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RESUMO

A VP3, ou Apoptina, € uma das proteinas codificadas pelo virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAV). Esta proteina é capaz de induzir apoptose em
células humanas tumorais; entretanto, o mesmo ndo ocorre em células
normais. Assim, esta proteina apresenta-se como uma promissora candidata
como agente antineoplasico. O girovirus aviario 2 (AGV2), descrito em 2011, é
relacionado ao CAV e codifica proteinas homologas as expressas por este
virus, incluindo a VP3. A comparacdo da sequéncia de aminoacidos da VP3 do
AGV2 com a da Apoptina do CAV revela uma identidade de 32,2% e o
compartiihamento de dominios importantes para a atividade pré-apoptotica
tumor-especifica. Nesse trabalho objetivamos investigar o potencial de trés
variantes da VP3 do AGV2 em induzir seletivamente a morte de células
humanas tumorais. Os genes das VP3 foram expressos através de um sistema
de expressado adenoviral. ApGs a transducdo dos adenovirus recombinantes
expressando as VP3 do AGV2 nas células humanas tumorais A549 e normais
MRC-5, a localizacdo subcelular dessas proteinas foi analisada por
imunofluorescéncia e suas implicacbes sobre a viabilidade celular foram
determinadas pelo ensaio de MTT. Nossos resultados evidenciam que os
adenovirus expressando as variantes da VP3 do AGV2 possuem a habilidade
de inibir preferencialmente a proliferacdo de células tumorais. Demonstramos
também que as VP3 do AGV2 acumulam-se no nucleo das células tumorais,
enquanto que na maior parte das células normais essas proteinas ficam
restritas ao citoplasma. No entanto, inesperadamente detectamos, em menor
proporcao, a expressao de VP3 do AGV2 também no nucleo das células
normais. Ainda, analisando as sequéncias de aminoacidos das variantes da
VP3 do AGV2, pudemos conjecturar que a presenca de um sinal de exportacéo
nuclear com menor eficiéncia do que o existente na Apoptina do CAV pode
estar correlacionado com a localizacdo nuclear dessas proteinas nas células
normais e com a inibicdo da proliferacdo celular verificada nessas células. Este
€ o primeiro trabalho demonstrando o potencial da proteina VP3 codificada pelo
AGV2 em induzir preferencialmente a morte de células humanas tumorais.
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ABSTRACT

VP3, also known as Apoptin, is one of the proteins encoded by the chicken
anemia virus (CAV). This protein is able to induce apoptosis in tumor cells;
however, the same does not occur in normal cells. Thus, this protein appears as
a promising candidate for anticancer therapy. The recently discovered avian
gyrovirus 2 (AGV2) is related to CAV and encodes CAV-homologous proteins,
including VP3. The comparison of the AGV2-VP3 amino acid sequence with
CAV-Apoptin shows an identity of 32.2% and the presence of functional
domains that seem to be important for its tumor-specific pro-apoptotic activity.
In this work, we aim to investigate the potential of three AGV2-VP3 protein
variants as inducers of apoptosis in human tumor cells. VP3 genes were
expressed through an adenoviral expression system. After transduction of the
recombinant adenoviruses expressing the AGV2-VP3 variants in human tumor
A549 cells and normal MRC-5 cells, subcellular localization of these proteins
was analyzed by immunofluorescence and their effects on cell viability was
determined by MTT assay. Our results show that the adenoviruses expressing
AGV2-VP3 have the ability to inhibit preferentially the proliferation of tumor
cells. We also demonstrate that AGV2-VP3 variants accumulate in the nucleus
of tumor cells, whereas in most normal MRC-5 cells these proteins are
restricted to cytoplasm. However, we unexpectedly detected the expression of
AGV2-VP3 proteins, in a lesser extent, in the nucleus of normal cells.
Furthermore, analyzing the amino acid sequences of AGV2-VP3 variants we
could speculate that the presence of a nuclear export signal (NES) with a lower
efficiency than CAV-Apoptin NES may be correlated to the nuclear localization
of these proteins in normal cells and to the cell proliferation inhibition observed
in these cells. This is the first study validating the potential of AGV2-VP3 protein
to preferably induce death of human tumor cells.

2 Master of Science dissertation in Environment Microbiology, Institute of Basic Health
Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (97 p.) March,
2014.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ... e e e e e e aaas X
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS .......coviioieeeeeeeeee e, X1
1. INTRODUGAD. ...ttt ettt sttt te e 1
1.1, ODJEtivo Geral .....cooeeeieieeeecee e 3

1.2. ODbjetivOS ESPECITICOS ....ccceeiiiiiiiiiiiiiee et 3

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 4
2.0, CANCEI e 4

22 N N o1 1< R 9

2.1.2. TratameNtOS. .. o ieeeiie e 11

2.2, APOPLOSE ..ottt 13
2.2.1. Morfologia da apoptoSe ......cccovveriiiiiiiieeeeeeeeee e 15

2.2.2. AS VIas apPOPLOLICAS .....uuuieeeeeeeeeiiiice e e e 16

2.3, APOPUNG e 21
2.3.1. Atividade pré-apoptética tumor-seletiva da Apoptina.............. 21

2.3.2. ESIULUIA ..ot 25

2.3.3. Localizacao subcelular diferencial da Apoptina...................... 26

2.3.4. INdUGA0 da APOPLOSE ....cooeeeeeeeeeee e 29

2.4, GIrOVIrUS AVIANIO 2. .o 33

2.5. Expressao de proteinas recombinantes...........cccooeeeeeviieiiiiiienneeennn. 34
2.5.1. Sistemas de eXPreSSAO.......cccevvrrruriiiiieeeeeeeeeiee e 35

2.5.2. Sistemas de transferéncia géniCa...........cccoeeeeeeieeeeieieeeeeeeeee, 37

3. MATERIAL E METODOS ... oottt e, 40
3.1. Células e cultivo celular............ccooeeeiiiiiii 40

3.2. Amplificacdo do gene da VP3 por PCR.........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiee 40

3.3. Construcdo dos vetores de entrada ...........cccevvviiieieeeeiieeiiiciineeeee, 42

3.4. Analise das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos ........... 42

3.5. Construcéo dos vetores adenovirais recombinantes....................... 43

3.6. Transfecc¢ao dos vetores adenovirais recombinantes ..................... 44

3.7. Amplificacdo do estoque Viral...........cccooeiiiiii 45

3.8, RT-PCR..cooe 45



3.9, IMUNOFIUOIESCENCIA . cn e 46

3.10. Teste de viabilidade celular.............cccoooei, 47
3.11. Analise EStatiStiCa........cceeveeeee e, 48
4, RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e eaa s 49
4.1. Andlise das sequéncias da VP3 dos variantes do AGV2 ................ 49
4.2. Amplificacdo do gene da VP3 por PCR..........ccooiiiiiiiiiiieiicieee e, 52
4.3. Construcao dos vetores adenovirais recombinantes...................... 52
4.4. Geracao dos adenovirus recombinantes...........ccceeeevvvvviiiiiiineeeeenn. 54
4.5. Confirmacao da sintese de RNAs mensageiros das VP3 ............... 55

4.6. Inibicdo da proliferagao celular pelos Ad<VP3-T>, Ad<VP3-SM> e

NG BV e N U 56
4.7. Localizac8o subcelular..........ccoouuiiiiii i 59
5. DISCUSSAO ..ottt ettt ettt e et e et e te e aes 62
6. CONCLUSOES. ...ttt 69
7. REFERENCIAS ..ottt ettt sttt sttt stene e 70



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Progresséo do cancer por estagios multiplos. Sucessivas mutacdes capazes
de oferecer alguma vantagem proliferativa acabam selecionando a populacao.
(Adaptado de Strachan; Read, 2010). .......couuiiiiii i e 6

Figura 2 — Caracteristicas promotoras do desenvolvimento do cancer e habilidades
adquiridas pelas células cancerosas. Hanahan e Weinberg (2011) sugerem que 0S
canceres adquirem o mesmo grupo habilidades durante seu desenvolvimento.
(Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011). ........uuuuuuuuurmmmmenneneninnennnnenennneneennnnnnnnnnnenennens 7

Figura 3 — Mutacdes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor podem levar
a transformacao celular. (A) Uma Unica mutagdo em um proto-oncogene com ganho
de fungé@o pode gerar um oncogene e promover a transformacdo da célula. (B) Um
gene supressor de tumor deve sofrer mutagbes com perda de fungcdo em ambas as
cOpias para que se promova a transformacao celular. (Adaptado de Alberts et al.,

Figura 4 — A p53 atua como um sensor de estresse celular. Em resposta a diversos
estimulos lesivos esta proteina é ativada podendo desencadear diferentes desfechos a
célula. (Adaptado de Alberts et al., 2007). .....ceeiieieiiiicee e 10

Figura 5 — Efeitos do desbalanco entre a proliferacdo e morte celular na homeostase.
As taxas de proliferacdo e morte celular estdo indicadas pela espessura das setas.
Mantida a taxa de proliferacdo, alteracdes na taxa de morte celular podem levar ao
acumulo de células ou a perda celular, e consequentemente a desordens decorrentes
destes desbalancos. (Adaptado de Thompson, 1995).........ccciiiiiiiiiieiieiiiiiiin e 14

Figura 6 — Alterac6es morfoldgicas visualizadas durante a apoptose. (A) Encolhimento
celular e picnose. (B) Fragmentag&o do nucleo e brotamento dos processos celulares.
(C) Fragmentacao em corpos apoptéticos. (Adaptado de Majno; Joris, 1995)............. 15

Figura 7 — Fotomicrografia de uma seccao de pancreas exécrino de camundongo.
Células apoptoéticas indicadas por setas, nas quais se visualizam o encolhimento
celular, condensacdo citoplasmatica, picnose e fragmentacdo nuclear. Nota-se
também a auséncia de processo inflamatério. Coloragdo Hematoxilina & Eosina.
(e 0 (= =t Lo = T2 10 T 16

Figura 8 — Representagcdo dos principais eventos que ocorrem durante as vias de
iniciacdo da apoptose. Cada uma das vias necessita de sinais desencadeadores
especificos capazes de dar inicio a cascata de eventos que culminam na ativacédo de
uma caspase iniciadora (8 ou 9), a qual ativa a caspase-3 efetora. Inicia-se assim, a
via de execugcdo que resulta nas alteragBes citomorfolégicas caracteristicas da
apoptose. (Adaptado de EIMOore, 2007). .......uuuuuuuuuuuummieiiiiieiiiriineeeneennneneeresnnennnnen. 17

Figura 9 — Inducdo de apoptose in vitro em células humanas tumorais HepG2
(hepatocarcinoma), enquanto hepatdcitos humanos normais L-02 ndo séo afetados
pela aplicacdo da Apoptina fusionada ao dominio de transducdo PTD4. (a) Analise por
citometria de fluxo de células HepG2 e L-02 tratadas com PTD4-Apoptina (barras

X



pretas) e com o controle PTD4-EGFP (barras brancas). (b) Ensaio TUNEL realizado
em células HepG2 (esquerda) e L-02 (direita) tratadas com PTD4-Apoptina (acima) e
com o controle PTD4-EGFP (abaixo); aumento: 200x; células coradas com H&E.
(Fonte: Sun et al., 2009)........uuuuiiiiiiiiiieiieeeeieeee bbb 22

Figura 10 — Regressdo de hepatomas humanos (HepG2) implantados em
camundongos nude antes e ap0s o tratamento com vetor adenoviral recombinante
expressando Apoptina. (A e B) Tumores antes do inicio do tratamento. (C e D)
Tumores nao tratados, no final do experimento. (E) Regressédo completa e (F) parcial
do tumor pelo tratamento com o vetor adenoviral expressando a Apoptina. (Fonte: Van
Der Eb et al., 2002). ...ovuieiiiii e e e e 24

