otimiza-lo através da inser¢cdo de uma sequéncia nucleotidica do virus simio 40 (SV40, do
inglés Simian Virus 40), descrita como sendo capaz de direcionar DNA exdgeno ao nucleo
de células eucaridticas e aumentar a expressdo génica a partir dos plasmideos que a
contenham. Esta sequéncia, denominada Sequéncia de Endere¢camento Nuclear (DTS, do
inglés DNA nuclear Targeting Sequence), foi clonada no vetor pValac e para avaliagdo da
funcionalidade desta construcdo, a ORF da proteina verde fluorescente (GFP, do inglés
Green Fluorescent Protein) foi utilizada como reporter. A avaliacdo da funcionalidade da
construcao final pValac::DTS::gfp se deu por meio de sua transfecgdo em células mamiferas
e andlises através de microscopia de fluorescéncia e RT-PCR. Para efeito de comparacgéo
entre a expressdo de GFP a partir do plasmideo pValac::DTS::gfp e do plasmideo controle
pValac::gfp, foram realizados ensaios de Citometria de Fluxo. Os resultados mostraram que
a presenca da DTS no plasmideo pValac::gfp ndo foi capaz de aumentar a expresséo da
proteina GFP, resultados estes que estdo em desacordo com a maioria daqueles reportados

pela literatura.



ABSTRACT

Lactococcus lactis, the Lactic Acid Bacteria model, is considered to be safe and has been
widely used for the production and delivery of antigens and cytokines to the mucosal level.
More recently some studies have focused on their use as delivery vehicles of DNA vaccines,
an innovating vaccine platform that involves administration of a plasmid vector of eukaryotic
expression capable of coding imunogenic or imunomodulatory proteins with high potential as
profilaxic and/or therapeutic agent. DNA vaccine delivery methodologies developed till today
present relative efficacy in delivering the vaccine plasmids to host cells, although they are
failures in their delivery to the cell nucleus, which is the crucial event for expression of the
ORF of interest and DNA vaccine action. Considering that the nuclear envelope constitutes
the major obstacle for nuclear entry of vaccine plasmids into target cells, optimizing the
delivery of these to the nucleus, as well as transpositioning this barrier, is of fundamental
importance for the efficiency of a DNA vaccine. With the objective of improve nuclear import
levels and gene expression of a vaccine plasmid developed by our research group (pValac;
Vaccination using lactic acid bacteria), to be delivered specifically by an invasive strain of L.
lactis, this work’s goal was to optimize this plasmid by inserting a nucleotide sequence from
the simian virus 40 (SV40), characterized by its capacity to deliver exogenous DNA to the
nucleus of eukaryotic cells and increase gene expression of the plasmids that contain it. This
sequence, called DNA nuclear Targeting Sequence (DTS) was cloned into the pValac vector
and in order to evaluate the functionality of this construction, the ORF of the Green
Fluorescent Protein (GFP) was used as reporter. The functionality of the final construction,
pValac::DTS::gfp, was assessed by transfection of mammalian cells and analysed through
fluorescent microscopy and RT-PCR. In order to compare GFP expression between the
pValac::DTS::gfp plasmid and the control plasmid, pValac::gfp, flow cytometry experiments
were also performed. The obtained results showed that the presence of the DTS in the
pValac::gfp plasmid was not able to improve the expression of the reporter protein,

disagreeing with most of the results reported in the literature.
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1.2 INTRODUCAO GERAL

As “vacinas de DNA” “ou “vacinas génicas’, como também sdo conhecidas,
representam as mais recentes formas de imunizacdo e constituem uma interessante
alternativa para a apresentacdo de moléculas ao sistema imune. Esta tecnologia inovadora
envolve a administracdo de vetores plasmideanos contendo um cassete de expressao
eucaridtica, no qual sequéncias codificadoras de proteinas imunogéncias ou
imunomoduladoras sao inseridas, sendo possivel a sintese destas proteinas pelo préprio
individuo vacinado, com consequente apresentacdo das mesmas ao sistema imune e
protecdo (Gurunathan et al., 2000). A utilizacdo destas vacinas oferece uma série de
vantagens econbmicas, técnicas e logisticas quando comparada as vacinas tradicionais. Em
relacdo ao seu perfil de seguranca, as vacinas de DNA s&o capazes de induzir imunidade
humoral e celular, assim como as vacinas baseadas em patdégenos atenuados, sem,
contudo, apresentarem 0s riscos associados aquela estratégia. Devido ao fato de que os
plasmideos vacinais podem ser facilmente replicados em bactérias, é possivel uma
producao rapida, barata e em larga escala e, além disso, por serem estaveis a temperatura
ambiente, as vacinas génicas nado necessitam de refrigeragdo (Kutzler e Weiner, 2008).

Atualmente, diversos métodos de administracao de vacinas de DNA estdo disponiveis,
sendo que a utilizagdo de bactérias enteropatogénicas atenuadas para esta finalidade tem
se apresentado como uma estratégia interessante, sobretudo para imunizacdo por via de
mucosas (Schoen et. al, 2004). Todavia, o risco de reversao ao fen6tipo patogénico destes
microorganismos existe, fato que deve ser levado em consideracdo principalmente quando
se trata de sua administragéo a criangas e individuos imunocomprometidos (Dunham, 2002).
Tal situagcdo poder ser contornada pela utilizagdo de bactérias ndo patogénicas, cenério no
gual as bactérias lacticas (BL) se destacam como alternativa promissora (Wells e Mercenier,
2008).

As BL constituem um grupo diverso de microrganismos Gram-positivos, que dentre
outras caracteristicas compartilhadas, possuem a capacidade de converterem aclcares em
acido lactico (Makarova e Koonin, 2007). Dentre os representantes deste grupo,
Lactococcus lactis é a espécie mais bem caracterizada e figura como um microorganismo
modelo no estudo dos mesmos, ndo s6 por sua importancia econémica, mas também devido
ao fato de esta bactéria ser de facil manipulacdo, possuir o status “GRAS” (“Generally
Recognized As Safe”), ter sido a primeira BL cujo genoma foi sequenciado (Bolotin et al.,
2001) e possuir um grande numero de ferramentas genéticas ja desenvolvidas (de Vos,
1999; Nouaille et al., 2003). Desta forma, Lactococcus lactis vem sendo ha muito utilizada
para producdo e entrega de antigenos e citocinas as superficies de mucosas (Wells e

Mercenier, 2008), sendo que mais recentemente, os estudos envolvendo esta bactéria tém
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se concentrado em sua utiilizagdo como veiculo para entrega de vacinas de DNA (Pontes et
al., 2011).

Neste contexto, uma linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteina A de
ligacdo a Fibronectina (FNBPA, do inglés Fibronectin-Binding Protein A) de Staphyloccocus
aureus (Que et al., 2001), foi testada pelo grupo de pesquisa no qual o presente trabalho se
encontra inserido, no intuito de melhorar a entrega de DNA as células mamiferas (Innocentin
et al., 2009). A proteina FnBPA medeia a adesao de S. aureus ao tecido hospedeiro e sua
entrada em células ndo fagociticas (Sinha et al., 2000), portanto, sua utilizacdo poderia
facilitar a entrega dos plasmideos vacinais. Resultados in vitro revelaram que a linhagem L.
lactis FNBPA" foi capaz de invadir células epiteliais humanas da linhagem Caco-2 de
maneira mais eficiente que uma outra linhagem, néo invasiva e, por fim, entregar mais DNA
aguelas células (Innocentin et al., 2009). Além disso, um novo plasmideo, chamado pValac
(Vaccination using lactic acid bacteria) foi construido. O pValac foi formado pela fusédo do (i)
promotor do citomegalovirus (pCMV), (i) sitio de clonagem multipla, (iii) sequéncia sinal de
poliadenilagdo do Horménio de Crescimento Bovino (BGH poli-A), (iii) origens de replicacéo,
de modo a permitir a propagacédo deste plasmideo tanto em Escherichia coli quanto em L.
lactis, e (iv) um gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol, para selecdo das linhagens
recombinantes (Guimaraes et al., 2009). Ademais, para verificacdo de sua funcionalidade, a
OREF reporter da proteina verde fluorescente (GFP, do inglés Green Fluorescent Protein) foi
inserida neste vetor, dando origem ao pValac::gfp (Guimarées et al., 2009). Devido ao seu
pequeno tamanho (3.742 pb), o pValac permite a clonagem de grandes fragmentos génicos
em sua estrutura, representando, dessa maneira, uma ferramenta potencial para a
imunizacdo génica (Pontes et al., 2011).

Como pode ser observado, L. lactis apresenta grande potencial para atuar como
veiculo carreador de vacinas de DNA, representando uma alternativa bastante atraente em
relagdo a utilizacdo das j& mencionadas bactérias enteropatogénicas atenuadas. Contudo,
apesar das inUmeras vantagens atribuidas as vacinas génicas e do fato de a utilizagéo de L.
lactis constituir uma estratégia segura e bastante promissora para entrega das mesmas,
existem algumas limitagdes a serem consideradas e vencidas a fim de se alcancar uma
aplicagéo realmente eficaz desta inovadora plataforma vacinal.

Uma limitacdo importante ao potencial profilatico das vacinas de DNA tem sido os
baixos niveis de expressdo génica e imunogenicidade, observados, sobretudo, em estudos
envolvendo primatas superiores e seres humanos (Nordstrom et al., 2005; Ferrera et al.,
2007; Liu, 2011; Coban et al., 2011). A inducao de resposta imune apds imunizacdo com
vacinas génicas, por sua vez, depende primordialmene da capacidade de expressdo do
antigeno codificado pelo plasmideo vacinal (Faurez et al., 2010) e, para que isso aconteca, 0

DNA plasmideano deve atingir o ndcleo das células do individuo vacinado. Este processo,
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no entanto, é dificuldado devido a presenca de numerosas barreiras intracelulares, sendo o
envelope nuclear o maior obstaculo a entrada do plasmideo vacinal no nucleo das células
alvo (Lam e Dean, 2010). Assim sendo, a otimizagdo dos vetores vacinais, visando
direciona-los mais eficientemente para o compartimento nuclear, € tema de grande
importancia (Miller e Dean, 2009; Faurez et al., 2010).

Para tal finalidade, diversas abordagens tém sido adotadas, sendo que a insercao de
uma sequéncia nucleotidica do virus simio 40 (SV40, do inglés Simian Virus 40),
denominada Sequéncia de Enderecamento Nuclear (DTS, do inglés DNA nuclear Targeting
Sequence) e descrita como sendo capaz de direcionar DNA exdgeno ao nucleo de células
eucaridticas, tem demonstrado resultados interessantes no que diz respeito ao aumento da
expressao génica a partir dos plasmideos que a contenham (Dean, 1997; Dean et al., 1999;
Vacik et al.,, 1999; Li et al.,, 2001; Young, Benoit e Dean, 2003; Young, Zimmer e Dean,
2008).

Sendo assim, o presente trabalho se propds a responder a seguinte questdo: a
insercdo da DTS de SV40 no plasmideo vacinal pValac, contendo a sequéncia codificadora
da proteina GFP a ser utilizada como ORF reporter, poderia resultar em niveis mais
elevados de importacdo nuclear deste plasmideo, com consequente aumento da expressao
da referida proteina?

Além disso, buscou-se também obter a linhagem L. lactis FnBPA" contendo tal
plasmideo (denominado pValac::DTS::gfp), para que, uma vez verificada a capacidade de
aumento da expressdo génica a partir do mesmo, esta linhagem possa ser utilizada em
estudos posteriores de entrega deste vetor vacinal, in vivo.

Enfim, o trabalho aqui apresentado, e ainda em andamento, faz parte de uma nova
linha de pesquisa que visa testar e implementar a otimizagdo de plasmideos vacinais, no
intuito de melhorar a eficacia de novas vacinas génicas, a serem entregues ao hospedeiro
por bactérias indcuas, como é o caso de Lactococcus lactis, através da via de administracao

em mucosas.



1.3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este manuscrito apresenta, em sua primeira secdo, uma revisdo de literatura
abordando trés assuntos principais: (i) as vacinas de DNA, seu mecanismo de ac¢éo, suas
vantagens e suas principais vias de entrega; (ii) as Bactérias Lacticas (BL) como veiculos
para entrega de vacinas génicas, especialmente no que concerne ao uso de linhagens
invasivas de Lactococcus lactis para esta finalidade e (iii) as limitacdes das vacinas de DNA
bem como estratégias para contorna-las, enfatizando a otimizacdo de vetores vacinais
através da insercdo da DTS de SV40. Em seguida, encontram-se os objetivos do trabalho e
a metodologia utilizada para seu desenvolvimento. A seguir, os resultados obtidos e a
discussdo dos mesmos sdo apresentados em trés partes: (i) a obtencdo do plasmideo
pValac::DTS::gfp; (ii) a verificagdo de sua funcionalidade em células eucaritticas e (iii)) a
transformacao do respectivo plasmideo na linhagem invasiva L. lactis FnBPA®™. Por fim, as
conclusBes e as perspectivas do presente trabalho serdo demonstradas, seguindo-se as

referéncias bibliograficas.



2 INTRODUCAO



2.1 VACINAS DE DNA

Desde o surgimento das primeiras vacinas até as formulagBes vacinais mais
recentemente descritas, grandes areas da ciéncia, tais como a microbiologia e a biologia
molecular, tém demonstrado um papel crucial no desenvolvimento de novas formas de
imunizacdo, mais seguras e eficazes (Diniz e Ferreira, 2010).

Dentre as plataformas vacinais, as “vacinas de DNA”, ou “vacinas génicas”, como
também séo conhecidas, representam as mais recentes formas de imunizacéo e constituem
uma interessante alternativa para a apresentacdo de moléculas ao sistema imune. Estas
vacinas consistem na administracdo de vetores plasmideanos contendo um cassete de
expressao eucariética, no qual sequéncias codificadoras de proteinas imunogéncias ou
imunomoduladoras sao inseridas, sendo possivel a sintese destas proteinas pelo préprio
hospedeiro, com consequente apresentacdo das mesmas ao sistema imune e protecédo
(Gurunathan et al., 2000).

2.1.1 Histoérico

A primeira evidéncia na literatura do uso imunoldgico de uma molécula de DNA
remonta ao ano de 1992, quando Tang, De Vit e Johnston, entdo pesquisadores da
Universidade do Texas, observaram que a injecdo de plasmideos contendo a sequéncia
codificadora do hormdénio do crescimento humano em camundongos foi capaz de gerar
anticorpos especificos contra este hormdnio, sugerindo que o DNA poderia ser utilizado
também para induzir respostas imunes contra doencas infecciosas (Tang, De Vit e Johnston,
1992). Naquele mesmo ano, durante a Reunido Anual de Vacinas no “Cold Spring Harbor
Laboratory”, trés outros grupos de pesquisa reportaram inducdo de imunidade celular e
humoral em modelo murino, ap6s a “imunizacdo génica”. Dois destes trabalhos
comprovavam a geragdo de resposta imune contra o virus influenza (Ulmer et al., 1993;
Fynan et al., 1993) e o terceiro, contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)
(Wang et al., 1993). Posteriormente, resultados semelhantes foram obtidos apés imunizacéo
de camundongos contra o herpesvirus bovino | (Cox, Zamb e Babiuk, 1993) e contra o virus
da raiva (Xiang et al., 1994), reiterando o potencial imunogénico e protetor das vacinas de
DNA.
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2.1.2 Vacinas de DNA aprovadas e em ensaios clinicos

As vacinas de DNA constituem uma nova geracdo de produtos biotecnoldgicos
utilizados tanto para fins profilaticos quanto para fins terapéuticos que estdo comecando a
entrar no mercado. Os progressos nesta &rea resultaram no desenvolvimento e nha
comercializacdo de quatro vacinas de DNA licenciadas para uso veterinario, sendo uma
delas contra o virus do Nilo Ocidental, que infecta cavalos (Davis et al., 2001; Davidson et
al., 2005), outra contra o virus da necrose hematopoiética infecciosa em salmées (ApexIHN®
- Novartis, 2005), uma terceira vacina terapéutica relacionada a liberacdo do fator de
crescimento em suinos (LifeTide® SW 5 — VGX™ Animal Health, 2008) e finalmente, uma
vacina para tratamento de melanoma canino (ONCEPT™ - Merial, 2010). Tais
licenciamentos se apresentam como uma importante validacdo dessa plataforma vacinal,
visto que ilustam seu potencial comercial (Kutzler e Weiner, 2008).

Com relacdo a utilizacdo das vacinas de DNA em seres humanos, os resultados
positivos obtidos através de estudos pré-clinicos em diferentes modelos animais, inclusive
primatas, proporcionaram o acumulo de dados sobre a eficacia e a seguranga dessas
formulacdes, permitindo o inicio dos testes clinicos (Silva et al., 2004). Assim sendo, apesar
de ainda ndo existirem produtos licenciados para uso humano, diversos ensaios clinicos
utilizando vacinas de DNA estdo sendo conduzidos, sendo que muitos destes tém se
concentrado no combate a AIDS e no tratamento e prevencgao de diversos tipos de cancer e
doencas autoimunes (http://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=dna+vaccines; acesso
em out/2011). Estes testes tém demonstrado que as vacina de DNA s&o bem toleradas e
seguras, uma vez que nédo foram relatados eventos adversos significativos em varios dos
estudos j& concluidos (Liu e Ulmer, 2005; Liu, 2011), mas, entretanto, em relacdo ao seu
perfil imunogénico, alguns destes testes tém reportado baixos niveis de imunogenicidade
(Nordstrom et al., 2005; Ferrera et al., 2007; Liu, 2011; Coban et al., 2011).

2.1.3 Estruturas dos vetores vacinais

As vacinas de DNA sdo compostas de vetores plasmideanos codificando proteinas
imunogénicas ou imunomoduladoras. Em termos gerais, estes vetores contém (i) uma
origem de replicagdo procaridtica, que permite a sua propagacao no hospedeiro microbiano
e (i) um gene que confere resisténcia a um determinado antibiético (sob controle de um
promotor procariético), necessario a selecédo dos clones que possuem o plasmideo. A regido
de expressao eucaridtica, por sua vez, é geralmente composta por (i) um promotor viral forte

e constitutivo, visando conferir um alto nivel de expressao génica nas células eucariéticas,
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(i) um sitio de clonagem multipla, que permite a insercdo da sequéncia codificadora de
interesse, (iii) um cdédon de parada, para garantir a terminagéo correta da proteina e (iv) uma
sequéncia sinal de poliadenilagcao (poli-A), necessaria a estabilizacdo do transcrito primario
(Fig. 1) (Gurunathan, Klinman e Seder, 2000; Kano, Vidotto e Vidotto, 2007).

SMC
Seq. de Codon de

Kozak
m parada

Promotor
“Poli &)
Vacina de DNA

Expressao Eucaridtica

Origem&
Replicagao Marcador de

Selegao

Propagagéo Procaridtica

Figura 1: Representacdo esquemédtica de um plasmideo vacinal. Na parte superior da figura
encontra-se a regido de expressdo eucaridtica, composta por (i) promotor (geralmente de origem
viral), (ii) sequéncia de Kozak (sinalizando o start cédon), (iii) sitio maltiplo de clonagem (SMC), (iv)
coédon de parada e (v) sequéncia sinal de poliadenilagcao (poli-A). Na porcao inferior, observa-se a
regido de propagacédo procariotica, contendo (i) origem de replicagdo procariética e (ii) marcador de
selecdo (Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008).