Figura 11 — Estrutura priméria da Apoptina. Os grupos de aminoacidos (abaixo)
indicados em vermelho, azul, verde e amarelo representam, respectivamente, 0s
dominios LRS, NLS, NES e o sitio de fosforilagdo na treonina-108, que s&o
representados no esquema (acima) (Adaptado de Los et al., 2009)...........cccevvvvvvnnnnnn. 26

Figura 12 — Localizacdo subcelular diferencial da Apoptina em células humanas
normais e tumorais. (A) Em células primarias (normais) a Apoptina localiza-se no
citoplasma (coloragéo verde dada pela marcacdo da Apoptina com GFP). (B) Em
células tumorais a Apoptina situa-se exclusivamente no nucleo. Abaixo se visualiza os
ndcleos celulares corados em azul com DAPI. (Fonte: Los et al., 2009). ...........c........ 27

Figura 13 — Esquematizagdo simplificada do comportamento da Apoptina (A) em
células humanas normais, nas quais a Apoptina acaba degradada; e (B) em células
tumorais onde a Apoptina é fosforilada, acumula-se no ndcleo e interage com diversos
parceiros deflagrando @ apOPLOSE. .....ciieiciiiiiiice e 32

Figura 14 — Esquematizagdo da localizagdo e tamanho das ORFs encontradas no
genoma do AGV2. As barras horizontais representam o tamanho e a posicado das
ORFs que codificam as proteinas VP1, VP2 e VP3. Os nlmeros apresentados na
figura indicam a posi¢cdo na sequéncia de nucleotideos do AGV2. (Adaptado de
RIJSEWIK €L @l., 2011). ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 34

Figura 15 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das regibes codificadoras da
VP3 dos variantes AGV2-T, AGV2-SM e AGV2-N1, no qual se pode verificar as
diferencas entre elas. Estdo destacadas em amarelo as substituicbes e em roxo as
BUOIGOBS. ..ttt 49

Figura 16 - Alinhamento das sequéncias de amino&cidos deduzidas a partir dos genes
da VP3 dos variantes AGV2-T, AGV2-SM e AGV2-N1, em que se pode visualizar as
diferencas nos residuos de aminoacidos existentes entre elas. Em amarelo estéo
destacadas as substituices € em roxo @ adiGAO0. ...........oviiieeeiiiiiiiiiiae e 50

Figura 17 - Alinhamento das sequéncias de aminoécidos da Apoptina do CAV e das
VP3 dos variantes AGV2-T, AGV2-SM e AGV2-N1. Os quadros delimitam os dominios
LRS (vermelho), NLS (azul) e NES (verde). Os sitios de fosforilagdo preditos estao
(TpTo[Tor=To [o RS o o) gF- L] (=] L ol o 3SR 51

Figura 18 - Analise das PCRs em gel de agarose a 1%. Visualizacdo das bandas

referentes a amplificacdo das variantes VP3-T, VP3-SM e VP3-N1. M: 2-Log DNA
Ladder (New England Biolabs). ......ccocuuiiiiiii et 52

Xl



Figura 19 — Efeito citopatico adenoviral em células 293A - caracteristico pelo
arredondamento e lise das células formando evidentes placas virais - dez dias apos a
transfeccdo do vetor adenoviral recombinante pAd<VP3-SM>. Efeitos similares foram
obtidos na transfecGao dOS dEMAIS VETOIES. .......uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieenieieeeeeee e nneneenees 54

Figura 20 - Andlise das RT-PCRs em gel de agarose a 1%. A visualizagdo das bandas
eferentes a amplificacdo das variantes VP3-T, VP3-SM e VP3-N1 confirmam a
transcricdo dos respectivos RNAmM pelo sistema construido. M: 100bp DNA Ladder
(New ENngland BiolabDS). .........uuuueueiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 55

Figura 21 — Teste de viabilidade celular apdés a transdu¢cdo com o0s adenovirus
expressando as diferentes VP3 do AGV2. Células tumorais A549 e normais MRC-5
foram transduzidas com (a) Ad<VP3-T>, (b) Ad<VP3-SM> e (c) Ad<VP3-N1> em
diferentes MOls (0,1; 1; 10; 50). ApGs 72 horas, a viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio de MTT. Resultados apresentados como médias e desvio padrao (barras
de erro) de quatro experimentos. Teste t de Student: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001.

Figura 22 — Fotografias representativas das células MRC-5 e A549 72 horas apos a
transducdo com os adenovirus recombinantes expressando as diferentes VP3 do
AGV2 com as MOlIs indicadas. Acima, controle celular (CC). Imagens adquiridas em
microscopio optico invertido. Magnificag@o: 40X. .......cevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 58

Figura 23 — Imagens representativas da localizacdo nuclear da VP3 do AGV2 nas
células humanas tumorais A549. VP3 marcada com anticorpo conjugado com
fluoresceina e nucleo corado com Hoechst. Visualizagdo em microscépio confocal de
fluorescéncia. AUMENLO de BO0X. ......ccceeeeeiee e 60

Figura 24 - Imagens representativas da localizagdo subcelular da VP3 do AGV2 nas
células humanas normais MRC-5. Essas proteinas foram detectadas principalmente
restritas ao citoplasma (a), mas também puderam ser observadas, em menor
propor¢do, acumuladas no nucleo (b), ou presentes concomitantemente em ambos
locais (c). VP3 marcada com anticorpo conjugado com fluoresceina e ndcleo corado
com Hoechst. Visualizagdo em microscopio confocal de fluorescéncia. Aumento de
5100 SRS 61

Xl


file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609422
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609422
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609422
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609422
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609423
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609423
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609423
file:///C:/Users/Marcus/Projetos/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Corrigida%20Final.docx%23_Toc383609423

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ACDase - Ceramidase Acida (Acid Ceramidase)

AGV2 — Girovirus Aviario 2 (Avian Gyrovirus 2)

AIF — Fator Indutor de Apoptose (Apoptosis-inducing Factor)
Akt (PKB) — Proteina Quinase B (Protein Kinase B)

Apaf-1 — Fator 1 Ativador de Protease Apoptética (Apoptotic Protease
Activating Factor-1)

APC — Subunidade do Complexo Promotor da Anéfase (Subunit of Anaphase-
Promoting Complex)

Apo2L — Ligante Apo2 (Apo2 Ligand)

Apo3L — Ligante Apo3 (Apo3 Ligand)

ASMase — Esfingomielinase Acida (Acid Sphingomyelinase)

Bcl10 — Linfoma de Células B 10 (B-cell lymphoma 10)

Bcl-2 - Linfoma de Células B 2 (B-cell lymphoma 2)

Bcl-2 — Proteina 2 de Linfoma de Células B (B-cell Lymphoma Protein 2)
Bcl-XL — Linfoma de Células B extra-grande (B-cell ymphoma extra-large)

Bid — Agonista de morte celular que interage através do dominio 3 homélogo a
Bcl2 (BH3 interacting-domain death agonist)

BSA — Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum Albumin)

CAD — DNase Ativada por Caspase (Caspase-Activated DNase)

CAV - Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas (Chicken Anemia Virus)
CC — Controle Celular

CDK2 - Quinase Dependente de Ciclina 2A (Cyclin-Dependent Kinase 2)
cDNA — DNA complementar (Complementary DNA)

CMV - Citomegalovirus

CRM1 — Exportina 1 (Exportin 1 / Chromossome Region Maintenance 1)

Xl



DAPI - Dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole (4',6-diamidino-2-
phenylindole)

DDR — Resposta a Dano ao DNA (DNA Damage Response)

DEDAF - Fator Associado ao Efetor de Morte (Death Effector Domain-
Associated Factor)

DEPC - Dicarbonato de dietila (Diethylpyrocarbonate)

DISC — Complexo Sinalizador Indutor de Morte (Death-Inducing Signaling
Complex)

DMEM — Meio Eagle Modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium)

DNA — Acido Desoxirribonucléico (Deoxyribonucleic Acid)

dNTP - Desoxirribonucleotideos Trifosfatados (Deoxynucleotide Triphosphate)
DR3 — Receptor de Morte 3 (Death Receptor 3)

DR4 — Receptor de Morte 4 (Death Receptor 4)

DR5 - Receptor de Morte 5 (Death Receptor 5)

EGFP — Proteina Verde Fluorescente Refor¢cada (Enhanced Green Fluorescent
Protein)

FADD — Dominio de Morte Associado a Fas (Fas-Associated Death Domain)
Fas — Acido Graxo Sintetase (Fatty Acid Synthetase)

FasL — Ligante Fas (Fas Ligand)

FasR — Receptor Fas (Fas Receptor)

H&E — Hematoxilina e Eosina

HEPES - Acido 4-(2-hidroetil)-1-piperazinoetano-sulfénico (Hydroxyethyl
Piperazineethanesulfonic Acid)

HepG2 — Linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano

HER2 — Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidermal Humano (Human
Epidermal growth factor Receptor 2)

Hippi — Proteina que interage com a proteina Huntingtin (Huntingtin interacting
protein 1 protein interactor)

HSP70 — Proteina de Choque Térmico 70 (Heat Shock Protein 70)
XV



IMPB1 — Importina B1 (/mpotin 1)

ITR — Repeticbes Terminais Invertidas (Inverted Terminal Repeats)
L-02 — Linhagem celular de hepatocitos humanos

LacZ — gene codificante da B-galactosidade

LB — Luria-Bertani

LRS — Regiéo rica em leucina (Leucine-Rich Stretch)

MEM — Meio Essencial Minimo (Minimum Essential Medium)

M-MuLV - Virus da Leucemia Murina de Moloney (Moloney Murine Leukemia
Virus)

MOI — Multiplicidade de Infeccéo (Multiplicity of Infection)
MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio

NCBI — Centro Nacional para Informacao Biotecnoldgicas (National Center for
Biotechnology Information)

NES — Sinal de Exportacdo Nuclear (Nuclear Export Signal)

NLS — Sinal de Localizagao Nuclear (Nuclear Localization Signal)

Nmi — Proteina que interage com N-Myc (N-Myc Interacting Protein)
NPC — Complexo do Poro Nuclear (Nuclear Pore Complex)

nt — Nucleotideos (Nucleotides)

Nur77 — Receptor Nuclear 77 (Nuclear Receptor 77)

ORF — Fase Aberta de Leitura (Open Reading Frame)

pb — par de bases

PBS — Tampao Fosfato-Salino (Phosphate Buffered Saline)

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)
PFU — Unidades Formadoras de Placa (Plaque-Forming Unit)

PKC — Proteina Quinase C (Protein Kinase C)

PML — Proteina da Leucemia Promielocitica (Promyelocytic Leukemia Protein)
PP2A — Proteina Fosfatase 2A (Protein Phosphatase 2A)

XV



PTD4 — Dominio de Transducao Protéica 4 (Protein Transduction Domain 4)

PUMA — Modulador da apoptose ativador da p53 (p53 Upregulated Modulator
of Apoptosis)

RNA — Acido Ribonucléico (Ribonucleic Acid)
RNAmM — RNA mensageiro

RPMI — Meio Roswell Park Memorial Institute (Roswell Park Memorial Institute
Medium)

RT — Transcriptase Reversa (Reverse Transcriptase)
SFB — Soro Fetal Bovino

Smac/DIABLO - Segundo Ativador de Caspases Mitocondrial (Second
Mitochondria-derived Activator of Caspases)

SV40 - Virus Vacuolante Simio 40 (Simian Vacuolating Virus 40)

TAp73 — p73 com capacidade de transativacao (Transactivation-proficient p73)
Tag — Thermus aquaticus

Thr — Treonina

TNFR1 — Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral (Tumoral Necrosis Factor
Receptor 1)

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa (Tumoral Necrosis Factor Alpha)

TUNEL — Marcagdo in situ das extremidades 3° de DNA pela enzima
desoxinucleotidil transferase terminal (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
dUTP Nick End Labeling)

UV — Radiagao Ultravioleta

VP1 - Proteina Viral 1 (Viral Protein 1)
VP2 — Proteina Viral 2 (Viral Protein 2)
VP3 — Proteina Viral 3 (Viral Protein 3)

ANp73 — Inibidor Dominante-Negativo da p53 e Tap73 (Dominant-Negative
Inhibitor of p53 and TAp73)

XVI



1. INTRODUCAO

O cancer é o grupo de doencas que mais mata em paises
economicamente desenvolvidos e a segunda maior causa de morte nos paises
emergentes. Além disso, os indices de novos casos e de mortes por cancer
ainda continuam a crescer, principalmente em paises em desenvolvimento
(WHO, 2008; Jemal et al., 2011). Apesar da vasta gama de terapias existentes
para o tratamento do cancer, a eliminacdo das células cancerosas é muito
dificil e o cancer é ainda uma doenca muitas vezes sem cura. Praticamente
todas as terapias antineoplasicas atuais sao dirigidas contra a proliferacédo
celular e, dessa forma, esbarram na inespecificidade de acéo, na dificuldade de
eliminacdo completa das células cancerosas, no desenvolvimento de
resisténcia aos agentes usados e ainda acarretam multiplos efeitos toxicos
indesejados (Gottesman, 2002; Rang et al., 2012). A maior esperanca para o
tratamento eficaz do cancer reside na descoberta de métodos ou farmacos que
sejam capazes de seletivamente eliminar as células cancerosas sem afetar o

desenvolvimento adequado das células normais do organismo.