2.1.3.1 Propagacdo Procariotica

No que diz respeito as origens de replicagdo presentes nas vacinas de DNA,
atualmente a grande maioria dos vetores utilizados para este propoésito é derivada dos
plasmideos pBR322 ou pUC. Estes plasmideos contém uma origem de replicacdo
intimamente relacionada com a origem ColE1 de Escherischia coli, sendo este sistema
caracterizado por permitir alta taxa de replicacdo do DNA plasmidiano em um curto periodo
de tempo (Williams, Carnes e Hodgson, 2009; Ingolotti et al., 2010).

Com relacdo aos marcadores de sele¢do, 0os quais sdo responsaveis pela estabilidade
e manutencdo dos plasmideos vacinais na célula bacteriana, aqueles mais utilizados sao

genes que conferem resisténcia a antibiéticos, sendo a resisténcia a canamicina a mais
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difundida (Ingolotti et al., 2010). No entanto, estratégias de selecdo alternativas, como por
exemplo a complementacao auxotroéfica, tém sido analisadas visando o desenvolvimento de

vetores vacinais menores e mais seguros (Williams, Carnes e Hodgson, 2009).

2.1.3.2 Unidade Transcricional

Promotor

No cassete de expressdo eucariftica, promotores virais tais como o do
Citomegalovirus (pCMV), Rous virus (pRSV), Simio virus (pSV40) e Herpes simplex virus
tipo 1 (promotor da timidina quinase) tém sido frequentemente utilizados para a expressao
do transgene de interesse (Becker, Noerder e Guzmén, 2008). Dentro deste grupo, o pCMV
se destaca por promover altos niveis de expressao constitutiva em uma grande variedade
de células mamiferas, sendo o mais usado atualmente. (Kutzler e Weiner, 2008). Além
disso, a utilizagdo de alguns promotores ndo-virais também vem sendo considerada e,
apesar da relativa fraqueza da atividade destes promotores em relagdo aos seus homoélogos
virais, eles constituem uma possivel alternativa, como o promotor do gene do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) de
classe Il (Vanniasinkam, Reddy e Ertl, 2006).

Transgene

As vacinas génicas apresentam um diferencial em relacdo as outras vacinas, que é a
possibilidade de se codificar multiplas proteinas em uma simples construgdo. Assim, além
do antigeno ao qual se desejar imunizar, podem, por exemplo, ser adicionados genes com

fungBes adjuvantes, no intuito de melhorar a poténcia destas vacinas (Ingolotti et al., 2010).

Sequéncia de Poliadenilagéo

A inclusdo de um sitio de rescisdo, ou sequéncia sinal de poliadenilagdo (AAUAAA),
junto a extremidade 3’ da sequéncia codificadora de interesse € essencial para a expressao
eucaridtica. O sinal de poliadenilacdo é necessario para a correta finalizacdo da transcricao
da sequéncia de interesse, adicdo da cauda poli-A e exportacdo do RNA mensageiro
(mRNA) do nlcleo para o citoplasma, desempenhando um papel importante em sua
estabilidade (Kutzler e Weiner, 2008). Atualmente, a maioria dos vetores contém o sinal de
poliadenilagdo do virus SV40 ou do Horménio de Crescimento Bovino (BGH, do inglés
Bovine Growth Hormone). Estudos tém revelado que a sequencia sinal de poliadenilacdo do
BGH é até duas vezes mais eficiente que as demais, sendo por isso a mais comumente
utilizada (Xu et al., 2002).
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Sequéncia de Kozak e codons de parada

Outra caracteristica importante a ser considerada na constru¢cdo do cassete de
expressao eucaribtica é a inser¢cdo de uma sequéncia consenso especifica que circunda o
start cédon, sinalizando-o, denominada sequéncia de Kozak. Esta sequéncia é responsavel
pelo reconhecimento do mRNA pelos ribossomos eucaritticos, afetando assim os niveis de
expressao génica (Becker, Noerder e Guzman, 2008). Por fim, para garantir a terminacéo
correta da proteina, também € importante a insercdo de um stop codon (Kutzler e Weiner,
2008).

2.1.4 Mecanismo de acado das vacinas de DNA

Os mecanismos de indugédo da imunidade pelas vacinas de DNA tém sido alvo de
intensa investigacdo. Sabe-se que apdés a administracdo destas, o DNA plasmideano é
captado pelas células locais ou por células apresentadoras de antigenos (APC, do inglés
Antigen Presenting Cells). Uma vez no citoplasma, o vetor vacinal, utilizando a rede de
microtubulos da célula e suas proteinas motoras associadas, atinge o nucleo (Vaughan e
Dean, 2006), onde a expressdo do antigeno relacionado ao agente infeccioso ao qual se
deseja imunizar é realizada por meio da maquinaria transcricional e traducional desta
prépria célula (Silva et al., 2004). As APCs possuem um papel central em ativar a resposta
imune adaptativa do hospedeiro. Migrando para os linfonodos, elas apresentam os
antigenos endogenos por moléculas de MHC de classe |, gerando ativagédo de linfécitos
TCD8+ citotoxicos. Todavia, 0 antigeno produzido pelas células do individuo vacinado pode
também atingir 0 meio extracelular, tanto por secre¢do (caso possuam sinais para
exportagdo), quanto por lise destas células, pelos referidos linfocitos TCD8+ ativados. Uma
vez no meio extracelular, o antigeno pode estimular diretamente a producdo de anticorpos
por linfécitos B ou ser capturado por outras APCs; neste caso, estas APCs apresentam os
peptideos resultantes do processamento antigénico via moléculas de MHC classe |,
ativando linfocitos TCD4+ auxiliares (Fig. 2). Tanto respostas do tipo TH1 quanto TH2
podem ser induzidas, demonstrando o potencial desta estratégia vacinal no combate e/ou
tratamento de uma ampla gama de doengas (Silva et al., 2004).

A apresentacdo antigénica via moléculas de MHC classe | e Il, com consequente
ativacdo de linfocitos T CD8+, T CD4+ e producao de anticorpos, mimetiza 0 processo
resultante de uma infeccdo natural, gerando ambas as respostas imunes humoral e celular,
propriedade importantissima que difere as vacinas de DNA de outros estratégias vacinais,

tais como vacinas inativadas ou de subunidade (Oliveira, 2004).
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Figura 2: Representacdo esquematica da inducdo da imunidade celular e humoral por vacinas
de DNA. A sequéncia codificadora de interesse é clonada no plasmideo vacinal e este entdo é
administrado ao individuo. O exemplo demonstra a entrega da vacina de DNA por via intramuscular.
Apés alcancar o nucleo de miécitos e APCs, os componentes do plasmideo permitem a iniciacdo da
transcricdo génica, levando a sintese de proteinas no citoplasma. Posteriormente, as APCs migram
através dos vasos linfaticos aferentes para os 6rgéaos linféides e apresentam os peptideos antigénicos
via moléculas de MHC classe | ou Il aos linfécitos T. Células TCD8+ tornam-se ativadas assim como
os linfécitos TCD4+, que passam a secretar citocinas, levando a ativagdo de células B. Além disso, os
antigenos livres sé@o reconhecidos por imunoglobulinas expressas na superficie das células B, que,
por sua vez, 0s apresentam novamente aos linfocitos TCD4+ auxiliares. Esse processo coordenado
gera uma resposta especifica contra o antigeno de interesse ap0s ativacao de células T e B que
migram através dos vasos linfaticos eferentes para o local onde a vacina foi administrada (Adaptado
de Kutzler e Weiner, 2008).
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2.1.5 Vantagens das vacinas de DNA

As vacinas de DNA, além de serem capazes de induzir imunidade humoral e celular
assim como as vacinas baseadas em patdgenos atenuados, sem, contudo, apresentarem 0s
riscos associados aquela estratégia, apresentam indmeras outras vantagens sobre as
vacinas tradicionais em termos de seguranca, facilidade de fabricacdo, estabilidade e
imunogenicidade (Tabela 1). Nestas vacinas, a sintese endégena do antigeno ocorre com
caracteristicas estruturais muito semelhantes a molécula nativa sintetizada pelo patdégeno,
criando condicdes para inducdo de respostas imunes mais efetivas (Silva et al., 2004).
Devido a sua estrutura simples, modificacdes na constru¢do do plasmideo vacinal podem
ser feitas em um curto periodo de tempo e tendo em vista que as vacinas de DNA podem
ser facilmente replicadas em bactérias, é possivel uma producéo rapida, barata, e em larga
escala (Kutzler e Weiner, 2008). Além disso, diferentemente das vacinas vivas e de
subunidade, as vacinas génicas sdo altamente estaveis e nao requerem refrigeracao,
caracteristica muito favoravel a sua utilizagdo sob condi¢cbes oferecidas em paises em
desenvolvimento (Silva et al., 2004).

Outra vantagem relevante que as vacinas génicas apresentam sobre as demais € a
possibilidade de se codificar mais de um antigeno em um mesmo vetor vacinal (Capone et
al., 2006; Williams, Carnes e Hodgson, 2009), gerando as chamadas vacinas multigenes ou
multivalentes (Gurunathan et al., 2000), que possibilitam imunizacdes simultaneas contra
varios agentes infecciosos. Cabe ainda ressaltar que as vacinas de DNA oferecem a
possibilidade de ser usadas terapeuticamente (Delavallée et al., 2008).

Em relagdo ao seu perfil de seguranga, estas ndo apresentam riscos de causar
infecgBes, pois 0s plasmideos expressam apenas genes especificos para determinada
proteina antigénica (Oliveira, 2004). Questdes referentes a possibilidade de integracdo do
plasmideo vacinal ao DNA gendmico da célua, bem como geracdo de auto-imunidade em
resposta as vacinas de DNA tem sido levantadas, todavia, estudos realizados até o
momento ndo tém demonstrado risco iminente de esses fendbmenos ocorrerem. As vacinas
de DNA que estdo sendo testadas atualmente ndo tém apresentado evidéncias de
integracé@o dos plasmideos vacinais no genoma de células hospedeiras (Temin, 1990; Kurth,
1995; Manam et al., 2000; Ledwith et al., 2000; Pal et al., 2006; Sheets et al., 2006). Quanto
ao desenvolvimento de auto-imunidade, estudos pré-clinicos em primatas ndo humanos e os
primeiros estudos em seres humanos ndo detectaram aumento de anticorpos antinucleares
ou anti-DNA, ndo havendo, portanto, evidéncia convincente de seu surgimento em resposta
as vacinas de DNA (Bagarazzi et al., 1997; MacGregor et al., 1998; Le et al., 2000; Klinman
et al., 2000; MacGregor et al., 2000).
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Tabela 1: Vantagens da utilizac&o de vacinas de DNA (Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008).

VANTAGENS CARACTERISTICAS

Modificagdes no plasmideo vacinal podem ser feitas em curto periodo
de tempo
Possibilidade de otimizacédo de plasmideos e transcritos
Utilizacdo dos avancos da gendmica para construcdo da vacina
Tempo de manufatura Rapida producéo
Incapacidade de reversdo a formas virulentas, como as vacinas vivas
Diferentemente de algumas vacinas inativadas, a eficacia nao
Seguranca depende de tratamentos toxicos
Nenhum efeito adverso significante nos ensaios clinicos realizados até
0 momento foi reportado
Maior termo-estabilidade em relacéo as outras vacinas

Construgéo

Estabilidade O -
Maior vida util
Facil estocagem e transporte
Mobilidade N&o é necessaria refrigeracdo constante
Imunogenicidade {/r;\(lj:Sgao de resposta imune celular e humoral, assim como as vacinas

2.1.6 Vias de administracado e sistemas carreadores de vacinas de DNA

As vias de entrega e as estratégias de administragcdo das vacinas génicas sao
aspectos de grande importancia para a expressdo dos antigenos de interesse e
condicionamento de uma resposta imune eficaz. Existem diversas vias e formas pelas quais
uma vacina de DNA pode ser administrada, sendo que a administragdo de DNA nu por via
intramuscular tem sido a abordagem mais utilizada (Kutzler e Weiner, 2008). Entretanto,
embora esse mecanismo seja um processo simples e de baixo custo, alguns inconvenientes
podem limitar sua utilizagdo, como por exemplo, a necessidade de aplicacdo de grandes
guantidades de plasmideo (Lowrie et al., 1997), uma vez que o DNA desprotegido é exposto
a nucleases que sao capazes de degrada-lo, tornando-o ineficaz para induzir uma resposta
imune (Janior et al.,, 2004). Além disso, por se tratar de uma rota invasiva, vacinas
administradas parenteralmente sdo pouco eficientes em estimular o sistema imune
associado as mucosas, sendo efetivas somente contra patdégenos que penetram no
organismo pela rota sistémica (Lowrie et al., 1997).

Devido a sua acessibilidade e dimenséo, outra abordagem para entrega das vacinas
de DNA tem sido administra-las através da pele. A biobalistica ou gene gun é um método de
entrega epidérmica de DNA, onde as células de Langerhans e queratindcitos sao
diretamente transfectados pelo bombardeio de particulas de ouro revestidas com os
plasmideos de DNA (Fuller, Loudon e Schmaljohn, 2006). Outra metodologia que tem sido

amplamente estudada para entrega de plasmideos vacinais € a técnica de eletroporagéo ou
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eletropermeabilizacdo. A aplicacdo de pulsos de alta voltagem com duracdo de
milissegundos em um tecido pode gerar poros na membrana celular, permitindo a entrada
da vacina de DNA no citoplasma das células (Zaharoff et al., 2002). Esta abordagem tem
demonstrado resultados muito positivos no que se refere ao aumento da eficacia da entrega
das vacinas génicas e da magnitude da resposta imune gerada por elas (Widera et al., 2000;
Bodles-Brakhop, Heller e Draghia-Akli, 2009; Brave et al., 2011; Vasan et. al., 2011).

Adicionalmente, outros diferentes métodos cutédneos para a entrega das vacinas de
DNA vém sendo investigados, tais como a injecdo intradérmica ou subcutanea, cujos alvos
sao fibroblastos e queratindcitos; o uso topico, como o DermaVir, que transfecta células de
Langerhans - as APCs da pele - por meio de um adesivo cutaneo (Lori, Calarota e
Lisziewicz, 2007), o Painting DNA, que consiste em escarificar algumas camadas da pele, a
fim de se obter uma transfeccdo mais eficiente (Watabe et al., 2001) e o “DNA tatooing”,
forma recente de administracdo de vacinas génicas que se assemelha a um processo de
tatuagem e que tem apresentado resultados interessantes quanto a geragdo de respostas
imunes mais potentes (Pokorna, Rubio e Muller, 2008; van den Berg et al.,, 2009). A
nanotecnologia também vem sendo explorada para facilitar a internalizacao destas vacinas.
Esta tecnologia é atualmente aplicada na administracdo de drogas, mas ja estd sendo
considerada para a entrega de vacinas de DNA e terapia génica (Peek, Middaugh e
Berkland, 2008).

Outra possivel via de administracédo para vacinas de DNA que nao se deve deixar de
mencionar sdo as superficies de mucosas. A vacinacao por esta via, recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude por razbes econdmicas, logisticas e de seguranca,
apresenta a possibilidade de geracdo de ambas as respostas imunes sistémica e de
mucosas (Neutra e Kozlowski, 2006; Wells, 2011), sendo esta Ultima particularmente
interessante, haja vista que muitos patégenos invadem o organismo por esta rota. Ademais,
a administracdo de vacinas por esta via € relativamente simples, 0 que permite maior
aceitagcdo por parte dos individuos a serem vacinados (Bahey-EI-Din, Gahan e Griffin, 2010).
Dentro do contexto da imunizacdo por via de mucosas, a utilizacdo de bactérias
geneticamente modificadas representa uma alternativa promissora para a entrega dos

plasmideos vacinais (Bermudez-Humaran et al., 2003).

2.1.7 Bactérias na entrega de vacinas de DNA

Estudos realizados por Walter Schaffner em 1980 demonstraram que as bactérias sdo
capazes de transferir material genético para células mamiferas, in vitro. Por esse motivo
elas foram propostas como um novo vetor a ser utilizado para transferéncia de plasmideos

vacinais (Schaffner, 1980; Courvalin, Goussard e Grillot- Courvalin, 1995; Sizemore,
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Branstrom e Sadoff, 1995; Vassaux et al., 2006). Essa transferéncia ocorre quando a
bactéria entra na célula eucariética em uma vesicula primaria, que logo apos é fundida a um
compartimento lisossomico, ocorrendo a lise bacteriana. Subsequentemente, o DNA
plasmidiano deve escapar da vesicula para o citoplasma e, em seguida, ser translocado
para o ndcleo da célula, para que ocorra a expressao da ORF de interesse e posterior

apresentacdo do antigeno ao sistema imune (Figura 3) (Schoen et al., 2004).
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Figura 3: Representacdo esquematica da transferéncia de um plasmideo vacinal de uma
bactéria invasiva atenuada para uma célula eucariotica. (1) Célula eucaridtica e bactéria contendo
o plasmideo vacinal; (2 e 3) Entrada da bactéria em uma vesicula primaria na célula hospedeira; (4)
Fusdo da vesicula priméria com o compartimento lisossémico e lise bacteriana; (5) Escape do
plasmideo de DNA da vesicula para o citoplasma; (6) a vacina de DNA alcanca o nicleo da célula; (7
e 8) Transcricdo e traducdo do antigeno de interesse e apresentacdo deste ao sistema imune
(Adaptado de Pontes et al., 2011).

Um aspecto importante da “bactoinfec¢do” é a possibilidade de se imunizar individuos
pelas mucosas oral e nasal, que representam a primeira linha de defesa contra
microorganismos que utilizam esse meio de entrada (Izadpanah et al., 2001). Outra
vantagem deste sistema de entrega consiste no fato de que as bactérias sao capazes de
acomodar plasmideos de grande tamanho, o que possibilita a insercdo de multiplas ORFs
de interesse, além de protegé-los contra degradagcdo por nucleases (Hoebe, Janssen e
Beutler, 2004). Além disso, as bactérias podem atuar como adjuvantes devido a presenca
de moléculas em sua estrutura, conhecidas como padres moleculares associados aos

patégenos (PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns), capazes de
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modular respostas imunes inatas, promovendo, como consequéncia, uma resposta imune
adaptativa eficiente e douradora (Hoebe, Janssen e Beutler, 2004). Por fim, este sistema é
tido como pouco dispendioso, dada a facilidade de cultivo das bactérias e porque a
perpetuacdo do plasmideo vacinal se d4 pelo simples crescimento da cultura bacteriana,
sendo assim, etapas de purificagdo do plasmideo tornam-se desnecessarias (Schoen et al.,
2004).

Atualmente, as bactérias utilizadas para entrega de vacinas de DNA sdo, em sua
maioria, enteropatogénicas atenuadas, dentre as quais pode-se citar Salmonella typhi,
Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica e E. coli (Daudel, Weidinger
e Spreng, 2007). Seu uso € interessante uma vez que, mesmo atenuadas, estas sdo
capazes de interagir com a superficie das mucosas e infectar células mamiferas, facilitando
a introducédo do plasmideo vacinal (Becker, Noerder e Guzman, 2008). Tais bactérias tém
sido empregadas como transportadoras de plasmideo de DNA para profilaxia de varias
doencas infecciosas e tumores (Schoen et al., 2004), contudo, o risco de reversdo a seu
fenotipo patogénico existe, fato que deve ser levado em consideragdo principalmente
quando se trata de sua administracdo a criancas e individuos imunocomprometidos
(Dunham, 2002). Sendo assim, alguns grupos de pesquisa, visando estratégias mais
seguras para a entrega das vacinas de DNA, tém explorado o potencial de bactérias ndo
patogénicas para esta finalidade, cenario no qual as bactérias lacticas se destacam como
alternativa promissora (Wells e Mercenier, 2008).

2.2 BACTERIAS LACTICAS

2.2.1 Caracteristicas gerais

As bactérias lacticas (BL) constituem um grupo de microrganismos Gram-positivos,
microaerofilos, ndo formadores de esporos e ndo moveis, capazes de converterem acucares
(hexoses) em &cido lactico (Makarova e Koonin, 2007). Atualmente, trinta e dois géneros
bacterianos com porcentagem de G+C no genoma inferior a 55%, compdem o grupo das BL
(Kénig e Frohlich, 2009), dentre os quais estdo incluidos os géneros Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, e Lactobacillus, sendo este ultimo o maior
representante do grupo, contendo cerca de 80 espécies (Carr, Chill e Maida, 2002).

Por serem utilizadas ha séculos em processos de fermentacdo e preservacdo de
alimentos, a maior parte destas bactérias é considerada segura para consumo humano,
possuindo o status “GRAS” (do inglés, Generally Recognized As Safe) (van de Guchte et al.,
2006).
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Na industria alimenticia, as BL s&o utilizadas para a fermentacdo de alimentos e
bebidas, formagcdo do sabor (Urbach, 1995), preservacdo (Stiles, 1996), producdo de
suplementos ou aditivos (Hugenholtz et al., 2002), bacteriocinas (De Vuyst e Leroy, 2007) e
exopolissacarideos (Cerning, 1990; Welmam e Maddox 2003). Elas também podem ser
utilizadas para a producéo de consideraveis volumes de quimicos, como acido lactico (Kwon
et al., 2001), vitamina B (Taranto et al., 2003; Burgess et al., 2004) e aguUcares de baixa
caloria (Taguchi et al., 2008). A estes microrganismos ainda é atribuido um importante papel
na manutencao da salde e na prevencao de infec¢des (Reid et al., 2003; Klaenhammer et
al., 2005), sendo alguns destes referidos como probidticos, ou seja, "microrganismos vivos
gue, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a salde do
hospedeiro” (Sanders, 2003).

Além de sua ampla utilizagdo na indastria de alimentos, as bactérias lacticas
apresentam grande potencial para serem utilizadas como “usinas celulares” para producao
de biomoléculas, sendo que muitas proteinas de interesse médico e biotecnoldgico ja foram
produzidas por elas, tais como citocinas, enzimas, alérgenos e antigenos (Nouaille et al.,
2003; Bermudez-Humaran, Corthier e Langella, 2004). Atualmente, uma nova aplicacdo
para as BL vem sendo considerada, a qual consiste na sua utilizagdo como vetores vacinais
para apresentacdo de antigenos ao sistema imune ou entrega de proteinas terapéuticas ao
individuo, bem como sua utilizacdo para entrega de vacinas de DNA (Pontes et al., 2011),
estando esta Ultima utilizacdo potencial sob extensa investigagdo, utilizando principalmente

a bactéria lactica modelo Lactococcus lactis.

2.2.2 Lactococcus lactis como veiculo carreador para entrega de vacinas

génicas

Dentre todas as bactérias lacticas, Lactococcus lactis é a espécie mais bem
caracterizada e figura como microorganismo modelo no estudo das mesmas, ndo sé por sua
importancia econdmica, mas também devido ao fato de ser um microrganismo de facil
manipulacao, possuir o status “GRAS”, ter sido a primeira BL cujo genoma foi sequenciado
(Bolotin et al., 2001) e possuir um grande numero de ferramentas genéticas ja
desenvolvidas (de Vos, 1999; Nouaille et al., 2003).

Este microorganismo apresenta diversas caracteristicas que o torna um vetor
interessante para imunizacdo, sobretudo por via oral, como, por exemplo, resistir ao
ambiente &cido do estdbmago, sendo capaz de sobreviver no trato gastrointestinal. Outra
propriedade atraente de L. lactis é que ele ndo possui lipopolissacarideos (LPS) em sua

parede celular, o que elimina os riscos de choque por endotoxinas. Por fim, esta bactéria é
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pouco imunogénica, ao contrario dos microrganismos patogénicos, e por esse motivo, pode
ser continuamente utilizada em programas de imunizagdo (Mercenier, Muller-Alouf e
Grangette, 2000). Desta forma, diversos grupos de pesquisa tém explorado o potencial
vacinal de L. lactis, sendo que atualmente os estudos envolvendo este microorganismo tém
se concentrado em sua utiilizagdo como veiculo para entrega de vacinas de DNA.

Guimaraes e colaboradores demonstraram que células epiteliais da linhagem Caco-2
co-cultivadas com linhagens de L. Lactis nativas contendo um cassete de expressao
eucaridtica da proteina B-lactoglobulina bovina (BLG), o maior alérgeno do leite de vaca,
foram capazes de expressar e secretar esta proteina (Guimaraes et al., 2006). Mais tarde,
camundongos foram imunizados com essa mesma linhagem e a proteina BLG foi detectada
na membrana epitelial do intestino delgado de 53% destes animais (Chatel et al., 2008).
Uma resposta imunoldgica BLG especifica, baixa e transitoria do tipo Thl foi obtida e os
camundongos tornaram-se protegidos apds sensibilizagbes com o alérgeno. Entretanto,
apesar de interessante, observou-se baixa taxa de transferéncia de DNA in vivo. Esse fato
muito provavelmente deve-se ao status nao patogénico de L. lactis, o que impede sua
persisténcia no trato gastrointestinal, dificultando sua interacdo com células epiteliais do
hospedeiro (Chatel et al., 2008).

Assim, uma estratégia adotada para aumentar a eficiéncia de entrega destes vetores
foi o desenvolvimento de linhagens de L. lactis invasivas, uma das quais, a linhagem de L.
lactis expressando o gene da internalina A (inlA) de Listeria monocytogenes (Guimarées et
al., 2005). A Internalina A é uma proteina de 84 kDa que fica ancorada a parede celular da
bactéria, mediando sua entrada em células epiteliais mamiferas por se ligar a E-caderinas
presentes nas mesmas (Gaillard et al., 1991; Lebrun et al., 1996). Foi demonstrado que a
linhagem L. lactis inlA® foi internalizada por células humanas epiteliais in vitro mais
eficientemente que a linhagem néo invasiva. O mesmo resultado foi observado in vivo apés
sua administragdo oral em porcos-da-india. Além disso, essa internalizagdo promoveu a
entrega de plasmideos contendo a ORF da proteina verde fluorescente (GFP, do inglés
Green Fluorescent Protein), levando a produgédo da mesma nos animais (Guimaraes et al.,
2005).

Os resultados mencionados acima foram obtidos a partir da utilizagdo de um grande
plasmideo, chamado pLIG (10 kb), fruto da co-integracdo de dois replicons: um de E. coli e
outro de L. Lactis, sendo que apos diversas tentativas de se inserir outras sequéncias
codificadoras neste plasmideo, foi verificado que sua estrutura e tamanho tornavam os
procedimentos de clonagem e transformacéo muito dificeis (Guimaraes et al., 2005). Dessa
maneira, um novo plasmideo, de menor tamanho (3742 pb), denominado pValac
(Vaccination using Lactic acid bacteria), foi construido. O pValac foi formado pela fusdo do

(i) promotor do citomegalovirus (pCMV), (ii) sitio de clonagem muiltipla, (iii) sequéncia de
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poliadenilagdo do Hormdnio de Crescimento Bovino (BGH poli-A), (iv) origens de replicacédo
tanto para E. Coli quanto para L. lactis e (iv) um gene que confere resisténcia ao antibiético
cloranfenicol. Além disso, para verificacdo de sua funcionalidade, a ORF da proteina
reporter GFP foi inserida nesse vetor, dando origem ao pValac::gfp (Guimaraes et al., 2009).
Devido ao seu pequeno tamanho, o pValac permite a clonagem de grandes fragmentos
génicos em sua estrutura, representando, dessa maneira, uma potencial ferramenta
promissora para a imunizacdo génica (Pontes et al., 2011).

Contudo, embora atraente, a utilizacdo experimental de L. lactis inlA* em
camundongos apresentou uma grande limitacdo: a Internalina A nado interage com a E-
caderina murina. Dessa forma, os estudos com esta linhagem seriam possiveis somente em
porcos-da-india ou em camundongos transgénicos expressando a E-caderina humana
(Lecuit et al., 2001), fato que tornaria os procedimentos in vivo muito dispendiosos. Por esse
motivo, uma nova linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteina A de ligagéo
a Fibronectina (FNBPA, do inglés Fibronectin-Binding Protein A) de Staphyloccocus aureus
(Que et al., 2001), foi testada com o objetivo de melhorar a entrega de DNA as células
mamiferas (Innocentin et al., 2009). A proteina FNBPA medeia a adesdo de S. aureus ao
tecido hospedeiro e sua entrada em células ndo fagociticas (Sinha et al., 2000), portanto,
sua utilizacdo poderia facilitar a entrega dos plasmideos vacinais. Resultados in vitro
revelaram que a linhagem L. lactis FnBPA®, transformada com o plasmideo pValac::gfp, foi
capaz de invadir células epiteliais humanas da linhagem Caco-2 de maneira comparavel a
observada em L. lactis inlA* e mais eficiente que a linhagem n&o invasiva e, por fim, entregar
mais DNA aquelas células (Innocentin et al., 2009).

Como pode ser constatado, L. lactis apresenta grande potencial para atuar como
veiculo carreador de vacinas de DNA, representando uma alternativa bastante atraente em
relagdo a utilizacdo das jA& mencionadas bactérias enteropatogénicas atenuadas. Contudo,
apesar das inimeras vantagens atribuidas as vacinas de DNA, até aqui relatadas, e do fato
de a utilizagdo de L. lactis constituir uma estratégia segura e bastante promissora para
entrega destas vacinas, existem limitacdes a serem consideradas e vencidas a fim de se

alcancar uma aplicagéo realmente eficaz desta inovadora plataforma vacinal.

2.3 LIMITACOES DAS VACINAS DE DNA

Uma limitacdo importante ao potencial profilatico das vacinas de DNA tem sido os
baixos niveis de expressao génica e imunogenicidade, observados, sobretudo, em estudos
envolvendo primatas superiores e seres humanos (Nordstrom et al., 2005; Ferrera et al.,

2007; Liu, 2011; Coban et al., 2011). A inducdo de resposta imune ap0s imunizagdo com
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vacinas génicas, por sua vez, depende primordialmene da capacidade de expressao do
antigeno codificado pelo plasmideo vacinal (Faurez et al., 2010) e, para que isso aconteca, 0
DNA plasmideano deve atingir o nacleo das células do individuo vacinado. Este é um
processo indispensavel ao contato do gene de interesse com a maquinaria transcricional da
célula e sua expressdo (Prasad e Hao, 2005) que, entretanto, é dificultado devido as
numerosas barreiras celulares existentes (Lam e Dean, 2010).

2.3.1 Obstéaculos intracelulares a serem transpostos por uma vacina génica

Inicialmente, a transposicdo da membrana plasmatica pelo plasmideo vacinal pode se
constituir num entrave em protocolos cuja entrega génica ndo seja feita diretamente ao
citoplasma das células, dada a densa barreira representada pela matriz extracelular e a
repulsdo de cargas entre a membrana lipidica e o vetor vacinal (Miller e Dean, 2009). Uma
vez no interior das células, os plasmideos vacinais aprisonados dentro de membranas
endolisosomais devem ser liberados no citosol, ndo sendo ainda bem compreendido,
entretanto, como este processo ocorre (Faurez et al.,, 2010). Livres no citoplasma, o0s
vetores vacinais podem ainda ser alvos de degradacdo por nucleases citosolicas em pouco
tempo, o que demonstra a necessidade de eles rapidamente atingirem o nucleo celular,
processo que mais uma vez € dificultado pela complexa rede do citoesqueleto (Lechardeur
et al., 1999). Por fim, os plasmideos vacinais devem ser capazes de atravessar o envelope
nuclear para terem acesso ao interior deste compartimento, processo conhecido como
importacdo nuclear e imprescindivel a expresséo do antigeno de interesse (Fig. 4) (Prasad e
Hao, 2005).

Estudos distintos demonstraram que DNAs plamideanos injetados no citoplasma de
determinados tipos celulares alcancaram uma expressdo génica muito pequena em
comparagao aos niveis de expresséo alcangados quando estes mesmos plasmideos foram
injetados diretamente no nucleo das células; resultados estes que forneceram evidéncias de
que o envelope nuclear constitui o obstaculo limitante para uma transferéncia génica bem
sucedida (Capecchi, 1980; Graessman e Graessman, 1986; Mirzayans, Remy e Malcom,
1992; Zabner et al., 1995).
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Figura 4: Representacdo esquematica das barreiras celulares a importagdo nuclear de
plasmideos vacinais. (1) Membrana plasmatica; (2) Escape endossomal; (3) Migragdo pela densa
rede do citoesqueleto citoplasmatico (4) Envelope nuclear (Adaptado de Pichon, Billiet e Midoux,
2010).

2.3.2 Acesso davacina de DNA ao interior do compartimento nuclear

BN

Nos ultimos anos, 0s mecanismos subjacentes a importacdo nuclear de DNA
plasmideano, bem como métodos para otimizar sua entrega e expressdo, baseados na
exploracdo destes mecanismos, tém sido descritos (Lam e Dean, 2010).

Sabe-se que o0 envelope nuclear, mais especificamente estruturas protéicas
constituintes deste envoltdrio, conhecidas como complexos do poro nuclear (NPCs, do
inglés Nuclear Pore Complexes), regulam o transporte de macromoléulas entre citoplasma e
nucleo (Faurez et al., 2010). Os NPCs permitem que moléculas menores que 40 kDa ou
fragmentos de DNA de até 250 pb se difundam passivamente para o interior do nucleo,
engquanto macromoléculas maiores, como € o caso dos vetores vacinais, tém acesso restrito
a este compartimento (Lechardeur e Lukacs, 2006; Lange et al., 2007).

No caso de células que se encontram em divisdo celular, altos niveis de transfec¢ao
tém sido observados, sugerindo que uma segunda via de acesso ao nucleo para estes
plasmideos seria preferencialmente apos ruptura do envelope nuclear, durante a mitose.
(Fasbender et al., 1997; Mortimer et al.,1999; Brunner et al., 2000). Contudo, mesmo na
auséncia de divisdo celular, plasmideos vacinais podem ter acesso a este compartimento,
apesar de a eficiéncia de transfeccdo nestas células ser geralmente muito menor do que
naquelas em processo de divisdo (Lam e Dean, 2010).

Em células em ndo divisdo, a inibicdo da importacdo nuclear de plasmideos por
deplecdo de energia e por agentes que obstruem os NPCs, situagdo na qual a importacdo

nuclear de proteinas destinadas ao ndcleo também é inibida, sugere um terceiro mecanismo
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de importacdo nuclear, no qual o DNA exdgeno utiliza uma via similar aquela utilizada por
estas proteinas para transpor o envelope nuclear, ou seja, uma importacdo mediada por
NPCs, dependente de sinais para localizag&o nuclear e de energia (Dean, 1997).

Basicamente esse tipo de transporte nuclear se da quando proteinas destinadas ao
nucleo celular, as quais contem sequéncias relativamente curtas de aminoacidos basicos
em sua superficie, denominadas sinais de localizacdo nuclear (NLSs, do inglés Nuclear
Localization Signals), se ligam a receptores especificos nos vetores plasmideanos. Estes
NLSs, por sua vez, sdo reconhecidos e ligados por outra classe de proteinas efetoras de
transporte nuclear, conhecidas como carioferinas ou importinas, e entdo todo este complexo
€ direcionado para ndcleo, atravessado o envelope nuclear através dos NPCs, num
processo dependente de energia (Dean, 1997; Dean et al., 1999; Wilson et al., 1999; Miller
et al., 2009).

2.3.3 Otimizacgéo de vetores

Considerando que a geracdo de resposta imune a partir de imunizacdo com vacinas
de DNA dependa, em primeira instancia, da capacidade dos plasmideos vacinais de
alcancarem o nucleo das células de um individuo vacinado para expressédo do antigeno de
interesse, a otimizacdo destes vetores visando direciona-los mais eficientemente para este
compartimento celular € muito importante (Miller e Dean, 2009; Faurez et al., 2010).

As abordagens para esta finalidade incluem modificagbes dos plasmideos através de
sua complexacao com NLSs (Sebestyén et al., 1998; Ciolina et al., 1999), glicocorticoides
sintéticos (Rebuffatt et al., 2001; Rebuffat et al., 2002), importinas recombinantes (Nagasaki
et al., 2005), além da insercéo, nestes plasmideos, de sequéncias nucleotidicas conhecidas
como sequéncias de enderecamento nuclear (Dean, 1997; Langle-Rouault et al., 1998;
Vacik et al., 1999; Mesika et al., 2001; Vaysse et al., 2004; Funabashi et al., 2010).

A despeito de algumas das primeiras metodologias mencionadas terem demonstrado
resultados interessantes no que se refere ao aumento dos niveis de importacdo nuclear de
plasmideos e expresséo génica, a abordagem de inclusdo de sequéncias de enderecamento
nuclear aos DNAs plasmideanos tem se mostrado particularmente interessante, uma vez
que, ao contrario do que acontece nas outras técnicas, neste método ndo séo incorporados
aos vetores peptideos sintéticos e/ou proteinas recombinantes, evitando, por conseguinte, a
geragdo de respostas inflamatorias no hospedeiro (Zhou et al., 2007). Além disso, esta
técnica ndo requer as etapas relativamente complicadas para construgdo dos vetores, como

as observadas nas outras metodologias.
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2.3.3.1 Sequéncia de Enderecamento Nuclear de SV40

A primeira demonstracéo de que a insercédo de sequéncias de enderecamento nuclear
em vetores nao virais poderia ser utilizada para melhorar seus niveis de entrega ao nucleo
de células em nédo divisdo visando protocolos de terapia génica/vacinas de DNA mais bem
sucedidos, foi apresentada por Dean, em 1997 (Dean, 1997). Este pesquisador partiu do
pressuposto de que a maioria dos vetores utilizados para estudos de expresséo eucaribtica
continham sequéncias nucleotidicas advindas do genoma do virus SV40, e da constatacdo
de que, quando microinjetado no citoplasma de células eucariéticas, 0 genoma deste virus,
livre de qualquer proteina, apresentava uma localiza¢do nuclear dentro de poucas horas.