A Apoptina € uma pequena proteina codificada pelo virus da anemia

infecciosa das galinhas (CAV). Essa proteina causa a apoptose das células



infectadas durante o ciclo de replicacdo do CAV (Noteborn et al., 1994). No
final da década de 1990 foi demonstrado pela primeira vez que a Apoptina &
também capaz de induzir apoptose em células humanas tumorais, enquanto
ndo tem qualquer efeito em células normais (Danen-Van Oorschot et al., 1997).
A partir dai, seu potencial como agente antitumoral vem sendo extensivamente
analisado. Até o0 momento, mais de 70 linhagens celulares ja se apresentaram
suscetiveis a sua atividade pro-apoptotica (Noteborn, 2009) e diversos estudos
pré-clinicos in vivo realizados em camundongos com aloenxertos de tumores
humanos indicam que a Apoptina é um agente antitumoral eficiente e seguro
(Backendorf et al., 2008). Além disso, a apoptose induzida pela Apoptina é
independente da via da proteina p53 e insensivel aos proto-oncogenes
antiapoptoticos Bcl-2 e Bcl-XL (Zhuang et al., 1995; Danen-Van Oorschot; Van
der Eb; Noteborn, 1999; Schoop et al., 2004). Estas caracteristicas singulares
indicam que a Apoptina pode ser um eficiente agente antineoplasico com
potencial de atuar inclusive nos casos em que 0S quimioterapicos atuais sao

ineficazes.

Estudos recentes buscando identificar o agente etiolégico de sinais
clinicos relacionados a anemia em galinhas levaram a deteccdo do genoma de
um novo virus, denominado girovirus aviario 2 (AGV2). Este possui genoma de
DNA circular fita-simples com organizacdo gendmica bastante similar ao CAV e
apresenta uma identidade de nucleotideos de aproximadamente 40% em
relacdo a este virus. O AGV2 codifica a VP3, uma proteina composta de 124
aminoacidos homologa a Apoptina do CAV. Entre elas existe uma identidade

de aminoacidos de 32,2% (Rijsewijk et al., 2011). Andlises adicionais revelaram



a existéncia de variabilidade na regido codificadora da VP2-VP3 do AGV2 que
resulta em alteracbes na composicdo de aminoacidos da proteina VP3 dos
diferentes variantes do AGV2 (Dos Santos et al.,, 2012). Dessa forma, a
proteina VP3 do AGV2 pode, assim como a Apoptina do CAV, apresentar

caracteristicas que a credencie como um possivel novo agente antineoplasico.

1.1. Objetivo Geral

Investigar o potencial da proteina VP3 codificada pelo AGV2 em induzir
seletivamente a morte de células humanas tumorais, iniciando, dessa forma, a

avaliacdo desta proteina como um possivel novo agente antitumoral.

1.2. Objetivos Especificos

» Construir adenovirus recombinantes expressando trés diferentes
variantes da proteina VP3 do AGV2;

* Transduzir esses virus em linhagens celulares derivadas de
tumores humanos e em células humanas normais;

* Analisar a localizagdo subcelular da VP3 do AGV2 nas células-
alvo;

» Avaliar a viabilidade de células tumorais e normais transduzidas

com adenovirus que expressam diferentes variantes da VP3 do AGV2.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cancer

O cancer é o grupo de doencas que mais mata em paises
economicamente desenvolvidos e € a segunda maior causa de morte nos
paises emergentes (WHO, 2008). S6 em 2008, o cancer foi responsavel por 7,6
milhdes de mortes (13% do total) no mundo (Ferlay et al., 2010). Nos Estados
Unidos da América, uma em cada quatro mortes € causada por cancer (Siegel;
Naishadham; Jemal, 2013). Além disso, as estatisticas de novos casos e de
mortes por cancer continuam a crescer devido ao aumento e ao
envelhecimento da populacdo mundial, além da crescente adocdo de
comportamentos que elevam o risco de desenvolvimento da doenca, como o
tabagismo, principalmente em paises em desenvolvimento. Estima-se que em
2030 o cancer seja responsavel por 13,1 milhées de mortes (Jemal et al.,
2011). O tipo de céancer que mais causa mortes € o de pulméo, respondendo
por mais de 1,37 milhdes (18%) das mortes causadas por cancer. Ele é
também o tipo com maior incidéncia e o maior causador de mortes no sexo
masculino, enquanto que nas mulheres o cancer de mama se posiciona no

topo das estatisticas. Os canceres coloretal, de estbmago, hepatico e de



prostata figuram também entre os responsaveis pela maioria das mortes

causadas por cancer (Ferlay et al., 2010).

Cancer € a denominacao genérica usada para designar um conjunto de
varias doencas nas quais células alteradas proliferam-se de maneira
descontrolada em qualquer parte do corpo formando uma massa tumoral. Os
tumores malignos podem ser extremamente graves, visto que podem
apresentar um crescimento bastante rapido e as células que os compdem
possuem a capacidade de penetrar nos vasos sanguineos e/ou linfaticos e
invadir qualquer outra regido do corpo, produzindo metastases. Estas células
cancerosas podem se infiltrar em tecidos adjacentes e continuar sua

proliferacéo no interior destes (National Care Institute, 2013).

O desenvolvimento do cancer € um processo que ocorre em diversas
etapas que refletem alteracbes genéticas que levam a uma progressiva
transformacao de células normais em células cancerosas. Esta transformacéo
acontece através do acumulo de mutacbes somaticas e de uma instabilidade
genética (Hanahan; Weinberg, 2011; Lewin et al.,, 2004). A transformacéo
celular estd frequentemente associada a acdo de determinados virus ou
carcin6genos quimicos, que nado geram células cancerosas diretamente, mas
aumentam a probabilidade de que ocorram alteracbes genéticas que resultem

em cancer (Rang et al., 2012).

No principio da transformacdo de uma célula normal especula-se que
ocorra uma mutagédo com perda de fungcdo em algum gene envolvido no reparo

de DNA, gerando assim uma instabilidade genética. Com isso, a quantidade de



mutacBes que ocorrem nesta célula se eleva drasticamente. Entdo, diversas
alteracdes genéticas podem ocorrer nesta célula ou em suas descendentes, o
que termina criando células geneticamente distintas a partir daquela Unica
célula inicial. A partir dai, as células que adquirirem mutacdes capazes de
elevar seu potencial proliferativo irdo gerar mais descendentes e acabardo
dominando a populacdo (Lewin et al., 2004). O desenvolvimento tumoral
progride entdo através de um processo analogo a selecdo natural darwiniana: a
cada estagio durante a progressdo do cancer uma populacdo celular é
selecionada, favorecendo as células que adquiriram alguma vantagem

proliferativa em relacao as outras (Figura 1) (Hanahan; Weinberg, 2011).

Mutagdon21 Mutagdo n22 Mutagdo n2 3

Proliferagdo seletiva Proliferagdo seletiva da Evolugdo continua Tumor

. . 5 através da selecdo .
da célula que possui célula que possul a & Maligno
amutagaon?1 mutagdon21+2 natural

Figura 1 - Progress@o do céncer por estadgios multiplos. Sucessivas mutacdes
capazes de oferecer alguma vantagem proliferativa acabam selecionando a

populacdo. (Adaptado de Strachan; Read, 2010).

Sendo assim, células cancerosas sao células que sofreram sucessivas
transformacdes genéticas que as levaram a perder o controle do seu ciclo
celular e a adquirir novas habilidades que acabam por permitir que estas

células proliferem indefinidamente e cresgam em locais indevidos (Lewin et al.,



2004). Segundo Hanahan e Weinberg (2011), estas habilidades adquiridas
pelas células cancerosas podem ser divididas em oito grupos de alteracdes da
fisiologia celular. Existindo ainda, por tras destas alteracbes duas
caracteristicas promotoras: a instabilidade genética, que acelera a aquisicao de
mutacfes vantajosas, e a inflamacéo, que promove a funcionalidade de varias

das habilidades adquiridas (Figura 2).
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crescimento de crescimento

Reprogramacao Evasédo do
do metabolismo sistema
energético imune

Evasio da Potencial
replicativo
Soptass ilimitado
Instabilidade Inflamacéo
genética ¢
Potencial Invaséo tecidual
angiogénico e metastase
Figura 2 - Caracteristicas promotoras do desenvolvimento do céancer e

habilidades adquiridas pelas células cancerosas. Hanahan e Weinberg (2011)
sugerem que o0s canceres adquirem o mesmo grupo habilidades durante seu
desenvolvimento. (Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011).



Comparando-se células cancerosas com células normais, podem-se
identificar alguns genes-chave que estéo diretamente associados a geracao de
células transformadas: os proto-oncogenes, que quando mutados podem ser
ativados e assim, tém um efeito dominante em promover a proliferacdo celular;
e 0S genes supressores de tumor, que sSao genes que antagonizam a
proliferacdo ou crescimento celular e quando mutados podem perder sua
funcdo de forma recessiva (Figura 3). Na maioria dos casos, o0 cancer
desenvolve-se a partir de uma série de mutacdes que se acumulam ativando
proto-oncogenes e/ou inativando genes supressores de tumor (Lewin et al.,

2004).
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permite que este promova a caminho de
transformacéo celular tornarem-se
cancerosas
/
) ~ e/
Mutagdo ’ . 22 mutagdo
inativa |\ inativa a
| — | | —— \
um gene | I | outracopia — | i ]
supressor %\ v / do gene A
- de tumor ' - /o
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Figura 3 — MutacBes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor podem
levar a transformacéo celular. (A) Uma Gnica mutagdo em um proto-oncogene com
ganho de funcdo pode gerar um oncogene e promover a transformacéo da célula.
(B) Um gene supressor de tumor deve sofrer muta¢cdes com perda de funcdo em
ambas as coOpias para que se promova a transformacéo celular. (Adaptado de
Alberts et al., 2007).



2.1.1. p53

O gene supressor de tumor p53 é provavelmente o mais importante
gene que atua prevenindo o desenvolvimento do cancer. A perda de funcéo da
proteina p53 codificada por este gene € a alteracdo genética mais comum
encontrada no cancer. Em mais da metade de todos os canceres humanos ja
estudados detectou-se a perda de funcao da p53, e em praticamente todos, ou
esse gene ou outros componentes da mesma via de sinalizacdo apresentam-se

alterados (Lewin et al., 2004; Alberts et al., 2007; Levesque; Eastman, 2007).

Todas as células normais possuem baixos niveis de p53, pois esta
proteina € constante e rapidamente degradada. Mas, em resposta a algum
dano ao DNA, hipoxia, sinais hiperproliferativos ou encurtamento telomérico, a
degradacédo da p53 é bloqueada e essa proteina acumula-se na célula e acaba
sendo ativada. Esta ativacdo pode resultar em desfechos distintos que
dependerdo da fase do ciclo celular em que a célula encontra-se e da
severidade do dano (Figura 4). A p53 ativada pode atuar blogueando a
progressao do ciclo celular até que o dano seja reparado, ou, caso a célula ja
esteja comprometida com a divisdo celular, esta proteina da inicio ao processo
apoptético. Nos casos em que os telébmeros estdo encurtados, a p53 bloqueia a
continuidade do ciclo celular e, como neste caso ndo ha como realizar reparo,
qualquer divisdo celular € impedida indefinidamente (senescéncia celular)

(Lewin et al., 2004; Levine et al., 2006; Alberts et al., 2007).
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SINAIS DANO AO  ENCURTAMENTO
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Figura 4 — A p53 atua como um sensor de estresse celular. Em resposta a
diversos estimulos lesivos esta proteina é ativada podendo desencadear
diferentes desfechos a célula. (Adaptado de Alberts et al., 2007).

Nota-se, portanto, que a p53 esta envolvida no controle do ciclo celular,
na manutencado da estabilidade genética e na apoptose, o que fundamenta sua
importancia para a homeostase da célula e o porqué desse gene ser tao

importante para o desenvolvimento do cancer (Lewin et al., 2004).

Sendo assim, células desprovidas da p53 ou que possuam coépias
defeituosas do gene possuem capacidade de evadir a apoptose, bem como
sdo capazes de continuar se dividindo mesmo que seu DNA esteja danificado
ou alterado. Normalmente estas células acabam morrendo, mas elas podem
sobreviver com um genoma modificado, acumulando sucessivas mutacdes. A
perda de genes supressores de tumor e a ativagdo de oncogenes podem ser
alteracdes decorrentes desta instabilidade genética e, dessa maneira, o cancer
pode se desenvolver e tornar-se mais agressivo. Além disso, a perda da p53

também torna muitas células cancerosas menos sensiveis a radioterapia e a
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varios quimioterapicos, visto que muitos destes tratamentos necessitam da
sinalizacdo da p53 para que a célula entre em apoptose ou interrompa seu

ciclo (Alberts et al., 2007; Lowe et al., 1993).

2.1.2. Tratamentos

O cancer pode ser tratado através da retirada cirargica do tumor ou
pela destruicdo das células cancerosas por agentes quimicos ou radiacao.
Entretanto, seja qual for a abordagem utilizada, é extremamente dificil erradicar
todas as células transformadas. Apds o tratamento, as células cancerosas
remanescentes podem regenerar o tumor. Além disso, como as células
cancerosas mutam rapidamente, elas podem desenvolver resisténcia ao

tratamento usado para elimina-las (Alberts et al., 2007).

A radiacdo e a grande maioria dos agentes quimioterapicos usados
atualmente afetam a proliferacéo celular por causarem danos ao DNA. Estas
terapias matam células cancerosas, pois estas apresentam altas taxas
proliferativas e possuem uma menor habilidade de sobreviver a este dano do
gue as células normais. Entretanto, esses tratamentos afetam também as
células normais que apresentam rapida divisdo. Disso decorrem 0s Varios
efeitos toxicos indesejados - como mielossupressao, cicatrizacdo deficiente,
lesdo de mucosas, alopecia, esterilidade, teratogenicidade e depressdo no
crescimento de criangas — detectados em pacientes em tratamento

antineoplasico (Alberts et al., 2007; Rang et al., 2012).
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Além da radio e quimioterapia, outras abordagens se fazem valer de
caracteristicas singulares de determinados tecidos. Tumores derivados de
tecidos sensiveis a hormdnios podem ser hormdnio-dependentes, entdo o
tratamento com antagonistas ou inibidores destes horménios pode ser util para
inibir o crescimento destes tumores. Outros exemplos sdo: a utilizacdo de
anticorpos para bloquear proteinas superexpressas (como, por exemplo, o
anticorpo  monoclonal trastuzumab que bloqueia o receptor HER2,
superexpresso em muitos canceres de mama) ou para carrear toxinas
especificamente para células que apresentem determinado antigeno, e a
administracdo de isotopos radioativos que sabidamente acumulam-se em dado
6rgéo ou tecido (por exemplo, 3! para tratar tumores na tireoide) (Rang et al.,

2012).

Abordagens como a inibicdo da angiogénese e estimulacdo da
resposta imune sao terapias que nao visam diretamente as células tumorais,
mas dificultam sua manutencdo. Esses também sé&o utilizados conjuntamente

com outros tratamentos (Alberts et al., 2007).

Apesar da vasta gama de terapias existentes para o tratamento do
cancer, a eliminacdo das células cancerosas € muito dificil e o cancer é ainda
uma doencga muitas vezes sem cura. Praticamente todas as terapias atuais sédo
dirigidas contra a proliferagdao celular e, dessa forma, esbarram na
inespecificidade de acédo, na dificuldade de eliminacdo completa das células
cancerosas, no desenvolvimento de resisténcia aos agentes antineoplasicos,

além de acarretarem multiplos efeitos toxicos indesejados (Gottesman, 2002;
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Rang et al., 2012). A maior esperanca para o tratamento eficaz do cancer
reside na descoberta de métodos que possam seletivamente eliminar as
células cancerosas sem afetar o desenvolvimento adequado das células
normais do organismo. Isso pode ser alcancado através do conhecimento das
alteracdes celulares induzidas por cada tipo de céancer e usa-lo para a
prescricdo de terapias individuais especificas, ou através da descoberta ou do
desenvolvimento de moléculas capazes de restaurar vias de controle alteradas

ou induzir a morte seletiva das células cancerosas (Alberts et al., 2007).

2.2. Apoptose

Doencas neurodegenerativas, processos isquémicos, infec¢des virais
ou bacterianas e doencas autoimunes, assim como o cancer, sdo doencas
associadas a um desbalanco entre a proliferacdo e morte celular (Favarolo et

al, 2012).

Para a manutencdo da homeostase celular, tdo importante quanto a
regulacdo da proliferacdo celular é o controle das células que devem entrar em

apoptose (Figura 5) (Thompson, 1995).
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Figura 5 — Efeitos do desbalango entre a proliferacdo e morte celular na
homeostase. As taxas de proliferacdo e morte celular estdo indicadas pela
espessura das setas. Mantida a taxa de proliferacéo, alteracdes na taxa de
morte celular podem levar ao acumulo de células ou a perda celular, e
consequentemente a desordens decorrentes destes desbalancos.
(Adaptado de Thompson, 1995).

A “morte celular programada”, mais conhecida como apoptose, € um
processo fisiologico ativo de morte celular que ocorre de forma ordenada
visando a eliminacéo de células supérfluas, danificadas ou alteradas sem que
seja provocada resposta imune ou inflamacdo no local (Earnshaw, 1995). A
morte e remocao celular ocorrem por toda a vida do organismo: durante o
desenvolvimento embrionario a apoptose € essencial para a correta formacao
dos tecidos e 6rgaos, e durante toda a vida 0 processo apoptotico atua como
um mecanismo homeostatico que visa a manutencao das populagcdes celulares
saudaveis (Fuchs; Steller, 2011). Estima-se que em um ser humano adulto
aproximadamente dez bilhdes de novas células s&o geradas por dia apenas

para repor aquelas que morrem por apoptose (Renehan et al., 2001).
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2.2.1. Morfologia da apoptose

Durante a fase inicial do processo apoptotico € possivel visualizar
algumas alteracdes na estrutura celular (Figura 6). Por meio de microscopio
optico pode-se notar o encolhimento celular e a picnose (Figura 7) (Kerr et al.,
1972). Com o encolhimento da célula, o citoplasma se torna mais denso e as
organelas apresentam-se mais fortemente empacotadas. A picnose, resultante
da condensacdo da cromatina, é considerado o traco mais caracteristico da
apoptose. O nucleo fragmenta-se e formam-se processos celulares que se
soltam da célula formando estruturas conhecidas como corpos apoptoticos.
Estes consistem em citoplasma, organelas fortemente empacotadas, podendo
ou ndo possuir fragmentos nucleares, sendo envolvidos por uma membrana
plasmatica intacta. Subsequentemente, estes corpos apoptéticos sao
fagocitados por macréfagos e/ou células vizinhas e séo finalmente degradados

(Elmore, 2007).

APOPTOSE

-> ( @@_) Fagocitose por macréfagos
-~
2

e/ou células vizinhas

Figura 6 - AlteragBes morfolégicas visualizadas durante a apoptose. (A)
Encolhimento celular e picnose. (B) Fragmentacdo do ndcleo e brotamento dos
processos celulares. (C) Fragmentacdo em corpos apoptéticos. (Adaptado de
Majno; Joris, 1995).
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N&o héa reacéao inflamatdria associada ao processo de apoptose, uma
vez que as células apoptéticas nao liberam seu contetdo no intersticio e os
corpos apoptoéticos sdo muito rapidamente fagocitados por células vizinhas.
Além disso, estas células fagociticas ndo secretam praticamente nenhum
mediador inflamatério em resposta a fagocitose dos corpos apoptéticos (Savil;

Fadok, 2000; Kurosaka et al., 2003).

Figura 7 — Fotomicrografia de uma seccdo de pancreas exécrino de
camundongo. Células apoptéticas indicadas por setas, nas quais se visualizam
o encolhimento celular, condensacao citoplasmatica, picnose e fragmentagdo
nuclear. Nota-se também a auséncia de processo inflamatério. Coloracao

Hematoxilina & Eosina. (Fonte: Elmore, 2007).

2.2.2. As vias apoptoticas

A iniciacdo do processo apoptoético é desencadeada principalmente por
duas vias de sinalizagdo (Figura 8): a via extrinseca, que é deflagrada em
resposta especialmente a estimulos extracelulares, e a via intrinseca, ativada

por moduladores internos a propria célula. Estas vias convergem para um
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mesmo ponto crucial: a conversdo de pro-caspases em caspases, proteases
cuja ativacao é o evento bioquimico que resulta na execucéo da apoptose e € 0
maior responsavel pelas modificacdes estruturais visualizadas nas células

apoptoticas (Russo et al., 2006).

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA

radiacdo, toxinas, hipdxia, etc.

i

ligante —a
receptor de morte - *
’ alteragdes mitocondriais

f

roteinas adaptadoras
P ' P liberagdo de proteinas pré-apoptéticas

. clivagem de Bid
formagdo do DISC ativagio do Apaf-1

ativagio da caspase-8
formagio do apoptossomo

i

ativagio da caspase-9

—

ativagio de endonucleases — degradacio do DNA
ativagdo de proteases — degradagdo protéica

|

alteragdes morfoldgicas
[condensagdo citoplasmatica, picnose, fragmentagdo nuclear, etc.)

ativagio da caspase-3

VIA DE EXECUCAO
}

Figura 8 — Representacao dos principais eventos que ocorrem durante as
vias de iniciagdo da apoptose. Cada uma das vias necessita de sinais
desencadeadores especificos capazes de dar inicio a cascata de eventos
gue culminam na ativacdo de uma caspase iniciadora (8 ou 9), a qual ativa
a caspase-3 efetora. Inicia-se assim, a via de execucdo que resulta nas
alteracdes citomorfolégicas caracteristicas da apoptose. (Adaptado de
Elmore, 2007).
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2.2.2.1. Viaextrinseca

A via extrinseca necessita da interacdo de um ligante com um receptor
transmembrana capaz de transmitir a sinalizacdo de morte da superficie
extracelular para o interior da célula. Por isso os receptores envolvidos nesta
sinalizacdo sdo chamados de “receptores de morte” (Locksley et al., 2001). Os
ligantes e seus correspondentes “receptores de morte” mais conhecidos até o
momento sdo FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e

Apo2L/DR5 (Elmore, 2007).