Procurando elucidar qual seria a sequéncia responsavel por mediar essa translocacao
nuclear, Dean clonou algumas regides do DNA de SV40 em vetores plasmideanos e
realizou experimentos de microinjecdo citoplasméatica em diversas linhagens celulares, as
quais ndo estavam sofrendo processo de divisdo. Seguindo a localizacdo subcelular de suas
construcdes através de hibridizacao in situ, ele concluiu que se tratava de uma regido de
372 pb, a qual engloba a origem de replicacdo, os promotores early e later e a regido
enhancer do virus, composta por 2 repeticbes em tandem de 72 pb (Fig.5). Posteriormente,
foi demonstrado que a maioria da atividade de importacdo nuclear residia na regido
enhancer desta sequéncia e que esta atividade independia da orienta¢cdo ou posi¢cdo em que
a referida sequéncia fosse inserida nos plasmideos (Dean et al.,, 1999, Li et al.,, 2001).
Dessa forma, foram apresentadas evidéncias de que a importacdo nuclear de vetores
plasmideanos em células que ndo estavam submetidas a processos de divisdo celular seria

um processo sequéncia-especifico.

Sp1 GT II-C

Tz P \N
Oct-1 fi: B Tef-2
ACCAACGACTGAT TAACTCTACGTACGAAACGTATGAAGACGGACGACCCCTOOGACCCCTGAMGGTGT GG

20 4

AP-1 Tef-1 Tef-1 AP-2 AP-3

“TATA” Box

Figura 5: Representacdo esquematica da Sequéncia de Enderecamento Nuclear (DTS) de SV40.
No detalhe, ampliagdo de uma das sequéncias de 72 pb que compdem a regido enhancer.
Destacados, os sitios de ligac@o para os Fatores de Transcricdo. llustracéo obtida a partir do website
do Laboratério de David A. Dean, Universidade de Rochester.
(http://www.urmc.rochester.edu/labs/Dean-Lab/projects/nuclear_targeting_of plasmids_and_protein-
dna_complexes; acesso em out/2011).
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Considerando que essa sequéncia de enderegcamento nuclear (DTS, do inglés DNA
nuclear Targeting Sequence), termo cunhado pelo préprio Dean, possui sitios de ligacdo
para varios fatores de transcrigdo, tais como SP1, AP1, Oct-1, e NFkB (Jones, Rigby e Ziff,
1988), foi proposto o mecanismo pelo qual o vetor plasmideano que possuisse essa
sequéncia fosse enderecado e atravessasse 0 envelope nuclear. Tal mecanismo implica
ligacdo dos fatores de transcri¢cdo, (0s quais contém NLSs) aos seus respectivos sitios de
ligacdo presentes na DTS, sendo este complexo “DNA-proteina” ligado por importinas, as
quais medeiam o transporte deste complexo em dire¢cdo ao nucleo celular e a transposicao
da membrana que o envolve (Fig. 6) (Dean, 1997; Dean et al., 1999; Miller et al., 2009).

DTS
SoO00C —>

NL .
. J
Fatores de Importinas

Transcricdo

Citoplasma

Figura 6: Modelo de importagéo nuclear de plasmideos vacinais que possuem a DTS de SV40.
A DTS de SV40 apresenta sitios de ligagdo para muitas proteinas de uma classe conhecida como
Fatores de Transcricdo. Estes fatores de transcricdo, por sua vez, contém Sinais de Localizacédo
Nuclear (NLSs), para que possam ser direcionados ao nucleo da célula, onde desempenham sua
funcdo. Um plasmideo que contenha a DTS de SV40 (1) €, entdo, alvo de ligagédo por estes fatores de
transcricéo (2), que com seus NLSs interagindo com membros de uma segunda classe de proteinas,
conhecidas como importinas, (3) permitem o transporte deste plasmideo em dire¢do ao nucleo (4) e
sua entrada no interior do mesmo, através dos complexos do poro nuclear (NPCs), num processo
dependente de energia (5) (Adaptado de Lam e Dean, 2010).

A patrtir da descricdo da DTS de SV40, estudos subsequentes demonstraram que esta
sequéncia foi capaz de aumentar os niveis de importacdo nuclear e de expressao génica
tanto in vitro (Dean, 1997; Dean et al., 1999; Vacik et al., 1999), quanto in vivo (Li et al.,
2001; Young, Benoit e Dean, 2003; Young, Zimmer e Dean, 2008), a partir de plasmideos
nos quais ela foi inserida. Todavia, sob condi¢bes especificas, outros pesquisadores nao
reportaram tais beneficios em seus estudos (Prasad e Hao, 2005; Sacramento et al., 2010;
van Gaal et al., 2011).
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Neste contexto e diante da iminente necessidade de se desenvolver formas mais
seguras e eficientes de entrega das vacinas de DNA, bem como vetores vacinais mais aptos
a superar as diversas barreiras celulares existentes, o presente trabalho se propds a
responder a questdo de se a inser¢ao da DTS de SV40 no plasmideo vacinal pValac, a ser
entregue especificamente por uma linhagem invasiva L. lactis, poderia resultar em niveis
mais altos de importacdo nuclear e, consequentemente, de expressao génica. Para tanto,
foram tracados objetivos e metodologias, 0os quais se encontram apresentados has secdes

subsequentes.
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3 OBJETIVOS
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3.1

OBJETIVO GERAL

Construcdo de uma versao do plasmideo pValac::gfp contendo a Sequéncia de

Enderecamento Nuclear de SV40 e avaliacdo de sua funcionalidade, in vitro.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Clonagem da DTS de SV40 no plasmideo pValac::gfp;

Confirmacédo da construcao pValac::DTS::gfp através das técnicas de PCR, digestdo

enzimatica e sequenciamento;

Transfeccdo de células mamiferas com o referido plasmideo e verificacdo de sua
funcionalidade através de Microscopia de Fluorescéncia e RT-PCR;

Comparacao da expressao da proteina GFP por células mamiferas transfectadas com
os plasmideos pValac::DTS::gfp e pValac::gfp, através de Citometria de Fluxo;

Obtencéo da linhagem L. lactis FnBPA" (pValac::DTS::gfp).
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 LINHAGENS BACTERIANAS, PLASMIDEOS, CONDICOES DE CULTIVO E

ESTOCAGEM

As linhagens bacterianas e plasmideos utilizados neste trabalho estdo listados na

Tabela 2.

Tabela 2: Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados

Linhagem Caracteristicas Fonte
Escherichia coli [(supE, hsd, A5, thi, Alac-proAB), F’'(traD36 Invitrogen
TG1 proAB-lacZA M15)] 9
Escherichia coli (TG1) (E. Coli TG1 portando o plasmideo Guimaraes et al.,
pValac::gfp pValac::gfp,Cm")® 2009

Escherichia coli (TG1)
pValac::DTS::gfp
Lactococcus lactis
(MG1363) FnBPA"

Lactococcus lactis FnBPA"
pValac::DTS::gfp

(E. Coli TG1 portando o plasmideo
pValacDTS:gfp,Cm")
(L. lactis MG1363 portando o plasmideo
pOri23::fnbpA, Ery")”
(L. lactis MG1363 portando os plasmideos
pOri23::fnbpA, Ery' e pValac::DTS::gfp, Cm")

Este trabalho
Que et al., 2001

Este trabalho

Plasmideo Caracteristicas Fonte
pUC19 (ori ColE1/Amp"° Invitrogen
pJ204 (pUC/ Kan'/DTS)* DNA 2.0

pValac::gfp (PCMV/Cm'/RepA/RepClgfp)® Gwmazrggg etal,

pValac::DTS::gfp

pOri23-fnbA

(PCMV/ Cm'/ RepA/RepC/gfp/DTS)"
(fnbpA/ori ColE1/P23/Ery")?

Este trabalho
Que et al., 2001

% Linhagens de E. coli e L. lactis pertencentes ao Laboratério de Genética Celular e Molecular
(LGCM), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em colaboragdo com o grupo do Dr.
Philippe Langella, do Instituto Nacional de Pesquisas Agrondmicas (INRA, Franga).

° ori ColE1: origem de replicacdo; Amp': gene que confere resisténcia a ampicilina.

d pJ204: pUC: origem de replicagio; Km'": gene que confere resisténcia & canamicina; DTS: Sequéncia
de Enderecamento Nuclear de SV40.

¢ pCMV: promotor do citomegalovirus; Cm": gene que confere resisténcia ao cloranfenicol; RepA e
RepC: origens de replicagdo procariética; gfp: sequéncia codificadora da proteina verde fluorescente.
f pCMV: promotor do citomegalovirus; Cm": gene que confere resisténcia ao cloranfenicol; RepA e
RepC: origens de replicacéo procaridtica; gfp: sequéncia codificadora da proteina verde fluorescente;
DTS: Sequéncia de Enderecamento Nuclear de SV40.

%nbpA: sequéncia codificadora da proteina FNBPA de Staphyloccocus aureus; ori ColE1: origem de
replicacdo; P23: promotor cromossdémico de L. lactis 1363; Ery:gene que confere resisténcia a
eritromicina.

As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) sob agitacéo, a
37°C, por um periodo de 18 horas e, quando necessario, o0 meio foi suplementado com 10
pug/mL do antibiotico cloranfenicol (Cm) ou 100 pg/mL do antibiético ampicilina (Amp). Para
culturas em meio solido, 1,5% de &gar bacteriolégico foi adicionado aos meios acima
citados. Para fins de estocagem, as linhagens de E. coli foram cultivadas em meio liquido a
37°C por 18 horas e em seguida, as culturas foram diluidas (1:1) em uma solucao estéril de

glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.
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Jé as linhagens de L. lactis foram cultivadas em meio M17 Sacarose Glicose (M17-
Sac-Gli) a 30°C, sem agitacao, por um periodo de 20 horas, e quando necessério, 0 meio foi
suplementado tanto com 5 pg/mL de eritromicina (Ery), quanto com 5 pg/mL de Cm e 2,5
pug/mL de Ery. Para culturas em meio sélido, 1,5% de &gar bacteriol6gico foi adicionado aos
meios acima citados. Para fins de estocagem, as linhagens de L. lactis foram cultivadas em
meio liquido a 30°C por 20 horas, e em seguida, as culturas foram diluidas (1:4) em uma

solucédo estéril de glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.

Meios e solucdes:

Luria-Bertani (LB): 25 g de meio LB (Accumedia® foram pesados e em seguida foi
acrescentada agua destilada, completando-se o volume para 1L. Para preparo de meio
sélido, 1L de meio LB liquido foi acrescido de 15 g de &gar bacteriolégico (Himedia®). Os
meios foram esterilizados por autoclavagdo a 121°C, durante 15 minutos. Composicao:
digestdo enzimatica de caseina 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; cloreto de sddio 10 g/L; pH
7,3+0,2 a25°C.

M17 Sacarose Glicose (M17-Sac-Gli): 21 g de meio de cultivo M17 (Fluka Analytcal®
Sigma) foram pesados e dissolvidos em agua destilada, completando-se o volume para 250
mL, sendo que o meio ficou concentrado 2X. A solucdo de sacarose foi preparada
dissolvendo-se 85,59 desta em agua destilada até completar-se 250 mL, resultando em uma
solugdo 1M. O meio M17 e a solucdo de sacarose foram esterilizados, separadamente, por
autoclavacdo a 121°C durante 15 minutos; a glicose 50%, por sua vez, foi preparada
dissolvendo-se 50g de glicose anidra em agua destilada g.s.p 100 mL, sendo esterilizada
utilizando-se um filtro de 0,22 um. Em capela de fluxo laminar, o meio M17, a solucédo de
sacarose e 5mL de glicose 50% foram misturados, resultando em M17 1X, Sacarose 0,5 M e
Glicose 0,5% (M17-Sac-Gli). Composicéo: triptona 2,5g/L, peptona de carne 2,5¢/L; peptona
de soja 5 g/L; extrato de levedura 2,5¢/L; extrato de carne 5 g/L; glicerofosfato de sodio 19

g/L; sulfato de magnésio 0,25¢g/L; acido ascérbico 0,5g/L; lactose 5 g/L; pH 7,0 + 0,2 a 25°C.

Cloranfenicol (10 mg/mL): 100 mg de cloranfenicol foram dissolvidos em 10 mL de etanol
absoluto PA e a solucao foi esterilizada, com o auxilio de um filtro de 0,22 um, em capela de

fluxo laminar.

Ampicilina (100 mg/mL): 1000 mg de ampicilina foram dissolvidos em 10 mL de agua
ultrapura e a solugéo foi esterilizada, com auxilio de um filtro de 0,22 um, em capela de fluxo

laminar.

34



Eritromicina (50 mg/mL): 500 mg de eritromicina foram dissolvidos em 10 mL de etanol
absoluto PA e a solucéo foi esterilizada, com auxilio de um filtro de 0,22 um, em capela de

fluxo laminar.

Glicerol (80%): 80 mL de glicerina foram diluidos em 20 mL de agua ultrapura e em
seguida, a solucéao foi esterilizada por autoclavagéo a 121°C durante 15 minutos.

4.2 MANIPULACAO DO DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulacdo dos
DNAs plasmideanos foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos
(Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989), com algumas modificacfes especificadas junto aos
métodos e/ou segundo recomendacdes dos fabricantes dos kits. A qualidade do material
obtido, incluindo sua concentragéo e pureza, foi estimada através da resolucao eletroforética
em gel de agarose & 1% e também por leitura em espectrofotdmetro NanoDrop® 1000 v3.5.2
(Thermo Fisher Scientific) observando-se as razdes de absorbancia 260 nm/ 280 nm . As
enzimas de modificagcdo e restricdo, quando utilizadas, seguiram as recomendac¢des dos
fabricantes. A sequéncia nucleotidica do inserto foi confirmada através de sequenciamento
(Sanger, Nicklen e Coulson, 1977). Os pares de iniciadores (primers) utilizados neste

trabalho estao listados na Tabela 3.
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Tabela 3: Primers utilizados neste trabalho

Tamanho do fragmento

Identificacdo Sequéncia nucleotidica o
amplificado
DTS F 5"CGAGATCTGGAATAGCTCAGAGGCCGA3’
322 pb
DTSR 5 CGAGATCTGGTACCTTCTGAGGCGGAAZ
Val F 5"GCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGS
900 pb
Val R 5"GCAACTAGAAGGCACAGTCGAGG3
GAPDH F 5" TCACCACCATGGAGAAGGC 3
168 pb
GAPDH R 5 GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA 3
GFPintF 5 TGACCCTGAAGTTCATCTGCACAA3’
127 pb
GFPintR 5"AAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGS’
FnBPA F 5 TCAGCTATTGATATCGATTA 3
807 pb

5" CAACACTATTGTGTCCACCG 3’
FnBPA R

F: oligonucleotideo senso ou “forward”; R: oligonucleotideo anti-senso ou “reverse”. Destacado, em
cinza, o sitio de restricdo para a enzima Bglll.

4.3 RESOLUCAO ELETROFORETICA

Todas as amostras de DNA foram resolvidas em gel de agarose, da seguinte maneira:
ao DNA foi adicionado tampé&o de amostra 5X e 0 mesmo foi resolvido em gel de agarose a
1% em tampdo TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo de etideo. As resolucdes
eletroforéticas foram realizadas a 100 Volts durante aproximadamente 1 hora. O DNA foi
visualizado em fotodocumentador MultiDoc-It Digital Imaging System (UVP), onde o gel foi
fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta a 320 nm, através do sistema de
documentagéio fotografica Doc-It® LS Image Acquisition Software (UVP). O tamanho dos
fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen).
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Solucgbes
Brometo de etidio: Solugédo estoque a 5mg/mL,; Utilizou-se a 0,5 pg/mL.

TBE (0,5X): 100 mL de TBE 5X (54 g de Tris; 27,5 g de acido bérico; 20 mL de EDTA 0,5 M
pH 8,0 - 8,5; 4gua destilada g.s.p 1L) em agua destilada q.s.p 1L.

Tampao de amostra: Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 2,5X.

4.4 CONSTRUCAO DO PLASMIDEO pValac::DTS::gfp

4.4.1 Confeccgéo de Escherichia coli eletrocompetente

Para confeccdo de células de E. coli eletrocompetentes, 100 pL de uma cultura de E.
coli TG1 foram inoculados em 5 mL de meio LB sem antibi6tico e este indculo foi incubado a
37°C, sob agitagéo, por um periodo de 18 horas. Decorrido esse tempo, uma aliquota de 3
mL dessa cultura foi inoculada em 300 mL de meio LB sem antibiético e incubada a 37°C,
sob agitacdo, até atingir uma densidade 6ptica a 600 nm (DOgoonm) €ntre 0,2 e 0,3. Uma vez
alcancada a DO desejada, a cultura foi resfriada em gelo por 30 minutos, redistribuida em
seis tubos tipo falcon, contendo 50 mL de cultura em cada, e estes foram centrifugados a
4.000 rotagBes por minuto (rpm), durante 20 minutos, & 4°C. O sobrenadante foi entdo
descartado e se seguiu a lavagem e ressuspensao do sedimento celular adicionando a cada
tubo 40 mL de uma solugdo estéril e gelada de glicerol 10%. Esse processo de
centrifugacdo e lavagem foi repetido por mais trés vezes e apls a Ultima lavagem, o
sedimento celular unificado foi ressuspenso em 1 mL da solugédo de glicerol 10%, sendo
aliquotas de 100 uL estocadas a -80°C.

Para andlise da eficiéncia de transformacdo, uma aliquota das células
eletrocompetentes foi descongelada em gelo durante 5 minutos. Em seguida, adicionou-se
10 ng do plasmideo pUC19 (Amp') e a mistura de células eletrocompetentes e DNA foi
transferida para cubetas de eletroporacédo (0,2 cm; BIO-RAD), previamente resfriadas. As
amostras foram submetidas a um pulso de 2500 V, capacitancia de 25 pF e resisténcia de
200 Q, utilizando-se o eletroporador GenePulser Xcell™ (BIO-RAD). Imediatamente apds o
pulso, adicionou-se as células 1 mL de meio LB aa 37°C e estas foram incubadas também a
37°C, sem agitacdo, por duas horas. Em seguida, diluicdes de 10, 10* e 10° foram

semeadas em placas contendo meio LB &gar suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e
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mantidas em estufa a 37°C durante 18 horas. Ao final, foram obtidas 5x10’ unidades

formadoras de coldnias (UFC) por micrograma de DNA.
Solucgbes

Glicerol (10%): 100 mL de glicerina foram diluidos em 900 mL de &gua destilada e em

seguida, a solucéo foi esterilizada por autoclavacéo a 121°C durante 15 minutos.

4.4.2 Amplificacdo da Sequéncia de Enderecamento Nuclear (DTS) de SV40

4.4.2.1 Eluicéo do plasmideo pJ204

O plasmideo pJ204, sintetizado pela empresa norte-americana DNA 2.0 Inc., o qual
contém a sequéncia nucleotidica de 372 pb referente a DTS do virus SV40, foi recebido
depositado em um papel filtro circular. Este papel foi colocado sob uma superficie limpa e
estéril e a ele foram adicionados 100 pyL de agua ultrapura. Passados 2 minutos de
incubacédo a temperatura ambiente, o papel filtro foi transferido para um microtubo de 0,5 mL
contendo um orificio ao fundo e o0 mesmo foi colocado dentro de outro microtubo, de 1,5 mL.

Este sistema foi centrifugado a 14.000 rpm durante 1 minuto e o DNA foi entdo recuperado.

4.4.2.2 Amplificagdo da DTS de SV40

O isolamento do fragmento de DNA correspondente & DTS de SV40 se deu através de
amplificacdo pela técnica de PCR, utilizando-se como molde o plasmideo pJ204. Baseados
na sequéncia do DNA do virus SV40 (nimero de acesso no GenBank M99357.1), foram
confeccionados dois oligonucleotideos iniciadores (primers), contendo um sitio artificial de
restricio em cada extremidade (Bglll). Os iniciadores foram desenhados de forma a
amplificar um fragmento de 322 pb, uma vez que a DTS, em seu tamanho de 372pb,
encontra-se patenteada (Dean, 1998). As sequéncias dos iniciadores e do sitio de restricdo
utilizados encontram-se listadas na Tabela 3

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume de 50 uL, contendo 5 pL do
tampéo de amplificacdo Pfx 10X (50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM KCI; 1 mM DTT; 0.1 mM
EDTA, estabilizadores e 50% (v/v) glicerol — Invitrogen), 1 L de dNTP 10 mM (Invitrogen),
1 pL de MgSO,4 50 mM (Invitrogen), 1 pL do primer DTS F e 1 yL do primer DTS R, ambos a
100 pmol/uL, 1 pL (20 ng/ pL) do DNA plasmideano pJ204, 0,4 pL da enzima DNA

polimerase Pfx Platinum® 2,5 U/uL (Invitrogen) e 39,6 pL de Agua ultrapura estéril. Para
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controle negativo da reacdo, foi adicionada &gua ultrapura estéril ao invés de DNA. A
amplificacdo foi realizada em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK,
Inc.), sob as seguintes condi¢des: primeira desnaturacdo a 95°C durante 5 minutos, seguida
por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 30 segundos; anelamento dos primers a 60°C
por 30 segundos; extensdo a 68°C durante 50 segundos e extensao final a 68°C por 7
minutos.

Ao final da reacdo de PCR, uma aliquota de 5 pyL do produto de amplificacdo foi

depositada e resolvida em gel de agarose a 1%, como descrito no item 4.3.

4.4.3 Digestdo enzimatica e purificacédo do fragmento referente a DTS de SV40

Os fragmentos referentes a DTS foram submetidos a uma reacdo de digestdo
enzimatica para permitir sua posterior ligacdo ao plasmideo pValac::gfp. A reacao foi
realizada em um volume de 25 pL, que consistiu em 20 pL (40 ng/uL) de DNA obtido por
PCR (item 4.4.2.2), 2,5 yL de tampéo D 10X (60 mM Tris-HCL, pH 7.9; 1.5 M NaCl; 60 mM
MgCl, e 10 mM DTT - Promega), 1,5 pL da enzima Bglll 10U/ uL (Promega) e 1 pyL de agua
ultrapura estéril. A reagéo foi mantida & 37°C durante 8 horas. Logo apoés, o volume total da
reacdo de digestdo foi depositado e resolvido em gel de agarose a 1% e ao término da
eletroforese, os fragmentos de DNA correspondentes a DTS foram purificados com o kit
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as
especificagbes do fabricante. A concentracdo e a pureza do DNA obtido foram entédo
estimadas através de resolugcdo eletroforética em gel de agarose a 1% e leitura em

espectrofotbmetro, observando-se as razdes de absorbancia 260 nm/280 nm.

4.4.4 Extracdo do plasmideo pValac::gfp

A extracdo dos plasmideos pValac::gfp foi realizada a partir de coldnias de E. coli TG1
pValac::gfp inoculadas em 5 mL de meio LB suplementado com 10 ug/mL do antibiético
clorafenicol (Cm).

Os ino6culos foram incubados a 37°C sob agitacdo durante 18 horas e ap0s esse
periodo, procedeu-se extragdo plasmideana em pequena escala (mini prep), pelo método de
lise alcalina, descrito por Sambrook e colaboradores (Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989),
com as modificacfes que se seguem: 4 mL de cada in6culo foram centrifugados por 7
minutos a 13.000 rpm e os precipitados celulares, ressuspensos em 200 pL de Solucéo I,
acrescidos de 1 pL de RNase A (100 pg/mL). ApOs cinco minutos de incubacdo a

temperatura ambiente, 400 pL de Solucdo Il foram acrescentados a mistura anterior e esta
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foi homogeneizada gentilmente por inversdo dos tubos. Em seguida, 100 pL de cloroférmio
foram adicionados e, por fim, 300 puL de Solucéo Ill. A mistura foi homogeneizada em vortex
e centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante, cerca de 500 pL, foi coletado
em novos tubos onde foi feita a adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto, 10% de acetato
de sbédio (3 M) e 1% de glicogénio (20 mg/mL). Os tubos foram entdo incubados por
aproximadamente 2 horas a -20°C e apoés esse periodo, foram centrifugados por 15 minutos
a 13.000 rpm e o sobrenadante descartado. Apds lavagem com 1 mL de etanol 70%, o
precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 25 uL de agua ultrapura
estéril. A presenca e a qualidade dos plasmideos foram verificadas através de eletroforese

seguindo 0s mesmos parametros ja descritos no item 4.3.

Solucbes

Solucgéo | (Ressuspensédo): 0,45 g de glicose anidra; 2,5 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 8.0; 1
mL de EDTA 0,5 M pH 8.0; agua destilada g.s.p. 50 mL.

Solucdo Il (Lise): 200 yuL de NaOH 5M; 250 pyL de SDS 20%; agua destilada g.s.p. 5 mL.
Esta solucéo deve ser preparada no momento de sua utilizacéo.

Solucdo Il (Neutralizacdo): 30 mL de acetato de potassio 5 M; 5,75 mL de acido acético
glacial; agua destilada g.s.p. 50 mL.

Glicogénio (20 mg/mL): 100 mg de glicogénio dissolvidos em 5 mL de agua destilada.

Acetato de Sodio (3 M): 12,3 g de acetato de sddio; dgua destilada g.s.p 50 mL.

Etanol 70%: 70 mL de etanol absoluto; 30 mL de agua destilada.

4.4.5 Digestao enziméatica e purificacdo do plasmideo pValac::gfp

Para clonagem da DTS de SV40 no plasmideo pValac::gfp (Figura 7), os plasmideos
extraidos (item 4.4.4) foram digeridos com a enzima de restricao Bglll. A reacao de digestédo
enzimatica foi realizada em um volume de 25 pL, que consistiu em 20 uL de DNA
plasmideano obtido por mini prep (80 ng/uL), 2,5 pL de tamp&o REact®3 10X (50 mM Tris-
HCI, pH 8.0; 10 mM MgCl, e 100 mM NacCl — Invitrogen), 1,0 pL da enzima Bglll 10U/ pL

(Invitrogen) e 1,5 pL de agua ultrapura estéril. A reacao foi mantida & 37°C durante 8 horas.
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Logo apds, o volume total da reacdo de digestdo foi depositado e resolvido em gel de
agarose a 1% e ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA correspondentes ao
plasmideo pValac::gfp digerido foram purificados com o kit illustra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as especificacbes do fabricante. A
concentracd@o e a pureza do DNA obtido foram estimadas através de resolugéo eletroforética
em gel de agarose a 1% e leitura em espectrofotometro, observando-se as razbes de

absorbéancia 260 nm/280 nm.

BGH Poli A
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pValac:gfp
‘I
\ K 4446 pb —_TepA
peMV —
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Figura 7: Representacdo esqueméatica do plasmideo de expressdo eucaridtica pValac::gfp.
pCMV: promotor do citomegalovirus; GFP: sequéncia codificadora da proteina verde fluorescente;
BGH poli-A: sequéncia sinal de poliadenilagcdo do Horm&nio de Crescimento Bovino; repC e repA:
origens de replicagdo procaridtica; Cm: gene que confere resisténcia ao antibiético cloranfenicol;
Bglll: sitio de restricao utilizado

4.4.6 Desfosforilacdo do plasmideo pValac::gfp com Fosfatase Alcalina de

Camarao

Para evitar a auto-ligagdo dos plasmideos pValac::gfp digeridos, foi realizada uma
reacdo de desfosforilacdo dos mesmos com a enzima fosfatase alcalina de camaréo (SAP,
do inglés Shrimp Alkaline Phosphatase) da Promega. A reacdo, que consistiu de 7 pL (70
ng/pL) do DNA plasmideano pValac::gfp digerido e purificado (item 4.4.5), 1uL do tamp&o de
reacdo 10X (50 mM Tris-Cl pH 9.0 e 10 mM MgCl,), 1 pL da enzima SAP 1U/ pL e 1 pL de
agua ultrapura estéril, foi incubada a 37°C durante 1 hora e 30 minutos. Apos esse tempo, a

enzima fosfatase alcalina foi inativada por incubacéo da reacéo a 65 °C, durante 20 minutos.
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4.4.7 Ligacdo da DTS de SV40 ao plasmideo pValac::gfp

Os produtos digeridos e purificados, correspondentes a Sequéncia de Enderecamento
Nuclear de SV40 (item 4.4.3) e ao plasmideo pValac:gfp (item 4.4.6), foram submetidos a
uma reacédo de ligacdo, que conteve 6 UL da DTS purificada (30 ng/uL), 2 yuL do plasmideo
pValac:gfp purificado (20 ng/uL), 1 yL de tampéao Ligase 10X (300 mM Tris-HCI, pH 7.8; 100
mM MgCl,; 100 mM DTT e 100 mM ATP — Promega) e 1 pyL da enzima T4 DNA Ligase 3U/
uL (Promega). A reacédo foi mantida a 4°C durante 18 horas, periodo apés o qual a mesma
foi submetida a didlise, utilizando-se um filtro de 0,025 um (Millipore) sob agua ultrapura,

durante 30 minutos.

4.4.8 Transformacao de E. coli TG1 eletrocompetente com o plasmideo
pValac::DTS::gfp

O produto de ligacéo entre a DTS e o vetor pValac::gfp foi utilizado para transformar,
por eletroporacao, células eletrocompetentes de E. coli TG1. Para tanto, 10 pL do produto
de ligacdo dialisado foi misturado a 100 pL de células de E. coli TG1 eletrocompetentes,
sendo a mistura incubada no gelo por 10 minutos. A eletroporacgéo foi realizada no aparelho

GenePulser Xcell™

(BIO-RAD), seguindo-se 0os mesmos parametros descritos no item 4.4.1.
Para o controle negativo, 100 pL de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem
adicdo de DNA.

O processo de selecdo dos transformantes consistiu em semear aliquotas de 100 e
200 pL da suspenséao de células eletroporadas em placas de Petri contendo meio LB agar
suplementado com 10 pg/mL de Cm. As placas foram mantidas em estufa a 37°C por
aproximadamente 18 horas e apés este periodo, foram avaliadas quanto a presenca de
colbnias resistentes ao antibidtico. A etapa seguinte consistiu na selecdo de clones de cada
uma das placas para proceder com a estocagem dos mesmos, com extracao plasmidiana e

com a confirmagdo da clonagem da DTS no plasmideo pValac::gfp.

4.4.9 Confirmacédo da presenca da DTS de SV40 no plasmideo pValac::DTS::gfp

Cada colonia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo Cm 10 pg/mL e
os in6culos foram mantidos a 37°C sob agitagéo por cerca de 18 horas. Uma aliquota (1 mL)
de cada cultura foi estocada a -80°C, utilizando-se glicerol 80% na proporcdo de 1:1. O
restante da cultura foi transferido para microtubos e procedeu-se com a extragcdo

plasmideana (miniprep) pelo método de lise alcalina, conforme item 4.4.4.
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Para verificar a presenca do inserto DTS e o peso molecular do mesmo, clonado no
vetor pValac::gfp, foram realizadas reagbes de PCR utilizando iniciadores tanto para
amplificacdo da DTS (DTS F e DTS R; Tabela 3) quanto para amplificacdo de parte do
referido plasmideo (ORF GFP; Val F e Val R; Tabela 3), além de digestdo enzimética com a
endonuclease de restricado Bglll.

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume de 25 pL, contendo 5 pL de
tamp&o 5X Green Go Taq® Flexi (Promega), 2 pL de MgCl, 25mM (Promega), 1 pL de dNTP
10 mM, 0,5 L do primer forward e 0,5 uL do primer reverse, ambos a 100 pmol/uL (reacbes
com primers DTS F e R e Val F e Val R foram conduzidas separadamente), 0,3 uL da
enzima DNA polimerase Go Taq® 5U/ pL (Promega), 15,2 pL de agua ultrapura estéril e 0,5
pHL de DNA (50 ng/pL) das minipreps supracitadas. A amplificacdo foi conduzida em um
aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.), sob as seguintes condic¢des:
primeira desnaturacdo a 94°C durante 4 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagédo a
94°C durante 30 segundos, anelamento dos primers a 60°C por 30 segundos, extensado a
72°C durante 1 minuto e extens&o final a 68°C por 7 minutos. Ao final, 2 pL destas reacfes
foram depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob as mesmas condi¢des
descritas no item 4.3

As reacdes de digestdo enzimética foram realizadas em volume de 10 pL, que
consistiu em 6 pL (50 ng/uL) de DNA plasmideano extraido dos clones selecionados, 1 pL
do tamp&do D 10X (60 mM Tris-HCL, pH 7.9; 1.5 M NaCl; 60 mM MgCl, e 10 mM DTT —
Promega), 1 uL da enzima Bglll 10U/ uL (Promega) e 2 puL de agua ultrapura estéril. As
reacbes foram mantidas a 37° por 8 horas e apOs esse periodo, todo seu volume foi

depositado e resolvido em gel de agarose a 1%, conforme condi¢des descritas no 4.3.

4.4.9.1 Reacdo de sequenciamento e analises in silico

A sequéncia nucleotidica do inserto DTS presente no plasmideo pValac::DTS::gfp foi
confirmada através de sequenciamento, utilizando-se os primers DTS F e R (Tabela 3). Para
isto, foi escolhido o clone de E. coli pValacDTS:gfp cuja presenca do inserto foi confirmada
por reacdes de PCR e digestdo enzimatica (item 4.4.9), sendo realizadas trés repeticdes da
reagdo de sequenciamento com o primer forward e trés repeticbes com o primer reverse.
Cada amostra foi amplificada utilizando-se o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (GE
Healthcare), como se segue: 4,0 pL do mix “ET dye terminator”, 1 puL do primer DTS F ou R
(10 pmol/puL) e 5 pL de DNA plasmideano (50 ng/pL) (miniprep item 4.4.9). A reacdo ocorreu

em termociclador sob as seguintes condiges: desnaturacdo inicial a 95°C por 1 minuto,
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seguida por 30 ciclos de de desnaturagédo a 95°C por 20 segundos, anelamento do primer a
60°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1minuto e 20 segundos.

Logo apos, os produtos da reacdo foram precipitados e lavados, com o objetivo de
remover os nucleotideos marcados néo incorporados ao DNA amplificado. Para tanto, a
cada amostra foi adicionado 1 pL acetato de amonio 7,5 M (fornecido pelo kit) e 30 yL de
etanol 96%. A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 minutos, a temperatura
ambiente, protegida da luz. Seguiu-se entdo com centrifugacdo a 4.000 rpm, durante 45
minutos, a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, adicionou-se 100 pL de etanol
70% as amostras e as mesmas foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 10 minuto, sendo o
sobrenadante novamente descartado. Por fim, as amostras, precipitadas e secas, foram
ressuspensas em 10 pL de “loading buffer” e armazenadas a 4 °C até o0 momento de sua
aplicacéo no sequenciador MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare).

As sequéncias obtidas foram comparadas utilizando-se o programa CAP3 Sequence
Assembly Program (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), onde foi obtido um contig Unico do
clone, eliminando-se assim provaveis erros do sequenciamento. O contig final foi entdo

analisado utilizando-se o programa Vector NTI 8.0 (Informax).

4.5 VERIFICACAO DA FUNCIONALIDADE DO PLASMIDEO pValac::DTS::gfp
EM CULTURA DE CELULAS MAMIFERAS

4.5.1 Cultura de células CHO (Chinese Hamster Qvary)

Células da linhagem Flp-In™-CHO zeocina resistentes (Invitrogen), armazenadas a
-196°C em nitrogénio liquido e contendo meio completo com 5% de dimetilsulfoxido
(DMSO), foram rapidamente descongeladas e colocadas em tubo tipo falcon com 3 mL do
meio de cultura F12 Ham suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina,
zeocina (100 ng/mL) e 2,5% do agente tamponante HEPES (meio referido a seguir como
“F12 completo”). As células foram entédo centrifugadas a 800 rpm, durante 5 minutos, a 25°C
e 0 sobrenadante foi descartado. Essa etapa de “lavagem” se fez necessaria para
eliminagcdo do DMSO, que é téxico as células. Em seguida, foram acrescentados 10 mL de
meio F12 completo ao sedimento celular e essa mistura foi transferida para uma garrafa de
75 cm?. As células foram incubadas em estufa a 37°C contendo 5% de CO,, até formacéo
de uma monocamada, o0 que geralmente acontecia apds 48 horas de crescimento.

Ap6s a formacgdo da monocamada celular, o meio foi descartado e as células foram
tripsinizadas. Para tanto, a garrafa foi brevemente lavada com 2 mL de tripsina, sendo este

contetdo subsequentemente descartado e mais 1,5 mL de tripsina adicionado as células. A
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garrafa foi deixada em repouso por 3 minutos a 37°C, periodo apos o qual lhe foram
aplicadas batidas vigorosas para que as células desaderissem. O excesso de células foi
descartado ou utilizado para montagem de nova garrafa ou de placas. No dia posterior a
tripsinizagdo, o meio de cultura foi trocado para eliminagdo de células mortas e/ou néo
aderidas. Todas as manipulacdes foram realizadas em capela exclusiva para cultivo celular

e as células foram visualizadas em microscépio invertido (Nikon Diaphot).

Meios e Solucgdes

Meio F12 Ham (Sigma): o meio F12 foi preparado conforme recomendacdes do fabricante,
esterilizado a vacuo utilizando-se filtro de 0,22 ym, sendo o pH ajustado para 7,0 e o meio
armazenado a 4°C. O meio completo, por sua vez, foi preparado adicionando-se ao F12,
10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de L-glutamina (Sigma), 100 ng/mL de zeocina e 2,5%
de HEPES (Sigma), todos filtrados anteriormente ou estéreis. Apds preparo, 0 meio F12
completo passou por um teste de esterilidade, onde 200 pL do meio foram colocados em
meios de cultura para bactérias (BHI e TSB), fungos e leveduras (Sabouraud) e mantidos a
37°C ou temperatura ambiente, respectivamente. Além disto, 3 mL do meio completo
também foram colocados em vidro estéril em estufa & 37°C. Durante 14 dias, o crescimento
de bactérias e fungos foi acompanhado, sendo que com 5 dias sem contamina¢ao, 0 meio

pdde ser utilizado.