Uma vez que ocorra a interacdo entre um ligante e seu respectivo
receptor na superficie celular, proteinas adaptadoras intracelulares ligam-se ao
dominio intracelular do receptor chamado de “dominio de morte” (Hsu et al.,
1995; Wajant, 2002). Esta interacdo resulta na associacdo da pro-caspase-8
formando o “complexo de sinalizagéo indutora de morte” (DISC). Por fim, a pro-
caspase-8 é ativada e assim a fase de execucdo da apoptose inicia-se

(Kischkel et al., 1995).

2.2.2.2. Viaintrinseca

A auséncia de determinados fatores de crescimento, citocinas ou
hormdnios, bem como a presenca de toxinas, radicais livres, infeccdes,
hipertermia, hipdxia ou exposi¢cdo a radiacdo, sdo estimulos capazes de

provocar alteracdes na membrana mitocondrial. Essas alteracdes resultam na



19

liberacdo de proteinas pro-apoptéticas do espaco intermembranas para o

citoplasma, desencadeando a via intrinseca da apoptose (Saelens et al., 2004).

A liberacéo das proteinas pré-apoptoticas citocromo ¢ e Smac/DIABLO
acabam por ativar o Apaf-1, o qual oligomeriza-se formando uma estrutura
chamada de apoptossomo. Este recruta e ativa a pro-caspase-9, dando inicio a
fase de execucdo da apoptose (Du et al., 2000; Garrido et al., 2005).
Concomitantemente, outras proteinas pré-apoptéticas (AlF, endonuclease G e
CAD) sdo também liberadas da mitocondria e sdo translocadas para o nucleo

da célula, causando a fragmentacéo e condensacao do DNA (Elmore, 2007).

2.2.2.3. Comunicacgéo entre as vias

Mesmo que as duas vias apoptéticas ocorram independentemente uma
da outra, existe uma comunicacdo entre elas mediada pela proteina pré-
apoptotica Bid. A caspase-8, ativada no fim da via extrinseca, é capaz de clivar
Bid que por sua vez é translocada para a mitocéndria e induz a liberacdo de

citocromo c (Esposti, 2002).

2.2.2.4. Viade execucgao

Ambas as vias, intrinseca e extrinseca, convergem para a mesma via

de execuc¢ao da apoptose que se inicia com a ativacao das caspases efetoras.
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As caspases, tidas como as protagonistas do processo apoptotico, sdo
proteinas proteoliticas que reconhecem determinadas sequéncias de
aminoacidos em outras proteinas e as degradam. As caspases Sao expressas
na forma inativa (pré-caspases) e uma vez ativadas podem ativar outras pro-
caspases, permitindo a iniciagdo de uma cascata de proteases. Além disso,
algumas pro-caspases podem se agregar e se autoativarem; enquanto outras
atuam clivando uma gama de proteinas-alvo que levam a desintegracdo da

célula em apoptose (Hengartner, 2000).

Tanto a caspase-8 (ativada no fim da via extrinseca da apoptose)
guanto a caspase-9 (ativada pela via intrinseca) podem ativar a caspase-3,
considerada a caspase efetora mais importante na apoptose. A caspase-3 atua
sobre substratos especificos promovendo a clivagem e condensacdo do DNA,
a reorganizacdo do citoesqueleto e o desmantelamento da célula em corpos

apoptoticos (Hengartner, 2000; Elmore, 2007).

Por fim, ocorre a fagocitose dos fragmentos celulares por macréfagos
elou células vizinhas (Wickman; Julian; Olson, 2012). O reconhecimento dos
corpos apoptoticos por estas células ocorre devido a expressdo de marcadores
de superficie celular. Dentre estes, a fosfatidilserina é o mais conhecido. Este
fosfolipidio ocorre normalmente restrito a face citosélica da membrana
plasmatica, enquanto que em células apoptoticas ele € exteriorizado e aparece

exposto na face externa da membrana (Fadok et al., 2001; Marifio; Kroemer,

2013).
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2.3. Apoptina

O virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV; género Gyrovirus;
familia Circoviridae) foi inicialmente descrito por Yuasa e colaboradores (1979)
e desde entdo foi detectado em galinhas em todo o mundo. E um virus
economicamente importante na avicultura, visto que aves infectadas com esse

virus podem apresentar um baixo crescimento, anorexia, podendo ainda

ocorrer a morte dessas aves (Zanella; Brentano, 2012).

Uma das proteinas expressa pelo CAV, a VP3, esta associada com a
inducdo da apoptose nas células infectadas (células hematopoiéticas e
timocitos, principalmente). A expressdo in vitro desta proteina mostrou-se
capaz de induzir a apoptose, como observado na infec¢cdo pelo CAV, mesmo
quando ela era a unica proteina derivada deste virus a ser sintetizada pela
célula. Com isso, essa proteina passou a ser denominada de Apoptina

(Noteborn et al., 1994).

2.3.1. Atividade pro-apoptotica tumor-seletiva da Apoptina

A caracteristica mais interessante que vem, desde 1997, sendo
observada nesta proteina é que ela é capaz de induzir a apoptose em
linhagens celulares derivadas de uma grande variedade de tumores humanos.
Entre estas figuram linhagens celulares derivadas de hepatomas,
osteosarcomas, melanomas, linfomas, colangiocarcinoma, carcinoma de célon,

tumor de mama, de pulméo, de bexiga e gliomas (Noteborn et al., 1998;
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Backendorf et al., 2008; Li et al., 2012; An et al., 2013). Até agora, mais de 70
linhagens de células humanas tumorais ou transformadas ja demonstraram ser
suscetiveis a acdo da Apoptina. Por outro lado, a Apoptina ndo induz apoptose
em células humanas normais nao-transformadas, tais como queratindcitos,
células endoteliais, hepatdcitos, fibroblastos e células-tronco hematopoiéticas
(Figura 9) (Danen-van Oorschot et al., 1997; Backendorf et al., 2008). Ela
também é capaz de induzir a apoptose em fibroblastos normais transformados
pelo virus SV40 e em células de individuos com sindromes do cancer
hereditario tratadas com radiacdo UV (Danen-van Oorschot et al., 1997; Zhang
et al., 2004; Zhang et al., 1999). Isso indica que a Apoptina é capaz de
identificar estagios iniciais da transformac&o oncogénica e que sua atividade é

dependente dessa transformacédo (Backendorf et al., 2008).
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Figura 9 — Inducéo de apoptose in vitro em células humanas tumorais HepG2
(hepatocarcinoma), enquanto hepatédcitos humanos normais L-02 ndo sé&o
afetados pela aplicagcdo da Apoptina fusionada ao dominio de transducao
PTDA4. (a) Andlise por citometria de fluxo de células HepG2 e L-02 tratadas com
PTD4-Apoptina (barras pretas) e com o controle PTD4-EGFP (barras brancas).
(b) Ensaio TUNEL realizado em células HepG2 (esquerda) e L-02 (direita)
tratadas com PTD4-Apoptina (acima) e com o controle PTD4-EGFP (abaixo);

aumento: 200x; células coradas com H&E. (Fonte: Sun et al., 2009).
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Diversos estudos pré-clinicos in vivo foram realizados nos quais células
humanas tumorais foram implantadas em camundongos e estes tratados com a
Apoptina. A administracdo intratumoral da proteina ou de vetores expressando
a Apoptina resultou em uma significativa diminuicdo do crescimento tumoral,
regressao do enxerto, e em alguns casos, até mesmo em regressao completa
do tumor (Figura 10). Nenhum efeito deletério foi detectado clinicamente ou nos
tecidos adjacentes ao tumor, evidenciando que a Apoptina trata-se de um
eficiente e seguro agente antitumoral (Pietersen et al., 1999; Sun et al., 2009;
Van Der Eb et al., 2002; Pan et al., 2010; Li et al., 2013). Adicionalmente,
varios trabalhos demonstram que quando a Apoptina é usada combinada com
outros agentes antineoplasicos a regressdo tumoral observada é
significativamente maior do que quando estes sdo administradas isoladamente
(Olijslagers et al., 2007; Liu et al., 2008; Jin et al., 2011; Fang et al., 2012; Yuan

et al. 2013).
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Figura 10 — Regressdo de hepatomas humanos (HepG2) implantados em
camundongos nude antes e apdés o tratamento com vetor adenoviral
recombinante expressando Apoptina. (A e B) Tumores antes do inicio do
tratamento. (C e D) Tumores nédo tratados, no final do experimento. (E)
Regressdo completa e (F) parcial do tumor pelo tratamento com o vetor

adenoviral expressando a Apoptina. (Fonte: Van Der Eb et al., 2002).

Uma propriedade muito interessante da Apoptina é a sua habilidade de
induzir apoptose em células tumorais independentemente da proteina p53
(Zhuang et al., 1995; Li et al., 2013). Em concordancia com esta caracteristica,
foi demonstrado também que proteinas inibidoras da sinalizacdo apoptética
mediada pela p53 néo inibem a atividade apoptética da Apoptina (Danen-van
Oorschot et al., 1997, Schoop et al., 2004). Surpreendentemente, a
superexpressdo de Bcl-2, um inibidor da apoptose mediada pela p53, é
inclusive capaz de estimular a apoptose induzida pela Apoptina (Danen-van
Oorschot, et al., 1999). Do ponto de vista terapéutico estas caracteristicas sao

de extrema relevancia, pois a perda de funcéo da p53 e a superexpresséo de
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Bcl-2 sdo alteracdes frequentes nas células tumorais e geralmente resultam
numa maior resisténcia aos agentes usados no tratamento contra o cancer (Liu,

2009; Hanahan; Weinberg, 2011).

Todos esses marcantes atributos constatados na Apoptina credenciam
esta proteina como um promissor candidato a ser usado no tratamento
antitumoral. A capacidade da Apoptina em induzir apoptose unicamente em
células tumorais indica que um tratamento baseado nesta proteina pode nao
apresentar os efeitos téxicos indesejados verificados quando sdo empregados
0S agentes antineoplasicos convencionais. Além disso, a Apoptina age de
forma independente da p53 e tem atividade mesmo em células que apresentam
superexpressao de certos inibidores da apoptose, 0 que sugere que esta
proteina pode apresentar atividade antineoplasica mesmo nos casos em que
as terapias antitumorais atuais ndo sado eficazes (Noteborn et al., 1998;

Noteborn, 2009).

2.3.2. Estrutura

7

A Apoptina é composta por 121 aminoacidos e ndo apresenta
homologia com qualquer proteina celular conhecida (Noteborn et al., 1991).
Esta proteina possui uma alta porcentagem de residuos de serina e treonina,
regides ricas em prolina e um acumulo de residuos basicos na regido C-
terminal (Noteborn, 2005). Entre os residuos 33-46 a Apoptina possui uma
regido hidrofobica rica em leucina (LRS) envolvida na sua auto-associacdo e

interacdo com outras proteinas. Na extremidade C-terminal encontra-se uma
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sequéncia de localizacdo nuclear (NLS) bipartida (residuos 82-88 e 111-121) e
entre estas duas sequéncias (residuos 97-105) localiza-se um sinal de
exportacdo nuclear (NES). Um sitio acessivel de fosforilacdo € encontrado na
treonina localizada na posicdo 108, o que permite interacdo com outras
proteinas e modificagdo por acdo de quinases (Figura 11) (Maddika et al.,

2006; Los et al., 2009).

NH2 Tm-ms COOH
(RS [ |
1 33 46 82 88 97 105 111 121
1 MNALQEDTPPGPSTVFRPPTSSRPLETPHCREIRIGIAGITITLSLCGCANARAPTLRSA
61 TADNSESTGFKNVPDLRTDQPKPPSKKRSCDPSEYRVSELKESLITT PSRPRTAKRRIRL
Figura 11 - Estrutura priméria da Apoptina. Os grupos de

aminoacidos (abaixo) indicados em vermelho, azul, verde e amarelo
representam, respectivamente, os dominios LRS, NLS, NES e o sitio
de fosforilagdo na treonina-108, que sdo representados no esquema
(acima) (Adaptado de Los et al., 2009).

2.3.3. Localizacédo subcelular diferencial da Apoptina

O mecanismo pelo qual a Apoptina consegue distinguir as células
tumorais das normais ainda nao esta totalmente elucidado, mas parece estar
relacionado com a localizacdo subcelular diferencial desta proteina nestas
células. Enquanto a Apoptina se localiza no citoplasma de células normais, a
mesma € encontrada acumulada no ndcleo de células tumorais ou
transformadas (Figura 12) (Danen-van Oorschot et al., 1997; Danen-van
Oorschot et al., 2003; Los et al., 2009; Sun et al., 2009). Ainda que nao sejam

conhecidos todos os mecanismos moleculares que determinam esta diferenca
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na localizacdo subcelular da proteina, os dominios funcionais presentes na

Apoptina ajudam a elucidar alguns pontos desse evento.

A B

Células Mononucleares Células Humanas
Humanas Primarias Cancerosas U20S

Apoptina ’ . Apoptina

Figura 12 — Localizacdo subcelular diferencial da Apoptina em células humanas
normais e tumorais. (A) Em células primarias (normais) a Apoptina localiza-se no
citoplasma (coloracéo verde dada pela marcacdo da Apoptina com GFP). (B) Em
células tumorais a Apoptina situa-se exclusivamente no nucleo. Abaixo se
visualiza os nucleos celulares corados em azul com DAPI. (Fonte: Los et al.,
2009).

7

Como muitas outras macromoléculas, a Apoptina ndo € capaz de
passar pela membrana nuclear das células e necessita ser ativamente
transportada para o interior ou para fora do nacleo. A sequéncia de localizagédo
nuclear (NLS), encontrada na extremidade C-terminal da Apoptina, favorece a
interacdo com a importina IMPB1 que medeia seu transporte para o nudcleo
através do complexo do poro nuclear (NPC) (Poon et al., 2005). Quando o
complexo importina/proteina chega a extremidade citoplasmatica do NPC, a
proteina é liberada no nudcleo, enquanto a importina é redirecionada de volta ao

citoplasma (Figura 13) (Ding et al., 2010). Dessa maneira a Apoptina pode ser
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transportada para dentro do nucleo, onde ela é capaz de induzir a apoptose.
Porém, ja foi demonstrado que uma translocacao forcada da Apoptina para o
nacleo de células normais ndo resulta na inducdo dos efeitos apoptoticos
nestas células. Isso indica que sua atividade ndo é mediada apenas pela
compartimentalizacdo e outros eventos devem ser necessarios para que a
Apoptina possa efetivamente exercer sua atividade pro-apoptotica (Danen-van

Oorschot et al., 2003; Guelen et al., 2004).

Nos residuos 97-105 da Apoptina localiza-se a sequéncia de
exportacdo nuclear (NES), a qual pode interagir com a exportina CRM1 (Poon
et al., 2005). Esta exportina € capaz de transportar a Apoptina do nucleo para o

citoplasma através do NPC (Figura 13) (Maddika et al., 2006).

A Apoptina, como mencionado anteriormente, acumula-se no nucleo de
células tumorais e no citoplasma de células normais, todavia ela é igualmente
importada para o nucleo de ambas as células. No entanto, nas células normais
esta proteina é exportada pela CRML1 de volta para o citoplasma onde, por fim,
ela forma agregados e € degradada por proteossomos (Lanz et al., 2012). Por
outro lado, nas células tumorais a Apoptina se acumula no ndcleo (Figura 13).
Este acumulo parece ocorrer devido a ineficiente remocdo desta proteina do
nuacleo, tradicionalmente relacionada com o mascaramento do NES resultante
da fosforilagdo da Treonina-108 (Poon et al., 2005; Maddika, 2006). A enzima
responsavel por esta fosforilacdo parece ser a quinase dependente de cicilina 2
(CDK2). A enzima quinase Akt associa-se com a Apoptina, é ativada e acaba

sendo, junto com a Apoptina, translocada para o nucleo. Subsequentemente,
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Akt ativa CDK2 que, por sua vez, fosforila a Apoptina no residuo de Treonina-

108 (Maddika et al., 2009).

Recentemente, Kucharski e colaboradores (2011) propuseram que a
localizac&o subcelular diferencial da Apoptina esta vinculada a sinalizacéo de
resposta a dano ao DNA (DDR). Esta via esta constitutivamente ativa na
maioria das células transformadas em decorréncia do estresse replicativo, e
através de sinais dessa via a localizacdo nuclear da Apoptina é determinada

(Kucharski et al., 2011).

2.3.4. Inducéo da apoptose

Uma vez que a Apoptina esteja fosforilada e acumulada no nucleo das
células tumorais ela pode deflagrar o processo apoptético. Sabe-se que a
morte da célula é alcancada através da ativacao da via intrinseca de iniciacao
da apoptose induzida pela perda do potencial transmembrana da mitocéndria,
com a consequente liberacédo de citocromo c, ativacao do Apaf-1 e da caspase-
9 (Danen-van Oorschot; Van Der Eb; Noteborn, 2000; Burek et al., 2006).

Todavia, de que forma a via apoptética € iniciada e que outras vias estédo

envolvidas no processo sao questdes ainda nao satisfatoriamente esclarecidas.

Nos ultimos dez anos, diversos trabalhos buscando desvendar detalhes
de como a Apoptina induz a morte das células tumorais vém sendo
executados, propondo o envolvimento de varias vias de sinalizacdo e
moléculas participantes no seu mecanismo de acdo (Figura 13). Entre esses

mecanismos encontram-se a induc¢do da catastrofe mitética, a modulacdo da
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via da esfingomielina-ceramida, e a participacdo das moléculas Nur77, APC1,

PP2A, p73 e HSP70, descritos brevemente abaixo.

Em 2005, Maddika e colaboradores sugeriram que o acumulo da
Apoptina no ndcleo leva a transmissao de um sinal pro-apoptético para a
mitocondria através do receptor esteroide nuclear Nur77. Quando localizado no
nacleo, o Nur77 atua como um fator de transcricdo. Entretanto, em resposta a
algum estimulo, a Apoptina nesse caso, o Nur77 é translocado para a
mitocondria onde inicia a via intrinseca da apoptose induzindo a liberacdo do

citocromo ¢ (Maddika et al., 2005).

Além disso, Teodoro e colaboradores (2004) demonstraram que a
Apoptina associa-se com o APC1, uma subunidade do complexo promotor da
anafase/ciclossomo (APC/C), inibindo a formacao deste complexo nas células
tumorais. Consequentemente, a célula fica estagnada na fase G2/M do ciclo

celular e a apoptose € induzida (Teodoro et al., 2004).

A via esfingomielina-ceramida também parece ser alvo da Apoptina na
inducdo de apoptose nas células tumorais. Sabe-se que altos niveis de
ceramida resultam na inducdo de apoptose em células tumorais (Ogretmen;
Hannun, 2004). Liu e colaboradores (2006) evidenciam que a Apoptina induz a
geracdo de grande quantidade de ceramida atravées da ativagcdo da

esfingomielinase 4cida (ASMase) e inibicdo da ceramidase acida (ACDase).

A acdo da Apoptina em células tumorais também estd associada ao
desbalanco da concentracdo de determinadas proteinas celulares. Em 2012, foi

demonstrado por Zimmerman e colaboradores que a seletividade de acéo da



31

Apoptina estd de alguma forma associada aos baixos niveis da proteina
fosfatase 2A (PP2A), uma enzima que participa de diversas vias de sinalizacao
celular, encontrados nas células tumorais (Zimmerman et al., 2012). Além
disso, o equilibrio entre isoformas da p73, um membro da familia p53,
encontra-se alterado pela Apoptina em células tumorais. A Apoptina promove
uma maior estabilidade da isoforma TAp73, enquanto induz a degradacéo da
ANp73 em células tumorais. Essas alteracbes induzem a ativacdo do
modulador pro-apoptotico PUMA e a consequente inducdo da apoptose de
forma independente da p53 (Klanrit et al., 2008; Taebunpakul et al., 2012).
Outra proteina cuja concentracdo é afetada pela Apoptina é a proteina de
choque térmico 70 (HSP70), um fator anti-apoptético altamente expresso em
células tumorais, enquanto que niveis basais sdo encontrados em células
normais. Yuan e colaboradores (2013) propuseram que a Apoptina induz a
apoptose nas células tumorais suprimindo a expressao da HSP70 (Yuan et al.,

2013a).

Recentemente, em 2013, Lanz e colaboradores (2013) demonstraram
que a Apoptina desencadeia a apoptose em células tumorais em divisdo
através da inducéo da catastrofe mitotica. Este € um mecanismo relacionado a
deteccdo de falhas durante o processo mitotico que leva a morte celular ou
senescéncia. A inibicdo da formacdo do APC/C por acdo da Apoptina em
células tumorais leva a perda do controle dos checkpoints mitéticos, a um ciclo
de mitose mais demorado e a formacdo de fusos mitGticos anormais,
caracterizando a catastrofe mitdtica que acarreta a morte da célula (Lanz et al.,

2013).
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Além disso, a Apoptina acumulada no nudcleo parece interagir
diretamente com o DNA (Leliveld et al., 2004) e com diversas outras proteinas,

como DEDAF, p85, Nmi, Hippi, FADD, Bcl10, PML e PKC (Zhou et al., 2012).

Os diversos estudos realizados vém demonstrando que a atividade proé-
apoptoética tumor-seletiva da Apoptina ndo é fruto de apenas uma via de
sinalizacdo e sim de um intrincado processo envolvendo varias alteracdes
conformacionais, interacbes com diversas moléculas, fluxo nucleo-
citoplasmatico de proteinas e modulacao do ciclo celular, entre outros (Zhou et

al., 2012).

(A) Células normais (B) Células tumorais
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Figura 13 — Esquematizacdo simplificada do comportamento da Apoptina (A) em células
humanas normais, nas quais a Apoptina acaba degradada; e (B) em células tumorais onde
a Apoptina é fosforilada, acumula-se no ndcleo e interage com diversos parceiros
deflagrando a apoptose.
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2.4. Girovirus Aviario 2

Estudos recentes buscando identificar o agente etiolégico de
problemas clinicos em galinhas levaram a deteccdo de um novo virus que foi
denominado de girovirus aviario 2 (AGV2) (Rijsewijk et al., 2011). Este virus
parece estar, assim como o CAV, mundialmente disseminado (Dos Santos et

al., 2012).

O genoma do AGV2 é circular, de fita simples e possui 2383
nucleotideos. Ele é organizado de forma similar ao genoma do CAV e
compartilha uma identidade de nucleotideos de aproximadamente 40% com
este virus. Através da analise da sequéncia de nucleotideos do AGV2 foram
identificadas trés fases abertas de leitura (ORFs) parcialmente sobrepostas que
codificam proteinas homologas as proteinas VP1, VP2 e VP3 do CAV (Figura
14). A comparacao da sequéncia de aminoacidos deduzida através da traducao
da ORF1 com a VP2 codificada pelo CAV mostra uma identidade de 40,3%. A
ORF3 apresenta identidade de 38,8% com a VP1 expressa pelo CAV. Ja a
ORF2 codifica a proteina VP3, com 32,2% de identidade com a Apoptina do

CAV (Rijsewijk et al., 2011).
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Figura 14 — Esquematizacdo da localizacdo e tamanho das ORFs
encontradas no genoma do AGV2. As barras horizontais representam o
tamanho e a posicdo das ORFs que codificam as proteinas VP1, VP2 e
VP3. Os numeros apresentados na figura indicam a posi¢cao na sequéncia
de nucleotideos do AGV2. (Adaptado de Rijsewijk et al., 2011).