L-glutamina (Sigma): 14,6 g de L-glutamina foram dissolvidos em &gua ultrapura q.s.p. 500

mL. A solucéo foi esterilizada utilizando-se filtro de 0,22 pm.

HEPES (Sigma) 1 M: 23,9 g de HEPES foram dissolvidos em 80 mL de agua ultrapura, o
pH foi ajustado em 7,2 e completou-se o volume para 100 mL. A solugéo foi esterilizada

utilizando-se filtro de 0,22 pm.

4.5.2 Transfeccao de células CHO com os plasmideos pValac::DTS::gfp e

pValac::gfp

4.5.2.1 Obtencao do DNA para transfeccéo

Os DNAs plasmideanos (pValac::DTS::gfp e pValac::gfp) utilizados para transfeccéo
das células CHO foram obtidos a partir das linhagens E. coli pvalac::DTS::gfp e E. coli

pValac::gfp, respectivamente, utilizando-se o kit Qiagen® Plasmid Midi, conforme
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recomendacdes do fabricante. ApOs a extracdo plasmideana, a concentragdo e pureza do
DNA obtido foram estimadas através de resolucdo eletroforética em gel de agarose a 1% e
leitura em espectrofotdmetro, observando-se as razdes de absorbancia 260 nm/ 280 nm. No
momento da transfeccdo, os respectivos DNAs foram esterilizados utilizando-se filtros de
0,22 pm.

4.5.2.2 Padronizacao da transfeccao de células CHO com o plasmideo

pValac::gfp, utilizando o reagente Lipofectamine 2000 ™

(Invitrogen)

As células CHO, crescidas até a formacdo de monocamada (item 4.5.1), foram
tripsinizadas, transferidas para um tubo tipo falcon e centrifugadas a 800 rpm, durante 5
minutos, a 25°C. O sedimento celular foi ressuspenso em 2 mL de meio F12 completo para
posterior contagem das células em camara de Neubauer. Placas de 6 pogos foram utilizadas
para transfeccao, sendo que a cada poco foram adicionadas cerca de 200.000 células, além
de 2 mL de meio F12 completo. As placas foram entdo mantidas em estufa de CO,, a 37°C,
durante 48 horas para obtencdo de confluéncia celular entre 90 a 95%, necesséaria a
transfeccéo.

Para a padronizacao da transfeccao, transcorrido o tempo necessario para a obtengéo
da confluéncia celular, o meio de cultura das placas foi substituido por 1,5 mL de meio F12
completo fresco, adicionados a cada pogo. Foram utilizados 4 pug de DNA (pValac::gfp)
diluidos em 250 pL de meio Opti-MEM® | Reduced Serum Media (Invitrogen) e o reagente
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) nas proporcdes “DNA(ug):Lipofectamine(ulL)” de: 1:2,
1:2,5 e 1:3, também diluidas em 250 pL de Opti-MEM®. As diluicdes “DNA — Opti-MEM” e
“Lipofectamine — Opti-MEM” foram incubadas, separadamente, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, estas foram misturadas e mantidas em repouso por 20
minutos a temperatura ambiente para vesicularizacdo do DNA nos lipossomos. Por fim, a
mistura foi adicionada aos poc¢os (cerca de 520 uL por poc¢o), sendo as placas incubadas em
estufa de CO,, a 37°C, por 24, 48 e 72 horas, a fim de se verificar a expressédo da proteina
GFP. O controle negativo do experimento consistiu em submeter as células ao tratamento
com Lipofectamine e Optimem, mas néo a transfecgdo com DNA. Como o meio de cultura
pode ser trocado apés 4 horas da transfeccdo, duas condi¢cdes foram também testadas:
manutencdo do meio de cultura inicial ou sua troca por meio F12 completo fresco contendo
1% de uma suspensdo de antibidtico e antimicotico estabilizada (Sigma).

Apos a transfeccgdo celular com o plasmideo pValac::gfp, a fluorescéncia da proteina

GFP pbéde ser visualizada em microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert 200,
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utilizando-se o filtro azul (objetiva de 20X). As imagem foram entdo capturada em camera

AxioCam HRc (ZEISS) utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.

4.5.2.3 Transfecc¢éo de células CHO com o plasmideo pValac::DTS::gfp

A partir da padronizacéo da transfec¢do celular com o plasmideo pValac::gfp, todos os
experimentos de transfec¢cdo que se seguiram foram realizados nas melhores condicbes

obtidas, utilizando-se o plasmideo pValac::DTS::gfp.

4.5.3 Verificacdo da funcionalidade do plasmideo pValac::DTS::gfp através de
Microscopia de Fluorescéncia

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade do plasmideo pValac::DTS:gfp, bem como
a eficiéncia do experimento de transfeccdo em geral, as culturas celulares transfectadas
com o referido plasmideo foram analisadas quanto a expressdo de GFP, através de
microscopia de fluorescéncia. Para tanto, 48 horas pds-transfeccdo, as placas foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert 200, onde a
fluorescéncia de GFP foi detectada por meio de excitacdo com luz azul, com comprimento
de onda de 488 nm. As imagens foram entdo capturadas em camera AxioCam HRc (ZEISS)

utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.

4.5.4 Ensaio de Citometria de Fluxo para comparacao da expresséao de GFP por
células CHO transfectadas com os plasmideos pValac::DTS::gfp e

pValac::gfp

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a analise de propriedades fisicas e
biologicas de populacdes e sub-populagdes celulares (Bacal e Faulhaber, 2003). Um dos
fundamentos desta metodologia é a capacidade de mensurar propriedades de células
individuais, através do emprego de radiagéo laser, fluxo hidrodindmico, Optica, substancias
fluorescentes e recursos de informatica (Bertho, 2007). Quando uma amostra em solucao
é injetada no citbmetro de fluxo, as células séo ordenadas de tal forma que uma Unica célula
por vez seja interceptada por um laser, sendo que a dispercdo de luz (scatter) e a emissao
de fluorescéncia por células que foram marcadas com fluorocromos ou que expressam
proteinas naturalmente fluorescentes fornecem informacdes sobre as propriedades destas
células (Rahman, 2006). O parametro Forward Scatter (FSC) se relaciona com o tamanho

celular e o Side Scatter (SSC), com sua granulosidade. A fluorescéncia emitida pelas células
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€ detectada por fotodetectores de fluorescéncia, sendo que os mais difundidos nos
citbmetros de fluxo atualmente disponiveis sdo o FL-1, o FL-2 e o FL-3, os quais sdo
capazes de detectar comprimentos de onda emitidos pelo fluorocromo FITC (verde), PE
(laranja) e Cy5 (vermelho), respectivamente. Medi¢cdes da fluorescéncia emitida pelas
células analisadas podem fornecer dados quantitativos e qualitativos sobre a presenca de
receptores de membrana e mesmo de componentes intracitoplasméticos ou nucleares
(Rahman, 2006). Assim sendo, esta técnica apresenta uma ampla gama de aplicacbes nas
areas médica e biotecnoldgica, incluindo estudos de subpopulacdes linfociticas, andlises de
expressao génica, diagnosticos de doencas, andlises de ciclo celular e pesquisas que
envolvam vacinas de DNA (Bertho, 2007; Badger et al., 2011).

Neste trabalho, visando analisar a influéncia da presenca DTS de SV40 na estrutura
do plasmideo pValac:gfp, no que concerne ao aumento dos niveis de expressao génica, foi
realizada, por meio de citometria de fluxo, uma analise comparativo-quantitativa entre a
expressdo de GFP por células transfectadas com os plasmideos pValac::DTS::gfp e
pValac::gfp (controle).

Para tanto, células CHO foram cultivadas em placas de 6 pocos, sendo adicionadas a
cada poco, aproximadamente 200.000 células. As placas foram incubadas em estufa de
CO,, a 37°C, durante 48 horas. Transcorrido esse tempo, e atingida a confluéncia celular
necesséria, uma parte das células CHO foi submetida a transfec¢éo (conforme item 4.5.2.2)
com o plasmideo pValac::gfp (3 pocos) e a outra parte, com o plasmideo pValac::DTS::gfp
(3 pocos). Em outros 3 pocos, as células foram mantidas sem transfeccéo, para controle
negativo do experimento. Decorridas 48 horas pos-transfec¢cdo, o0 meio de cultura das placas
foi retirado, as células foram tripsinizadas e recolhidas em tubos tipo falcon, onde se
completou o volume para 10 mL com meio F12 completo, para neutralizagdo da trispina. Por
fim, as células foram centrifugadas a 1.200 rpm, 25°C, durante 8 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL de tampé&o fosfato salina 1X (PBS) e
contadas em camara de Neubauer.

Este material foi entdo transferido para tubos apropriados a aquisi¢do das amostras e
esta foi realizada no citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD) utilizando o software especifico
CellQuest (BD). Cerca de 50.000 células (eventos) foram adquiridas por amostra. Os
eventos adquiridos eram automaticamente plotados em um grafico de dispercédo de pontos,
conhecido como dot plot, com base em seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), além de
ser gerado também um histograma que refletia os parametros SSC/FL-1, ou seja, 0 nivel de
fluorescéncia exibido pelos eventos. Posteriormente, com o auxilio do programa FlowJo
7.6.4 (TreeStar Inc.), foi delimitada uma regido, dentro dos eventos totais, que abrangesse
apenas a populacdo mais homogénea, excluindo aqueles com padrdes diversificados, onde

possivelmente encontravam-se células mortas, restos celulares ou a deteccédo de mais de
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uma célula por vez. Esta regido foi selecionada (“‘gated”) e utilizada para a obtencéo de uma
andlise mais acurada da expressdo génica (Fig. 8). Dessa forma, foram gerados dados
referentes a porcentagem de células positivas para expressdao de GFP bem como a
intensidade de fluorescéncia exibida pelas células, dado este fornecido como um valor de

mediana. Trés experimentos independentes foram realizados para aquisicdo de dados.
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Figura 8: Perfil puntual representativo de células CHO. Perfil de localizacéo das células CHO no
dot plot, de acordo com seu tamanho (FSC; eixo X) e granulosidade (SSC; eixo Y). A populagéo
selecionada representa as células consideradas para analise da expressao de GFP.

454.1 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados pelo teste t ndo pareado e pelo
teste de Mann-Whitney. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0. O

nivel de significancia foi considerado quando p < 0,05.

4.5.5 Ensaios de transcricao reversa e RT-PCR

Visando confrontar os resultados obtidos por citometria de fluxo, com experimentos
futuros de andlise de expressédo diferencial através de PCR quantitativa em tempo real
(gPCR), buscou-se primeiramente neste trabalho padronizar os experimentos de extracao
do RNA total, especialmente no que tange a eliminacdo de DNAs contaminantes das
amostras. Essa padronizacdo se fez necesséria uma vez que a obtencdo de amostras de
RNA isentas de contaminacdo por DNA, sobretudo por DNA plasmideano, é um processo
relativamente complexo. Foram realizados também ensaios de transcricdo reversa e

reacOes subsequentes de RT PCR (do inglés, Reverse Transcription -PCR).
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4.5.5.1 Extragcdo do RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada a partir de células CHO transfectadas com o
plasmideo pValac::DTS::gfp, conforme item 4.5.2.2, utilizando-se o kit RNeasy® Mini
(Qiagen). Para tanto, 48 horas apés a transfeccao, células provenientes de 3 pocos (de uma
placa de 6 pocos) foram tripsinizadas e recolhidas em tubos tipo falcon, onde se completou
0 volume para 10 mL com meio F12 completo, para neutralizacdo da tripsina. Em seguida,
as células foram centrifugadas a 1.200 rpm, 25 °C, durante 8 minutos, e o sobrenadante foi
descartado, sendo as células ressuspensas em 1 mL de PBS livre de RNase. Por fim, as
células foram novamente centrifugadas para formacédo do sedimento celular e este foi entdo
submetido a extracdo de RNA, confome recomendac¢des do fabricante do kit. As amostras
foram submetidas a digestdao por DNase livre de RNase (Qiagen) durante e ao final do
protocolo de extracdo. O RNA extraido foi quantificado através de leitura em
espectrofotbmetro e também resolvido em gel de agarose a 1% para verificacdo de sua
integridade, através da visualizacdo dos RNAs ribossémicos (rRNA) 28S e 18S. Todos os
procedimentos que envolveram a manipulagdo do RNA foram realizados utilizando-se
materiais dedicados exclusivamente a esta finalidade, como agua, ponteiras plasticas
contendo filtro e microtubos, todos “RNase-free”. A superficie das bancadas, dos
equipamentos e das micropipetas utilizadas foram higienizadas e tratadas com o reagente

“RNAse AWAY®” (Sigma), conforme recomendagao do fabricante.

455.2 Sintese do cDNA e RT-PCR

A reacdo de sintese da fita de DNA complementar (cDNA) por meio de transcricdo
reversa foi realizada com o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis
(Fermentas), utilizando-se o RNA extraido em 4.5.5.1. A reacdo constitui de 1 pg do RNA
total extraido (ou 100 fg de RNA especifico do gene GAPDH - Gliceroldeido-3-fosfato
desidrogenase - para controle positivo), 1 uL de primer Oligo(dT).s € agua livre de nucleases
g.s.p 12 uL, sendo estas reagcbes mantidas a 65°C, em termociclador, durante 5 minutos.
Transcorrido esse tempo, a cada reacdo foram adicionados 4 uL de “Reaction Buffer” 5X, 1
UL do inibidor de RNases “RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/uL)’, 2 yL de “dNTP Mix” (10
mM) e 1 yL da enzima transcriptase reversa “RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase”
(200 U/uL), sendo estas reacdes finais incubadas durante 60 minutos a 42°C, em
termociclador. Para inativacdo da transcriptase reversa, ao final desse processo as reacdes

foram mantidas a 70°C durante 5 minutos.
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As amostras contendo os cDNAs gerados foram entdo utilizadas em reacdes de RT-
PCR, em volume final de 25 uL, contendo 5 pL de tamp&o “5X Green Go Taq® Flexi”
(Promega), 2 pL de MgCl, 25 mM (Promega), 1 pL de dNTP 10 mM, 0,5 pL dos primers GFP
int F e GFP int R (Tabela 3), os quais amplificam um fragmento interno de 127pb da ORF
GFP, 0,3 pL da enzima DNA polimerase Go Taq® 5U/ uL (Promega), 14,7 uL de agua
ultrapura estéril e 1 yL de cDNA. Para a amostra de cDNA do controle positivo, 1,5 pL dos
primers foward e reverse especificos para GAPDH (10 puM/uL; Tabela 3) e 2 uL do seu
cDNA diluido 1:1.000 foram utilizados. Como controle negativo, além de reacdo em cuja
preparacdo foi adicionada apenas agua ultrapura estéril ao invés de cDNA, foram feitas
também reacdes adicionando 0 RNA extraido ao invés de cDNA, no intuito de rastrear
possiveis contaminac¢des das amostras por DNA genémico e plasmideano.

A RT-PCR foi realizada em termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.) sob
as seguintes condi¢fes: desnaturacdo inicial & 94°C durante 3 minutos, seguida por 30
ciclos de desnaturacdo a 94°C, durante 30 segundos; anelamento dos primers a 60 °C
durante 30 segundos; extensdo a 72°C durante 50 segundos e extensdo final a 72°C
durante 5 minutos. Logo apés, o produto amplificado foi depositado, resolvido e analisado
em gel de agarose a 1%.

4.6 OBTENCAO DE Lactococcus lactis FNBPA* CARREANDO O VETOR
pValac::DTS::gfp

4.6.1 Confeccao de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA"

A preparacdo de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA" foi realizada como se
segue. Foi realizado um primeiro indculo com 10 pL do estoque de L. lactis FnBPA"em 5 mL
de meio M17-Sac-Gli acrescido ainda de 5 pg/mL do antibiético eritromicina (Ery). Este
indculo foi mantido a 30°C, sem agitagdo, por 20 horas. Transcorrido esse periodo, um
segundo in6culo foi realizado, utilizando-se 100 pL dessa primeira cultura, que foi
novamente inoculada em 5 mL do meio M17-Sac-Gli Ery e incubada a 30°C, sem agitacéo,
por 8 horas. Em seguida, uma aliquota de 1 pL desta ultima cultura foi entdo inoculada em
200 mL de meio M17-Sac-Gli acrescido de 1% de glicina. Uma vez alcangcada a DOgonm €M
torno de 0,4 - 0,6, a cultura foi centrifugada a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi ressuspenso em 200 mL de uma
solugdo gelada e estéril constituida de sacarose 0,5 M e glicerol 10%. Esse processo de
centrifugacdo e lavagem foi repetido por mais quatro vezes e apos a Ultima lavagem, o

precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de uma solucédo estéril constituida de polietileno

51



glicol 3000 & 30% (PEG3000) e glicerol a 10%. Aliquotas de 100 pL dessas células foram
estocadas a -80°C até o momento de sua utilizacéo.

Solucgbes

Glicina: a solucdo estoque 20% de glicina foi preparada diluindo-se 10g desta em &gua

destilada g.s.p. 50 mL e esterelizada por autoclavacdo a 121°C durante 15 minutos.

Sacarose 0.5 M e glicerol 10%: 171,1g de sacarose, 100mL de glicerina e &gua
destilada g.s.p 1L, sendo a solucdo esterilizada por autoclavacdo a 121°C durante 15

minutos.

PEG3000 30% e glicerol 10%: 3g de PEG3000, 1mL de glicerol e agua destilada g.s.p. 10

mL.

4.6.2 Transformacio de L. lactis FnBPA* com o plasmideo pValac::DTS::gfp

Os plasmideos pValac::DTS::gfp extraidos do clone de E. coli, confirmado por
sequenciamento, foram utilizados para transformacéo de L. lactis FnBPA". Uma aliquota de
células eletrocompetentes, preparadas conforme item 4.6.1, foi descongelada e 5 yL do
DNA plasmideano foram adicionados as mesmas. As células foram mantidas em contato
com o DNA por 5 minutos em gelo e em seguida foram transferidas para uma cubeta de 0,2
cm, para eletroporacdo no aparelho GenePulser Xcel™ (BIO-RAD), sob as seguintes
condigbes: 2400 V, capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q. Imediatamente apés o
pulso, ImL de meio M17-Sac-Gli foi adicionado as células e a mistura foi entdo mantida a
30°C, sem agitacdo, por 3 horas. Por fim, foram semeadas aliquotas de 100 e 200 pL em
placas M17-Sac-Gli 4gar acrescidas de Cm (5 pg/mL) e Ery (2,5 ug/mL) e estas foram
incubadas em estufa a 30°C, por aproximadamente 24 horas, para sele¢cdo dos
transformantes. Para controle negativo, 100 pL de células eletrocompetentes foram
eletroporadas sem adi¢cdo de DNA.

Ap6s este periodo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de colénias
resistentes tanto ao Cm quanto a Ery. Na etapa seguinte, cinco clones foram selecionados
para extracdo plasmideana e confirmacado da presenca do plasmideo pValac::DTS::gfp. Os
clones selecionados foram cultivados em meio apropriado, as culturas foram diluidas (1:4)

em glicerol 80% e estes foram acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.
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4.6.3 Extracdo do DNA plasmidiano de L. lactis FnBPA*(pValac::DTS::gfp)

As colonias resultantes da transformacdo de L. lactis FnBPA® com o plasmideo
pValac::DTS::gfp foram inoculadas em 5 mL de M17-Sac-Gli suplementado com Ery (2,5
pg/mL) e Cm (5 pg/mL) e a cultura foi mantida a 30°C, sem agitacdo, por aproximadamente
18 horas. Para extracdo plasmideana, foi utilizado o método de lise alcalina assim como
descrito no item 4.4.4, com a seguinte modificacdo: apds a primeira centrifugacéo, foram
adicionados ao precipitado celular 250 pL de TE-Lisozima (TE-LYS) e a mistura foi incubada

a 37°C por meia hora. Apés este perido, seguiu-se normalmente o protocolo (item 4.4.4).
Solucbes

TE-LYS: 500 yL de TE 10X, 100mg de lisozima e agua destilada g.s.p 10 mL.

4.6.4 Confirmacao dos clones de L. lactis FnBPA" (pValac::DTS::gfp)

No intuito de se confirmar a obtengdo de clones da linhagem de L. lactis FnBPA"
portadores do plasmideo pValac::DTS::gfp, os plasmideos extraidos (item 4.6.3) foram
submetidos a reacdes de PCR. Estas foram preparadas com 5 pL de tampé&o 5X Green Go
Taq® Flexi (Promega), 2 pL de MgCl, 25 mM (Promega), 1 uL de dNTP 10 mM, 0,5 pL do
primers DTS F e DTS R, ambos a 100 pmol/uL, 0,3 pL da enzima DNA polimerase Go Taq®
5U/uL (Promega), 14,7 uL de agua ultrapura estéril e 1,0 pL (100 ng/uL) do DNA
plasmideano. Além da confirmacgdo da presenca do plasmideo pValac::DTS::gfp nos clones
por meio da utilizagdo de primers especificos para a DTS, foi realizada também uma reacao
utilizando-se primers especificos para a fibronectina (FNnBPA F e FnBPA R; Tabela 3), de
modo a também garantir a presenca do plasmideo pOri23-fnbA nos mesmos (o0 que
caracteriza a linhagem L. lactis FnBPA®). Ao controle negativo, nenhum DNA foi
acrescentado. As reagfes ocorreram em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX
TECHNIK, Inc.) sob as seguintes condi¢ces: primeira desnaturacdo a 94°C durante 5
minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos; anelamento
dos primers gradiente 50-60°C por 30 segundos (primers fibronectina e DTS,
respectivamente); extensao a 72°C durante 1 minuto e extenséo final por 5 minutos a 72°C.

Vale ressaltar que, com a finalidade de utilizacdo como um controle positivo em
experimentos futuros, a linhagem de L. lactis FnBPA™ portadora do plasmideo pValac::gfp ja

foi construida (Pereira, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 CLONAGEM DA SEQUENCIA DE ENDERECAMENTO NUCLEAR (DTS) DE
SV40 NO PLASMIDEO pValac::gfp

5.1.1 Amplificacéo e purificacdo da DTS de SV40

O primeiro passo deste trabalho consistiu na amplificacéo, por PCR, da Sequéncia de
Enderecamento Nuclear do virus SV40, a partir do plasmideo pJ204. Para a reagcdo de
amplificacdo, foi utilizada a enzima DNA polimerase Pfx Platinum® (Invitrogen), cuja
atividade é altamente estavel e de alta especificidade e precisdo, sendo ideal para
amplificagbes por PCR que requerem taxas minimas de mutacdes (insercdes, delegdes, ou
trocas) durante a incorporacao de nucleotideos.

Neste contexto, foi verificada a amplificacdo de um fragmento de DNA de
aproximadamente 322 pb, assim como esperado para a DTS. Este, quando visualizado em
gel de agarose a 1%, apresentou forte intensidade, demonstrando uma alta eficiéncia da
reacdo, porém também foi observada a presenca de um produto de amplificacdo
inespecifico, de maior peso molecular que a DTS. Desta forma, seguiu-se a purificagdo do
fragmento de interesse, de 322 pb, com subsequente digestdo deste produto e nova
purificacdo. A digestdo do produto de PCR foi empregada para que a DTS pudesse ser
clonada no plasmideo pValac::gfp, sendo a digestdo possivel gracas a insercéo de sitios
artificiais de restricdo para a enzima Bglll nos iniciadores utilizados (Tabela 3). Como

esperado, ndo foi observado qualquer produto de amplificagéo no controle negativo (Fig. 9).
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400 pb <—

300 pb <— — DTS

322 pb

Figura 9: Andlise do produto de amplificacdo por PCR, e purificacdo da Sequéncia de
Enderecamento Nuclear (DTS) de SV40. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio. A) Andlise do produto de amplificagdo. Canaleta 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo da reacédo; Canaleta 3:
Produto da amplificagcdo da DTS. B) Purificacdo do produto de PCR. Canaleta 1: Marcador de
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Fragmento referente a DTS, digerido
e purificado.
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5.1.2 Extracdo, digestéo e purificacdo do plasmideo pValac::gfp

O plasmideo de expressao eucaribtica pValac::gfp foi extraido de E. coli e submetido a
uma reacdo de digestdo enzimatica com a endonuclease Bglll. A digestdo foi empregada
para linearizar o plasmideo a fim de permitir posterior ligagdo da Sequéncia de
Enderecamento Nuclear de SV40 em sua estrutura. Por fim, para evitar que os plasmideos
digeridos se religassem, reproduzindo o plasmideo pValac::gfp intacto, os mesmos foram
submetidos a desfosforilagdo com a utilizacdo da enzima fosfatase alcalina de camarao

(SAP — Promega) (Fig. 10).

B J— pValac::gfp
purificado
(4446 pb)

e
5000 pb <— 5000 pb «— ¢ 3

pValac::gfp
(4446 pb)

pValac::gfp
digerido

Figura 10: Andlise do produto da extragdo plasmideana, digestdo enzimatica e purificagédo do
vetor pValac::gfp. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Analise
do produto de extracdo plasmideana. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto de extracdo plasmideana; pValac::gfp (4.446 pb). B) Anélise
do produto de digestdo enzimatica. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto da reacéo de digestdo enzimética do plasmideo pValac::gfp
com Bglll; Canaleta 3: pValac::gfp, produto de extragdo plasmideana, utilizado como controle. C)
Anélise do produto de purificacdo. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2: Produto da purificacéo do plasmideo pValac::gfp digerido.
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5.1.3 Clonagem da DTS de SV40 no plasmideo pValac::gfp

Os produtos digeridos e purificados, correspondentes a DTS de SV40 e ao vetor
pValac::gfp (itens 5.1.1 e 5.1.2), foram submetidos a uma reagdo de ligacdo e esta foi
utilizada para transformar células eletrocompetentesde E. coli TG1. A selecdo de coldnias
de E. coli transformadas foi realizada em meio LB &gar contendo 10 pg/mL do antibidtico
cloranfenicol (Cm), tendo sido observadas 19 colbnias resistentes ao referido antibiético.
Todas as colbnias foram entdo inoculadas em meio liquido seletivo e incubadas a 37°C por
aproximadamente 18 horas. Apds este periodo, 13 clones demonstraram crescimento. Estes
por sua vez, foram estocados em glicerol para posterior extracdo dos plasmideos
recombinantes. Nenhuma colénia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde
nenhum DNA foi adicionado as células durante o processo de eletroporagéo.

Posteriormente, os DNAs plasmidianos extraidos foram utilizados como molde em
reacbes de PCR, utilizando tanto iniciadores especificos para a DTS quanto iniciadores
especificos para amplificacdo da ORF GFP, a fim de se confirmar a presenca do inserto e
certificar-se de que realmente se tratava do plasmideo em questdo. Dos 13 DNAs
plasmidianos extraidos, 12 foram confirmados como sendo portadores do inserto
correspondente a DTS. Os plasmideos pJ204 e pValac::gfp foram utilizados como controles
positivos das reacdes e 0s controles negativos, aos quais foi adicionada apenas agua
ultrapura estéril no lugar de plasmideo, ndo demonstraram quaisquer sinais de amplificacédo
(Fig.11).

Concomitantemente a estratégia de realizacao de PCR para confirmacao dos clones, a
estratégia de digestdo enzimatica foi também empregada. O DNA plasmideano extraido dos
12 possiveis clones foi submetido a digestdo com a endonuclease de restricdo Bglll, sendo
que apenas dois clones apresentaram o padrdo de bandas esperado, ou seja, 322 pb,

referentes a DTS e 4.446 pb, correspondentes ao vetor pValac::gfp, linearizado (Fig. 11).
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400 pb <«— 300 pb
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Figura 11: Confirmagdo da presenca da Sequéncia de Enderecamento Nuclear de SV40 no
vetor pValac::DTS::gfp, através de PCR e digestdo enzimética. Eletroforese em gel de agarose a
1% corado com brometo de etidio. A) Confirmacdo da presenca da DTS de SV40 no vetor
pValac::DTS::gfp, através de PCR, utilizando primers especificos para a DTS. Canaleta 1:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle positivo
(pJ204); Canaleta 3: Controle negativo; Canaleta 4: Amplificagdo da DTS em um dos clones (322 pb).
B) Confirmagdo da presenca DTS de SV40 no vetor pValac::DTS::gfp, através de PCR,
utilizando primers especificos para a ORF GFP. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle positivo (pValac::gfp); Canaleta 3: Controle
negativo; Canaleta 4: Amplificacdo da ORF GFP no mesmo clone (900 pb). C) Confirmacédo da
presenca da DTS de SV40 no vetor pValac::DTS::gfp, através de digestdo enzimética. Canaleta
1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle, plasmideo
pValac::DTS::gfp extraido do clone confirmado em “A” e “B”; Canaleta 3: Digetdo enzimatica deste,
evidenciando a DTS de SV40.

5.1.4 Reacdo de sequenciamento e analises in silico

O plasmideo pValac::DTS::gfp foi extraido dos clones de E. coli previamente
confirmados por PCR e digestdo enzimatica e um destes clones foi submetido a reacao de
sequenciamento do inserto, utilizando-se primers especificos para a DTS. Posteriormente,
um contig Unico da sequéncia do clone foi obtido com a utilizacdo do programa CAP3
Sequence Assembly (http:/pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), eliminando-se assim provaveis erros
do sequenciamento. A partir desta sequéncia otimizada, foi possivel confirmar a presenca
do inserto correspondente a Sequencia de Enderecamento Nuclear de SV40 no plasmideo
pValac::DTS::gfp, através de alinhamento, utilizando-se o programa Vector NTI 8.0

(Informax). Além disso, por meio do sequenciamento, também foi possivel a visualizagéo de
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parte da regido promotora e do marcador de sele¢do ao antibiodtico cloranfenicol, presentes
no plasmideo pValac, além da integridade da sequéncia dos sitios de restricdo Bglll no
inserto clonado (Figura 12).

ACATCATICTGTITGTGATGGTITATCATGCAGGATTGTITATGAACTCTATICAGGAATIGTCAGATAGGC

CTAATGACTGGCT T TTATAATATGAGATAATGCCGACTGTACTITI TACAGTCGGTIT ICTAATGTCACTA

ACCTGCCCOGTTAGT IGAAGAAGGTITITATATTACAGCTCCAGATCTGGTACCT ICTGAGEGIGGAAAG

AACCAGCTGTEEAATGTGTGTCAGT TAGGGTGT GGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTAT

GCAAAGCATGCATCTCAATTAGT CAGCAACCAGGTGT GGAAAGTCCCOCAGGCTCCCCAGCAGGCTAGA

AGTATGCAAAGCATGCATCTCAAT TAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGT

CCCTAACTCCGCCCAGT TCCGUCCATTCTCCGCCCCATGEGCTGACTAATTITIT TTAT I TATGCAGAGGS

COGAGGC OGO CTCGECCTCTGAGC TAT TCCAGATCTGOGT TAACATAACTTACGGTAAATGGCCCGE

CTGGCTGACCGOCCAACGACCCCGCCCATIGACGT CAATAATGACGTATGTICCCATAGTAACGCCA

ATAGGGACTITCCATIGACGTCAATGGGET

Figura 12: Sequéncia nucleotidica obtida através de sequenciamento do inserto contido no
vetor pValac::DTS::gfp. Sequéncia em verde: sequéncia nucleotidica correspondente a parte da
regido promotora do vetor pValac::gfp; Sequéncia em vemelho: DTS de SV40; Sequéncia em azul:
sequéncia nucleotidica correspondente a parte do marcador de selecdo. Sequéncias destacadas em
cinza: Sitio de restricdo Bglll.

Assim, com a obtencao e confirmagéo da construcdo pValac::DTS::gfp, partiu-se entdo

para a avaliagdo de sua funcionalidade.

5.2 VERIFICACAO DA FUNCIONALIDADE DO PLASMIDEO pValac::DTS::gfp
EM CULTURA DE CELULAS MAMIFERAS

Uma vez obtida e confirmada a construcdo pValac::DTS::gfp, 0 segundo passo deste
trabalho consistiu-se da verificagdo da funcionalidade do referido plasmideo. Para isto,
foram realizados experimentos de transfeccdo em células mamiferas, seguidos de deteccao
da expressao da proteina GFP por microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo e RT-
PCR.
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5.2.1 Padronizacédo da transfeccéo celular com o plasmideo pValac::gfp

Foram testadas algumas condi¢cdes para a padronizacdo da transfeccdo celular,
empregando-se o plasmideo pValac:gfp. O reagente lipossdmico Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) foi testado nas proporcoes “DNA(ug):Lipofectamine(ulL)” de: 1:2, 1:2,5 e 1:3,
sendo verificado, por microscopia de fluorescéncia, que a melhor condicdo obtida foi a
proporcdo 1:3 de DNA (4 ug):Lipofectamine(12 pL). Além disso, a avaliacdo das células
trasfectadas foi feita nos tempos de 24, 48 e 72 horas pés-transfec¢do, tendo os melhores
niveis de expressao de GFP sido observados no intervalo entre 48 e 72 horas. (Figura 13 D
e E). A outra condicdo testada foi trocar ou ndo o meio de cultura, decorridas 4 horas da
transfeccéo. O resultado deste Ultimo teste ndo mostrou diferencas com relacdo a expressao
de GFP pelas células, onde entéo se decidiu pela ndo-substituicdo do meio de cultura.

)

Campo Claro Negativo

Transf. 24h * ATransf. 48h

Figura 13: Resultado da padronizacdo da transfeccdo das células Flp-InTM-CHO (Invitrogen)
com o plasmideo pValac::gfp A) Campo claro de células da linhagem CHO. B) Células CHO nao
transfectadas. C) Células CHO transfectadas com pValac::gfp na propor¢do de DNA
(ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apdés 24 horas da transfeccdo. D) Células transfectadas com
pValac::gfp na proporcao de DNA (ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apds 48 horas da transfec¢cdo. E)
Células transfectadas com pValac::gfp na propor¢do de DNA (pg):Lipofectamine (pL) de 1:3, apds 72
horas da transfecgdo. Imagens visualizadas por microscépio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert
200 (filtro azul; objetiva 20X) e capturadas por camera AxioCam HRc (ZEISS), utilizando-se o
programa AxioVision 4.8.1.

61




5.2.2 Verificacdo da funcionalidade do plasmideo pValac::DTS::gfp através de
Microscopia de Fluorescéncia

Uma vez alcancada a padronizacdo dos experimentos de transfeccdo, seguiu-se com
experimentos para avaliacdo da funcionalidade do plasmideo pValac::DTS::gfp, construido
neste trabalho. Através de visualizacdo por meio de microscopia de fluorescéncia ap6s 48
horas de transfeccao, foi possivel verificar a expresséo da proteina GFP por células CHO,
evidenciando assim a funcionalidade deste em células eucaritticas. Além disso, foi
verificada uma eficiéncia satisfatoria dos experimentos de transfeccdo em geral, indicada
pela expressdo substancial de GFP, tanto por células transfectadas com o plasmideo
pValac::gfp (controle positivo; Fig. 14 A), quanto por células transfectadas com o plasmideo
pValac::DTS::gfp (Fig. 14 B). Células CHO nao transfectadas, utilizadas como controle
negativo dos experimentos, ndo exibiram nenhuma fluorescéncia, assim como esperado
(Fig.14 C).

Figura 14: Verificacdo da funcionalidade do plasmideo pValac::DTS::gfp através de
Microscopia de Fluorescéncia. Micrografia epifluorescente da expressao de GFP por células Flp-
INTM-CHO (Invitrogen) 48 horas pos-transfeccdo. A) Células CHO transfectadas com o plasmideo
pValac::gfp (controle positivo); B) Células CHO transfectadas com o plasmideo pValac::DTS::gfp; C)
Células néo transfectadas (controle negativo). Imagens visualizadas por microscopio de fluorescéncia
invertido Zeiss Axiovert 200 (filtro azul; objetiva 20X) e capturadas por camera AxioCam HRc (ZEISS),
utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.
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5.2.3 Analises Citométricas

Mais do que confirmar a funcionalidade da construgdo pValac::DTS::gfp, buscou-se
averiguar se a presenca da DTS na estrutura do vetor pValac::gfp melhoraria o
enderecamento do DNA plasmideano ao nucleo das células submetidas ao processo de
transfeccdo. Esta avaliacdo se deu por meio de analises no nivel de expresséo génica,
através da técnica de citometria de fluxo, tendo em vista que um maior nimero de células
transfectadas bem como uma maior expressdo de GFP pelas mesmas (indicada pela
intensidade de fluorescéncia exibida) pode demonstrar que mais plasmideos atingiram o
ndcleo das células, haja vista que a expressao génica €, em primeira instancia, dependente
da eficacia da entrega nuclear dos plasmideos.

A expresséo da proteina GFP foi comparada entre células CHO transfectadas com o
plasmideo pValac::gfp (controle positivo; populagdo denominada “GFP”) e células
transfectadas com o plasmideo construido neste trabalho, pValac::DTS::gfp (populacao
denominada “DTS”). Como controle negativo, utilizou-se células CHO néo transfectadas
(populagéo denominada “NT”). O procedimento de transfeccao foi realizado com o reagente
comercial Lipofectamine 2000 ™ (Invitrogen) e, decorridas 48 horas deste processo, as
andlises citométricas foram conduzidas em citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD), sendo os
resultados obtidos, analisados através do programa FlowJo 7.6.4 (TreeStar Inc.). Os dados
reportados a seguir sédo representativos de trés experimentos.