Dos Santos e colaboradores (2012) padronizaram uma reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para detectar o AGV2 em amostras de DNA, a
qual amplifica uma parte da regido -codificadora da VP2-VP3. Eles
determinaram as sequéncias nucleotidicas de 27 de seus produtos de PCR,
evidenciando, dessa forma, a existéncia de variabilidade nessa regido (Dos
Santos et al., 2012). A traducdo do segmento correspondente a VP3, deduzida
a partir desses amplicons, demonstra que tal variacdo resulta também em

variabilidade na composicao de aminoacidos da proteina VP3 do AGV2.

2.5. Expresséo de proteinas recombinantes

O campo da pesquisa requer que proteinas-alvo sejam expressas e/ou
purificadas para que suas propriedades possam ser analisadas. Proteinas de

interesse devem ser produzidas em larga escala para atender a necessidade
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da industria. Dessa forma, com o advento e progresso da engenharia genética,
a demanda por proteinas recombinantes tem se elevado drasticamente nos
altimos anos. Atualmente, a maioria dos biofarmacos produzidos €
recombinante (Demain; Vaishnav, 2009). Mais de 75 proteinas recombinantes
ja estdo em uso como farmacos e outras centenas estdo em desenvolvimento.
Mesmo que muitas proteinas sejam produzidas rotineiramente em laboratérios
de pesquisa ou em grandes quantidades pela industria, a producdo de
proteinas recombinantes ainda é muitas vezes um desafio (Palomares;

Estrada-Mondaca; Ramirez, 2004).

Para produzir uma proteina recombinante é necessario inicialmente
selecionar o sistema de expressdo adequado e entdo clonar o gene de
interesse de forma que este possa ser transferido para e transcrito pelo sistema

escolhido.

2.5.1. Sistemas de expressao

Proteinas recombinantes podem ser expressas em culturas de
bactérias, leveduras, fungos filamentosos, células de plantas, células de
insetos, células de mamiferos ou até mesmo através de plantas ou animais

transgénicos.

A bactéria Escherichia coli foi o primeiro organismo usado para a
producdo de proteinas recombinantes humanas, e ainda hoje € um dos
sistemas de expressdo mais utilizados (Terpe, 2006). O amplo conhecimento
da biologia molecular e fisiologia deste organismo é uma das diversas

vantagens desse sistema, que conta ainda com a facilidade de cultivo, o baixo
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custo, crescimento e expressdo rapida e alta produtividade (Baneyx, 1999).
Porém, esse sistema € incapaz de promover modificacdes pos-traducionais,
gue muitas vezes sdo essenciais para a proteina; e dificilmente sdo produzidas
proteinas com pontes dissulfeto por esse organismo. Além disso, proteinas
heter6logas podem ser toxicas para a bactéria levando-a a morte; ou podem
ser expressas em corpos de inclusdo, tornando-as inativas, insolaveis e
necessitando de subsequentes processos de desnaturacdo e renaturacéo

(Demain; Vaishnav, 2009).

Leveduras sdo geralmente utilizadas para a expressao de proteinas
recombinantes que ndo sao adequadamente produzidas em E. coli
principalmente por serem capazes de realizar muitas modificacdes poés-
traducionais. Entretanto, a glicosilacdo promovida por leveduras é diferente da
gue ocorre em proteinas de mamiferos o que pode afetar a solubilidade, meia-
vida e atividade da proteina, além de desencadear respostas imunes quando

usadas em humanos ou animais (Demain; Vaishnav, 2009; Lisowska, 2002).

A capacidade de promover modificacbes poés-traducionais e secretar
grandes quantidades de proteinas fazem dos fungos filamentosos
interessantes sistemas de expressdo. Todavia, a grande produgcdo de
proteases por esses organismos limita sua utilizagao para este fim (Palomares;

Estrada-Mondaca; Ramirez, 2004).

Células de inseto sdo capazes de promover modificagcbes pos-
traducionais mais complexas e um enovelamento mais adequado em proteinas

de mamiferos. Além disso, este sistema ndo é limitado pelo tamanho da
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proteina e possibilita a expressao simultanea de multiplos genes. Entretanto, €
um processo mais lento e complexo do que a expressdo em fungos ou
bactérias. O vetor mais utilizado para a transferéncia génica nessas células é o

baculovirus (Demain; Vaishnav, 2009).

Células animais sao frequentemente usadas para a expressdo de
proteinas que necessitam de modificacdes poés-traducionais. Mesmo que a
complexidade dessas células tenha dificultado sua manipulacdo genética,
atualmente a maioria das proteinas aprovadas para uso humano € produzida
em células animais (Palomares; Estrada-Mondaca; Ramirez, 2004). Proteinas
produzidas nesse sistema de expressao geralmente possuem conformacéo e
modificacdes pos-traducionais adequadas. No entanto, o alto custo e a longa
duracdo do processo (5 a 10 dias) sdo algumas desvantagens desse sistema

(Demain; Vaishnav, 2009).

Proteinas recombinantes podem ser produzidas também em plantas
transgénicas ou no leite, sangue, ovos ou urina de animais transgénicos.
Cabras, camundongos, bovinos, suinos, coelhos e ovelhas transgénicos vém
sendo desenvolvidos, entretanto a principal desvantagem desse sistema de
producdo é o alto custo e o longo tempo de criacdo desses animais até a
obtencéo da producé&o. Ja a producdo em plantas, como a Arabidopsis thaliana,

€ mais simples, econdmica e rapida (Demain; Vaishnav, 2009).

2.5.2. Sistemas de transferéncia génica

Para a expressdo da proteina recombinante de interesse o gene

codificador desta deve ser transferido para o sistema de expressdo hospedeiro.
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Os principais meios para realizar essa transferéncia génica séao: através de
plasmideos, por meio de integracdo ao genoma do hospedeiro ou entregue por

um virus.

Transformacdo com plasmideo contendo o gene de interesse € 0
mecanismo de transferéncia mais comum quando procariotos sdo usados
como sistema de expressdo. Sua popularidade deve-se principalmente a sua
facilidade de manipulacdo genética, entretanto sua instabilidade no hospedeiro
pode limitar a expressdo da proteina recombinante. Como forma de superar
este problema, o gene de interesse pode ser integrado ao genoma do sistema
de expressdo hospedeiro. Porém, esta € uma técnica bastante trabalhosa e
demorada, além de normalmente resultar em menor produtividade (Palomares;

Estrada-Mondaca; Ramirez, 2004).

Uma alternativa menos laboriosa e mais eficaz de realizar a
transferéncia génica é através do uso de vetores virais. Como parte de seu
ciclo replicativo, os virus podem transferir seu material genético para a célula
hospedeira. Dessa forma, um gene de interesse inserido no genoma viral é

conjuntamente transferido para o sistema de expressao hospedeiro.

Enquanto vetores retrovirais promovem a integragdo do genoma viral
no genoma do hospedeiro, outros - como adenovirus, baculovirus e poxvirus -
induzem uma expressao transitoria da proteina de interesse. A expressao
transitéria mediada por virus é uma técnica de producdo de proteinas

frequentemente usada em laboratérios de pesquisa com o intuito de realizar
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testes preliminares com candidatos a farmacos (Palomares; Estrada-Mondaca;

Ramirez, 2004).

O adenovirus humano € um dos sistemas de transferéncia génica mais
usados, principalmente devido ao vasto conhecimento de sua biologia. Além
disso, adenovirus podem infectar uma ampla variedade de tipos celulares que
se dividem ou estdo quiescentes; permitem a inser¢cdo de grandes fragmentos
de DNA em seu genoma,; sao relativamente faceis de preparar; e altos titulos
virais podem ser obtidos. Por questdes de seguranca, adenovirus deficientes
em replicacdo sdo normalmente usados, 0s quais sdo capazes apenas de
transduzir, mas néo de se replicar em células humanas (Russell, 2000; Li et al.,

2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Células e cultivo celular

A linhagem de carcinoma pulmonar humano A549 foi gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Fabio Klamt (Departamento de Bioquimica, UFRGS) e
cultivada em meio RPMI 1640 (Gibco). A linhagem de fibroblasto pulmonar
humano MRC-5, gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Jodo Antbnio Pégas
Henriques (Centro de Biotecnologia, UFRGS), e a linhagem de células
embrionarias renais humanas 293A foram cultivadas em meio DMEM com alta
glicose (Gibco). Todas as células foram mantidas em meio suplementado com
10 % de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 50 U/ml de penicilina e 50 yg/ml de
estreptomicina (Penicillin-Streptomycin, Gibco) e incubadas em atmosfera

Umida a 37°C com 5% de COs..

3.2. Amplificagcdo do gene da VP3 por PCR

Os trés variantes do AGV2 mais frequentes detectados por Dos Santos
e colaboradores (2012) — AGV2-T (numero de acesso NCBI: HM590588),
AGV2-SM e AGV2-N1 - foram selecionados para fazer parte desse trabalho.
Plasmideos pUC18 (New England Biolabs) contendo os genomas completos

dos variantes AGV2-T e AGV2-SM, e uma amostra de DNA contendo o
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variante AGV2-N1 foram submetidos a PCR para amplificar a regido

codificadora da proteina VP3.

Para a amplificacdo dos genes da VP3 dos variantes AGV2-T e AGV2-
SM foi utilizado o seguinte par de oligonucleotideos: PF1l: 5'-
GCCACCATGCAGACCCCCCGCTCTCG-3’ e PR1: -
CAGTCTTAGTTTTTTTATGGGGGGTC-3'. Esses amplificam um fragmento de
378 pb, correspondente a regido codificadora da VP3, e introduzem a
sequéncia de Kozak “GCCACC” (Kozak, 1987) a montante do codon de
iniciacdo. Para a amplificacdo do gene da VP3 do variante AGV2-N1 foram
usados os oligonucleotideos PF2: 5-GCCACCATGCAGACCCCCCGCTCTCA-
3 e PR2: 5-CACTCTTAGCCTTTTTCGAATAGGG-3, que igualmente
introduzem a sequéncia de Kozak e amplificam 381 pb referentes ao gene da
VP3. Todos os primers foram desenhados com o programa Gene Link™

OligoExplorer 1.5.

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com 1,5 mM MgClz,
tampdao de PCR 1X, 5 pM de cada primer, 1,25 U Taq DNA Polimerase, 0,8 mM
dNTP, 100 ng da amostra de DNA e agua deionizada em um volume de 25 pl

por reacao.

As reacdes foram realizadas em um termociclador Mastercycler®
personal (Eppendorf) programado nas seguintes condi¢des: 94°C por 7 minutos
seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C e 30

segundos a 72°C, encerrando com 7 minutos a 72°C. Os produtos foram



42

visualizados apos eletroforese em gel de agarose 1% e purificados usando o

lllustra GFX™ PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).

3.3. Construcéo dos vetores de entrada

Os produtos de PCR obtidos (VP3-T, VP3-SM e VP3-N1) foram
clonados no plasmideo de entrada pCR8/GW/TOPO utilizando-se o0
pCR8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen). As reacfes, contendo 2 pl do
produto de PCR, 1 ul de solugao salina (1,2M NacCl; 0,06M MgClz), 1 ul do vetor
pCR8/GW/TOPO e 2 ul de agua deionizada, foram incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente. Bactérias E. coli competentes foram transformadas por
choque térmico com os vetores obtidos (pCR8<VP3-T>, pCR8<VP3-SM> e
pCR8<VP3-N1>), semeadas em meio LB contendo agar 15 % e
estreptomicina 100 pg/ml e incubadas overnight a 37°C. Diversas colbnias
foram inoculadas em meio LB liquido com estreptomicina e incubadas
overnight a 37°C sob agitacdo constante. Em seguida, foi realizada a extracéo
do DNA plasmidial por lise alcalina seguindo o protocolo padrdo (Sambrook;
Russell, 2001). Através da clivagem dos plasmideos obtidos com EcoRI e

Hincll foi possivel determinar a orientagdo dos insertos.