As Figuras 15 A, B e C ilustram a porcentagem dos eventos adquiridos que foram
selecionados para analise, com base nos parametros tamanho e granulosidade das células
(FSC e SSC, respectivamente), bem como a porcentagem das células positivas para a
expressdao de GFP dentro dessas populacdes selecionadas (SSC / FL1 - espectro de
emissdo do GFP). O limite entre ndo expressdo de GFP e expressao detectavel desta
proteina foi estabelecido considerando a populagdo que n&o foi submetida a transfeccéo
(NT) como ponto de corte. Uma quantidade muito pequena de células desta populagcéo
apresentou alguma fluorescéncia, devendo esta observacdo ser, provavelmente, resultado
de autofluorescéncia das mesmas. Os resultados obtidos apresentam-se também
combinados na Figura 15 D, expressos em um histograma [cont. (quantidade de

eventos)/FL1 — espectro de emissédo do GFP)].

63



1K ] R . 1K 2
1K p
3 B) GFP 1
o ] Rt i
800 | 94.4% " ! ) 4
5 £ ] : -
I 600 T 6007 T 600
o O | Q 1
w0 w w
¥ 9 ] @
I 400 T ] i ]
2 g 0 & w0
@ @ @ 1
200 - 2004 200.‘:
ol o] &
1
0 0 0O 200 400 600 800 1K
FSC-H:: FSC-Height FSC-H:: FSC-Height FSC-H:: FSC-Height
[ 0 i .,
1K 1K 1K
800 800 800 o
2 ] g
& 207 FL1-Height, SSC-Height subset 5 8001 FL1-Height, SSC-Height subset % 600 i ; €
Q 1 ] Q -Height, -Height subse o FL1-Height, SSC-Height subset s
7] 0.056% 7] 798% & 75.4% Q
x T 400 T : Q W
2 2 %) \
(2] w w \
7] \\
200 N mf’f
S
0 /
T T .3 T J
10 10 10 T ! T T T
10° 10" 10° 10° 10°
FL1-H:: FL1-Height FL1-H:: FL1-Height FL1-H: FL1-Height FL1-H: FL1-Height
Figura 15: Eventos adquiridos por Citometria de Fluxo, plotados em funcdo de seu tamanho (FSC), granulosidade (SSC) e emissédo de

fluorescéncia (FL-1). Células ndo transfectadas (A1), transfectadas com o plasmideo pValac::gfp (B1) e com o plasmideo pValac::DTS::gfp (C1), adquiridas
e consideradas para anadlise (elipse); A)2, B)2 e C)2: Porcentagem de células positivas para expressao de GFP dentro da populacdo considerada para
analise em A)1, B)1 e C)1, respectivamente; D) Histograma de nimero de células (Count) vs. intensidade de fluorescéncia exibida (FL-1), representativo de

A)2,B)2eC)2.
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A despeito de varios trabalhos existentes na literatura terem reportado aumento nos
niveis de importacao nuclear e de expresséo génica a partir de plasmideos nos quais a DTS
de SV40 foi inserida (Dean, 1997; Dean et al., 1999; Vacik et al., 1999, Li et al., 2001,
Young, Benoit e Dean, 2003; Young, Zimmer e Dean, 2008), neste trabalho ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis tanto de eficiéncia de transfeccédo (Fig. 16 A)
guanto de expressdo génica (Fig. 16 B), dados por construcbes plasmideanas em que a
DTS estava presente (pValac::DTS::gfp) ou ndo (pValac::gfp).

A) 10014
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W de céelulas GFP +
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2000

MFI de celulas GFP +

Figura 16: Anélise do efeito da DTS sobre a eficiéncia de transfeccao e expressdo génica. A)
Porcentagem de células expressando GFP em transfec¢fes realizadas com o plasmideo pValac::gfp
(GFP) e pValac::DTS::gfp (DTS). B) Quantificacdo da expressao de GFP por células transfectadas
com o plasmideo pValac::gfp (GFP) e pValac::DTS::gfp (DTS), dada como mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) exibida por estas células. Nao foram observadas diferencas significativas entre a
eficiéncia de transfeccdo e expressdo génica, dada por plasmideos que possuem a DTS de SV40
(pValac::DTS::gfp) e por aqueles que n&o a contém (pValac::gfp).
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A maioria dos trabalhos que verificaram os efeitos promissores da presenca da DTS
em plasmideos, no que se refere ao aumento de sua importagdo nuclear com consequente
aumento da expresséo génica da ORF de interesse, utilizou as técnicas de eletroporagéo ou
microinjecdo para entrega destes vetores, métodos conhecidos por entregar DNA nu ao
citoplasma. No presente trabalho, o lipideo catidnico Lipofectamine2000™ (Invitrogen) foi
empregado no processo de transfecgéo.

Considerando que o mecanismo descrito por Dean para captacdo nuclear dos
plasmideos contendo a DTS consista da ligacao de fatores de transcri¢cao a sitios presentes
nesta sequéncia e sua posterior translocacdo para 0 nucleo, auxiliada por importinas, a
presenca do DNA complexado ao Lipofectamine no interior das células poderia interferir na
ligacdo dos referidos fatores e, por conseguinte, na eficiéncia de entrega nuclear destes
plasmideos. De fato, como observado por Zabner e colaboradores, a dissociagdo do DNA
do complexo lipidico pode ser uma importante variavel que limite a transferéncia e
expressao génicas (Zabner et al., 1995). Todavia, van Gaal e colaboradores reportaram que
independentemente da estratégia de entrega adotada — eletroporacdo, Lipofectamine ou
polimero catidnico pEl — eles também n&o observaram diferencas significativas entre a
quantidade de células transfectadas nem entre a média de expressdo de GFP por estas
células a partir de plasmideos que contivessem ou ndo a sequéncia de enderecamento
nuclear de SV40 (van Gaal et al., 2011).

Como mencionado acima, 0 mecanismo subjacente a importacdo nuclear mediada
pela DTS de SV40 se relaciona com a capacidade de um conjunto de fatores de transcricdo
se ligarem a sitios presentes nesta sequéncia. Contudo, uma comparagdo com outros
promotores virais e sequéncias enhnacer (como por exemplo, o promotor do
citomegalovirus, o qual contém sitios de ligagcao para NFkB) revelou que a simples presenca
destes sitios ndo foi capaz de conduzir a importacdo nuclear dos plasmideos testados
(Dean, 1997).

Em outro estudo, Prasad e Hao clonaram a DTS de SV40 em varios vetores de
expressao eucaridtica contendo um gene repoérter sob controle do promotor pCMV e
realizaram experimentos de transfeccdo em vérias linhagens celulares, inclusive células
CHO, as mesmas utilizadas neste trabalho. Estes pesquisadores observaram que a
incorporacdo da DTS nédo foi capaz de aumentar os niveis de expressdo génica em VAarios
dos tipos celulares e plasmideos testados. Eles entdo concluiram que as diferencas entre a
expressao génica a partir daquelas construcdes poderia ser devido a atividade variavel de
importacdo nuclear da DTS de SV40 de uma maneira tipo celular e construcdo plasmideana

especifica (Prasad e Hao, 2005).
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Recentemente, Sacramento e colaboradores, pesquisando os efeitos da DTS de SV40
por meio de analises quantitativas de importacdo nuclear e expressao génica, viram que a
eficiéncia destes dois processos era afetada inclusive por diferentes condicbes de
disponibilidade de oxigénio no meio, sendo que a presenca da DTS em plasmideos sob
condicdo de hipoxia nédo teve efeito adicional ou mesmo levou a diminuigdo da expressao
génica (Sacramento et al., 2010).

Sendo assim, os resultados aqui obtidos e apresentados, aliados aos reportados pela
literatura, sugerem que 0 aumento da expressdo génica possa depender da presenca da
DTS de SV40 nos plasmideos, mas ndo somente disto; eventos subseqlentes a captacéo
nuclear relacionados a transcricdo e traducdo e mesmo o tipo celular e as condi¢des
fisiol6gicas a que estejam submetidas estas células é que parecem ser os fatores
determinantes.

Em suma, a presengca da DTS no plasmideo pValac ndo foi capaz de conduzir
aumento de sua importagdo nuclear e tampouco da expressdo da ORF reporter GFP, em
modelo de células CHO. A despeito destes resultados, e considerando as conclusfes a que
chegaram alguns pesquisadores, de que tal efeito promissor da DTS possa ser dependente
do tipo celular utilizado, seré dada continuidade a este trabalho, onde experimentos futuros
de transfeccéo do referido plasmideo em outra linhagem celular (Caco-2) seréo realizados.
A escolha das células Caco-2 se deve ao fato de que em todos os trabalhos acima

mencionados, muitas linhagens celulares foram testadas, mas nao esta.

5.2.4 Ensaios de transcricédo reversa e RT-PCR

5.2.4.1 Extracdo do RNA total

Como ja mencionado na segdo “Materias e Métodos”, no intuito de comparar os
resultados obtidos por citometria de fluxo com experimentos futuros de analise de expressao
diferencial através de PCR quantitativa em tempo real (QPCR), buscou-se primeiramente
neste trabalho padronizar os experimentos de extracdo do RNA total. Essa padronizacéo se
fez necesséria uma vez que a obtengcdo de amostras de RNA isentas de contaminagéo por
DNA, sobretudo por DNA plasmideano, € um processo relativamente complicado.

A extracdo de RNA total foi realizada empregando-se o kit RNeasy® Mini (Qiagen),
utilizando células transfectadas com o plasmideo produto deste trabalho, pValac::DTS::gfp.
Segundo o préprio fabricante, este kit baseia-se em propriedades de ligacao seletiva de uma
membrana de silica, a qual se liga o RNA total, sendo os contaminantes (por exemplo,

DNAs), eficientemente eliminados. No caso de amostras com alto contetdo de DNA (como é
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0 caso de células que passaram por processos de transfeccdo com DNA plasmideano), €
recomendado, durante o protocolo de extracdo, que as amostras sejam submetidas a duas
reacOes de digestdo com DNase livre de RNases: uma pela adicdo direta desta enzima na
membrana de silica e a outra, ao final da extracdo, apés o RNA ter sido eluido.

A extracdo do RNA total, bem como os tratamentos com DNase, a fim de eliminar
possiveis contaminacdes por DNA gendmico e plasmideano, foi realizada conforme
preconizou o fabricante. O rendimento da extracdo se mostrou satisfatorio, tendo sido
alcancada uma concentracdo de 236 ng/pL e sendo possivel também verificar em gel de
agarose a presenca das bandas 28S e 18S do rRNA, evidenciando assim a integridade do
RNA extraido. No que diz respeito a pureza deste material, mesmo apés as duas reagdes de
digestdo com a enzima DNase ter sido feitas, a contaminacdo da amostra pelo DNA
plasmideano se mostrava ainda bastante evidente, visualizada através de uma reacdo de

PCR na qual foi usada a amostra de RNA extraido como molde (Fig. 17).

200 pb <—

100 pb —

Figura 17: Verificagdo de contaminacao por DNA plasmideano da amostra de RNA extraido,
através de PCR. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle positivo
(pValac::DTS::gfp); Canaleta 3: Produto de PCR obtido a partir do RNA total extraido, evidenciando a
amplificacdo de um fragmento interno de 127 pb da ORF GFP; Canaleta 4: Controle negativo.
Primers utilizados nas reac¢fes: GFP int F e R (Tabela 3).

Assim sendo, nova digestéo do material foi realizada, onde foi observada uma redugéo
significativa no sinal de amplificagdo por PCR, tendo como molde esta amostra. Contudo, a
eliminacéo definitiva da contaminagédo do RNA pelo plasmideo so6 foi alcangada quando este
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foi tratado com DNase a 37°C, durante 30 minutos (o kit ndo aconselha o processamento da
reacdo em condicdo diferente da que ele preconiza, ou seja, incubacdo da reacdo com
DNase a temperatura ambiente, durante 10 a 15 minutos).

5.2.4.2 Sintese do DNA complementar (cDNA) e RT-PCR

Uma vez obtido o RNA numa concentracdo satisfatéria e principalmente, isento de
contaminacbes por DNA, seguiu-se com a reacdo de sintese do cDNA complementar e
submissao deste produto a uma reacdo de RT-PCR. De acordo com a Figura 18, pode-se
observar que o RNA extraido foi eficientemente convertido em cDNA, uma vez que ao
submeter o produto da reagdo de transcricdo reversa a uma reacdo de RT-PCR utilizando
os primers GFP int F e R, este demonstrou amplificagcéo do fragmento interno de 127 pb da
ORF GFP (Canaleta 5). A mesma amplificagéo foi vista no controle positivo da reacéo, onde
se utilizou o plasmideo pValac::DTS::gfp. A amostra de RNA extraido também foi usada
nesta reagdo, e, como esperado, ndo houve nenhuma amplificacéo, assim como no controle

negativo, ao qual foi adicionada agua ultrapura estéril ao invés de acido nucleico.

Figura 18: Produtos de RT-PCR obtidos a partir do RNA total convertido ou ndo em cDNA,
extraido de células CHO transfectadas com o plasmideo pValac::DTS:gfp. Eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo; Canaleta 3: Controle positivo
(pValac::DTS::gfp); Canaleta 4: Produto de RT-PCR obtido a partir da utilizagcdo do RNA total
extraido,como molde; Canaleta 5: Produto de RT-PCR obtido através da utilizagdo do cDNA
sintetizado a partir do referido RNA.
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Deste modo, tendo sido padronizadas as reacdes de extragdo de RNA, eliminacdo dos
DNAs contaminantes das amostras e a reacdo de transcricdo reversa, existe a perspectiva
de realizagéo de reagbes de gPCR a fim de, como anteriormente mencionado, comparar 0s
resultados destes experimentos com aqueles ja obtidos por Citometria de Fluxo.

5.3 CONSTRUCAO DA LINHAGEM DE L. lactis FnBPA" CONTENDO O
PLASMIDEO pValac::DTS::gfp

5.3.1 Obtencao da linhagem invasiva L. lactis FnBPA"(pValac::DTS::gfp)

Concomitantemente aos experimentos de confirmagcdo da funcionalidade da
construcdo pValac::DTS:gfp in vitro, este plasmideo, extraido do clone de E. coli
previamente confirmado, foi utilizado para transformacao de células eletrocompetentes de L.
lactis FnBPA, gerando a linhagem de L. lactis FNBPA" (pValac::DTS::gfp).

A selecdo das colénias de L. lactis transformadas com o referido plasmideo foi
realizada em meio M17-Sac-Gli agar suplementado com Cm e Ery. Passadas 20 horas de
incubagcdo a 30°C, foram observadas dezenas de coldnias resistentes aos antibidticos
mencionados, sendo que cinco delas foram selecionadas e todas apresentaram crescimento
apos inéculo em meio liquido seletivo. Estes possiveis clones foram entdo estocados em
glicerol e submetidos a extracdo plasmideana. Nenhuma col6nia foi visualizada nas placas
do controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado as células durante o processo de
eletroporacao.

Posteriormente, os DNAs plasmideanos extraidos foram utilizados como molde em
reacOes de PCR, utilizando iniciadores especificos para a DTS de SV40 e para amplificacédo
de parte da ORF FnBPA (DTS F/DTS R e FnBPA F/ FnBPA R, respectivamente; Tabela 3).
Os cinco DNAs plasmidianos extraidos apresentaram amplificacdo de ambas as sequéncias.
Os controles negativos, aos quais foi adicionada apenas agua ultrapura estéril no lugar de
plasmideo, ndo demonstraram quaisquer sinais de amplificacdo. Por conseguinte, ficou
confirmada a obtencdo da linhagem de L. lactis FNnBPA® portadora do plasmideo
pValac::DTS::gfp. Na figura 19 é possivel visualizar o DNA plasmideano extraido a partir de

um dos clones bem como a confirmacao do mesmo, através de PCR.
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Figura 19: Confirmagdo da obtencio da linhagem L. lactis FnBPA"(pValac::DTS::gfp).
Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Produto de extragao
plasmideana de L. lactis FnBPA"(pValac::DTS:gfp) Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto de extracdo plasmideana de um dos clones L.
lactis FnBPA" pValac::DTS::gfp. B) Amplificacdo da Sequéncia de Enderecamento Nuclear (DTS).
Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle
negativo; Canaleta 3: Controle positivo (pJ204); Canaleta 4: Confirmacdo do clone apresentado em
“A”, por amplificacdo da DTS (322 pb). C) Amplificagcdo da ORF FnBPA. Canaleta 1: Marcador de
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo; Canaleta 3:
Controle positivo (pOri23-fnbpa); Canaleta 4: Confirmagdo do clone apresentado em “A”, por
amplificac@o de parte da ORF FnBPA (807 pb).

Enfim, apesar de os dados obtidos neste trabalho ndo terem reportado diferencas
significativas nos niveis tanto de eficiéncia de transfeccdo, quanto de expressdo génica,
dados por construcdes plasmideanas em que a DTS de SV40 estava presente
(pValac::DTS::gfp) ou ndo (pValac::gfp), sera dada continuidade a avaliagdo dos possiveis
efeitos promissores da presenca desta sequéncia no vetor pValac por meio de sua
transfeccdo em outras linhagens celulares, uma vez que, como ja foi mencionado
anteriormente, tais efeitos podem ser dependentes do tipo celular utilizado. Assim, a partir
dos resultados destes experimentos, serd considerada a utilizacdo da linhagem L. lactis
FnBPA" (pValac::DTS::gfp), aqui construida, em estudos posteriores que envolvam a

entrega deste vetor, in vivo.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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6.1 CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem chegar as seguintes
conclusdes:

» A Sequéncia de Enderegamento Nuclear de SV40 foi clonada no vetor pValac::gfp e
a construcdo pValac::DTS::gfp foi confirmada por reacdes de PCR, digestédo

enzimatica e sequenciamento;

» O plasmideo pValac::DTS::gfp mostrou-se funcional em células eucariéticas, sendo a
ORF reporter GFP expressa em ceélulas transfectadas com este vetor, situacdo
verificada por Microscopia de Fluorescéncia e RT-PCR. Para este Ultimo protocolo,
foi alcangcada também a padronizacéo de extragdo de RNA sem contaminag&o por
DNA genbémico e plasmideano;

» A presenca da DTS de SV40 no plasmideo pValac::DTS::gfp ndo foi capaz de
aumentar os niveis de expressao génica em células CHO transfectadas com o
mesmo, em comparacdo a expressdo génica obtida a partir do plasmideo

pValac::gfp, que ndo contém essa sequéncia.

> Alinhagem de L. lactis FNnBPA" (pValac::DTS::gfp) foi obtida.

6.2 PERSPECTIVAS

» Ensaios de andlise de expressao génica através de PCR quantitativa em tempo real

(gPCR) para comparacdo com os dados obtidos por Citometria de Fluxo;

» Avaliagdo da expressao de GFP por células Caco-2 transfectadas com o plasmideo
pValac::DTS::gfp, uma vez que ndo existem relatos na literatura da utilizagdo desta
linhagem celular em estudos relacionados ao aumento da expressdo génica
conduzida pela DTS de SV40.
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