3.4. Analise das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos

As sequéncias de nucleotideos e a fase de leitura apropriada dos
insertos foram confirmadas por sequenciamento utilizando o equipamento ABI-
PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As analises das
sequéncias de DNA e as dedugfes das sequéncias proteicas foram realizadas

nos programas BioEdit 7.2 (Hall, 1999) e EditSeq DNASTAR Lasergene 7.0
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(Burland, 2000). Os alinhamentos das sequéncias e a avaliacdo da diferenca
entre elas foram conduzidas no programa MegAlign DNASTAR Lasergene 7.0
(Burland, 2000). A busca por sequéncias de localizacdo nuclear (NLS) foi
realizada empregando-se o algoritmo SegqNLS (Lin; Hu, 2013). Os sitios de
fosforilacdo foram preditos pelo algoritmo NetPhos 2.0 Server (Blom;
Gammeltoft; Brunak, 1999). A procura por sinais de exportacao nuclear (NES)
foi feita através da busca de sequéncias coincidentes a alguma das sequéncias
consenso propostas (la Cour et al., 2004; Kosugi et al., 2008; Gdttler et al.,

2010; Xu et al., 2012).

3.5. Construcdo dos vetores adenovirais recombinantes

A construcdo dos vetores adenovirais recombinantes expressando as
variantes VP3-T, VP3-SM e VP3-N1 foi feita através da reacdo de
recombinacdo entre os vetores de entrada pCR8<VP3-T>, pCR8<VP3-SM> e
pCR8<VP3-N1> com o vetor adenoviral pAd/CMV/V5-DEST™ Gateway®
(Invitrogen) conforme instrucbes do fabricante. Resumidamente, 100 ng do
vetor de entrada e 300 ng do vetor adenoviral foram incubados em tampéo TE
pH 8,0 na presenca da enzima LR Clonase™ Il por 20 horas a temperatura
ambiente. Nesta reacdo o inserto presente no vetor de entrada passa para o
vetor adenoviral através da recombinacdo enzimaticamente mediada dos sitios
attL1 e attL2 existentes no primeiro com os sitios attR1 e attR2 do segundo.
Apbs esse periodo, a atividade da Clonase foi inibida pela incubacédo da reacao
com Proteinase K, e 2 pl da reagédo de recombinagdo foi usado para

transformar E. coli competentes por choque térmico. As bactérias foram
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semeadas em meio LB solido contendo 50 ug/ml de ampicilina e incubadas
overnight a 37°C. Varias col6nias foram inoculadas em meio LB liquido com
ampicilina e incubadas overnight a 37°C sob agitacdo constante. Em seguida,
foi realizada a extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina. A correta
sequéncia de nucleotideos e a fase de leitura apropriada dos insertos foram

confirmadas por sequenciamento.

3.6. Transfeccéo dos vetores adenovirais recombinantes

Os vetores adenovirais recombinantes expressando as variantes da
VP3 (pAd<VP3-T>, pAd<VP3-SM> e pAd<VP3-N1>) e o vetor adenoviral
controle pAd<LacZ> expressando o gene lacZ (fornecido no ViraPower™
Adenoviral Expression System, Invitrogen) foram clivados com a enzima de
restricdo Pacl para remover as sequéncias bacterianas do plasmideo e expor
as repeticdes terminais invertidas (ITRs) do adenovirus. Posteriormente, foram
purificados utilizando-se fenol/cloroférmio seguido por precipitagdo com

isopropanol.

No dia anterior a transfecgdo, foram plaqueadas 5x10° células 293A
por po¢co em uma placa de 6 pocos com meio contendo SFB e antibidticos. No
dia seguinte, o meio foi substituido por meio sem antibiéticos. Um micrograma
do vetor adenoviral previamente clivado com Pacl e diluido em 250 pl de meio
Opti-MEM® | sem soro foi combinado com 3ul de Lipofectamina™ 2000
também ja diluida em 250ul de meio Opti-MEM® | sem soro e a reacao foi
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente permitindo a formagao dos

complexos DNA-Lipofectamina. Em seguida, os complexos foram gotejados
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nos pogos e o cultivo celular foi incubado overnight a 37°C. No dia seguinte, o
meio foi substituido por DMEM alta glicose com SFB e antibi6ticos. Dois dias
apos a transfeccéo, as células de cada poco foram tripsinizadas e transferidas
para garrafas de cultivo celular de 75 cm?. As células foram mantidas em
cultivo até que o efeito citopatico chegasse a 80 % (aproximadamente 15 dias),

guando entéo, as culturas foram congeladas e mantidas a -80°C.

3.7. Amplificacdo do estoque viral

Os adenovirus recombinantes (Ad<VP3-T>, Ad<VP3-SM> e Ad<VP3-
N1>) foram sucessivamente inoculados nas células 293A para amplificar seus
titulos. Em cada passagem, 800 ul da passagem viral anterior foram inoculados
em uma monocamada pré-formada de células 293A, as quais foram mantidas
por 1 hora a 37°C sob agitacdo. Logo apds, o inoculo foi removido e foi
adicionado meio de cultivo. As células foram mantidas em cultivo até que o
efeito citopatico chegasse a 80%, quando as culturas foram congeladas e

mantidas a -80°C.

3.8. RT-PCR

Amostras dos cultivos celulares infectados com o0s adenovirus
recombinantes foram submetidas a extracdo de RNA total com fenol-
isotiocianato de guanidina e cloroférmio (Chomczynski; Sacchi, 1987). Em
seguida, foi realizada a sintese do cDNA utilizando-se primers oligo-dT e a
transcriptase reversa do virus da leucemia murina de Moloney (M-MuLV RT,
New England Biolabs). Para isso, 10 uyl do RNA extraido foi incubado com 5 yM

de primers oligo-dT e 1,25 mM de dNTP em um volume final de 16 pl por 5
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minutos a 65°C. ApOs a adicdo as reacfes de tampao da RT 1 X, 200 U da
transcriptase reversa e agua deionizada tratada com DEPC foram adicionados
para completar o volume final de 20 pl, essas foram incubadas por 1 hora a
42°C e a enzima inativada a 90°C por 10 minutos. As amostras foram entéao,
submetidas as PCRs especificas para os genes das VP3-T, VP3-SM e VP3-N1
nas condicbes e com os oligonucleotideos ja descritos anteriormente. O

resultado foi visualizado em gel de agarose 1 %.

3.9. Imunofluorescéncia

As células foram cultivadas em placas de cultivo celular com fundo de
vidro e transduzidas com os adenovirus recombinantes com uma MOI de 30.
Apods incubacéo de 24 horas, o cultivo celular foi lavado com PBS, fixado com
paraformaldeido a 4% por 30 minutos e permeabilizado com Triton X-100 1%
por 20 minutos a temperatura ambiente. O bloqueio de reacdes inespecificas
foi feito por incubacdo com BSA a 3% em PBS-T (0,05% de Tween 20 em
PBS) por 30 minutos, e em seguida o cultivo foi incubado com o anticorpo
primario anti-V5 Tag (1:500, Pierce Antibodies) overnight a 4°C. A seguir, as
células foram lavadas trés vezes com PBS-T e incubadas com o anticorpo
secundario de cabra anti-imunoglobulina de camundongo conjugado com
fluoresceina (1:50, BD Pharmingen) por 1 hora a temperatura ambiente. Os
nacleos celulares foram marcados com Hoechst 33342 (2 pg/ml) por 15
minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS-T e,

entdo, as placas de cultivo foram montadas usando-se PBS:Glicerina (1:1) e
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analisadas no microscopio confocal de fluorescéncia  Olympus

FluoView™1000.
3.10. Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio (MTT; Sigma-Aldrich).
Esta técnica determina a atividade mitocondrial, a qual € diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis existentes no cultivo. As células
foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3,5x10* células
por poco. No dia seguinte, as células foram transduzidas com os adenovirus
recombinantes em diferentes concentragcbes (MOl = 0,1; 1; 10 e 50) ou
somente com PBS (grupo controle) e incubadas por 3 dias. Pocos contendo
apenas meio de cultivo foram incluidos para fornecer os brancos da
absorbancia. Em seguida, 50 pl de MTT (1 mg/ml) foram adicionados em cada
poco. Apés 4 horas de incubacdo a 37°C, os cristais de formazan formados
pelo metabolismo celular foram ressuspendidos em 150 pl de isopropanol
contendo 30 mM de HCI. As placas foram lidas em leitor de microplacas a 570
nm e 630 nm (Biochrom® Anthos Zenyth 200rt). A viabilidade celular foi

calculada pela seguinte formula (onde A se refere a média das absorbancias da

. . A —A.
diferenca entre a leitura a 570 nm e 630 nm): 1 _ (Acélulas controle "Acélulas tratadas)

(Acélulas controle_Abranco)

Todos os testes foram realizados em triplicata, em quatro experimentos

paralelos.
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3.11. Analise Estatistica

Os resultados das replicatas foram submetidos as teste de Grubbs e os
valores significativamente discrepantes (a=0,05) foram excluidos do calculo
das médias. Os dados séo apresentados como média (e desvio padrdo). Nas
andlises estatisticas foi usado o teste t de Student bicaudal ndo-pareado.
P<0,05 foi considerado como indicador de resultado estatisticamente
significativo. O desenho dos graficos e todas as analises estatisticas foram

realizadas no software GraphPad Prism 5.03.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise das sequéncias da VP3 dos variantes do AGV2

Para avaliar as diferencas existentes entre as regides codificadoras da
VP3 dos trés variantes do AGV2 selecionados para este estudo, as sequéncias
foram alinhadas e analisadas. Verificou-se uma diferenca de 3% a 5,2% na
sequéncia de nucleotideos entre elas (Figura 15). Quando foram analisadas as
sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir desses genes, a diferenca entre

essas proteinas eleva-se para 7,6% a 12,3% (Figura 16).

10 )u 30 40 50 60 70 80

| | | | | | 1 | | | | | | |

AGV2IVP3-T ATGEAGACCCCCCGCTCTCGCCGACAAGCAACAACTACTCGGTCAEAACTATTAACGGCATACGAGCATCCAACAAGTTC
AGV2/VP3-SM
AGV2IVP3-N1 . . . . . . . A

|
AGV2IVP3-T GTGTCCGCCAGCAGAAACGACCTCGATAGAGATCCAAATTGGTATCGGGTCAACTATAATTACTCTATCGCTACCTGGCT
AGV2IVP3-SM . . . . ..o
AGV2/VP3-N1 ..

170 1Bﬂ 19!] ZU(I 210 22“ 230 24!]

AGV2/VP3-T ACGCCAGTGTGCGCGTTCTCACGACGAGATCTGCACCTGCGGACGATGGAGGAGTCACTGGTTCCAGGAGGCTAGCGGAC
AGV2IVP3-SM  C. . .. . ... ... ...
AGV2/VP3-N1

AGV2IVP3-T TCGTCACACAGGAGACCCAGACGGACCAGCTCGCCAGAGATCTACGTCGGCTTCAGCGCAAAGGAGAGGCGGCAAAAAGA
AGV2/VP3-SM

AGV2IVP3-N1 .T ........... N S AL ... GC..,,.......A ............
3?0 340 350 3?0 | 370 |

AGV2IVP3-T AAACTTGATTACCTTAAGAGAAGAGGGACCCCCCAT AAAAAAACTAAGACTG

AGV2IVPI-SM . . . .. ... AL oo

AGV2IVPI-NT . . e e e e e T. . GG G

Figura 15 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das regides codificadoras da VP3
dos variantes AGV2-T, AGV2-SM e AGV2-N1, no qual se pode verificar as diferencas entre

elas. Estdo destacadas em amarelo as substituicbes e em roxo as adi¢cdes.
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Comparando-se a VP3-T com a VP3-SM verifica-se que ocorre a
substituicdo de 11 nucleotideos. Todos esses nucleotideos substituidos
resultam em troca de aminoacidos na proteina. Entre a VP3-T e a VP3-N1
verifica-se a substituicdo de 14 e a adicdo de 3 nucleotideos, o que acarreta na
troca de 9 aminoacidos, além da adicdo de um residuo de aminoacido nessa
proteina. A partir da comparacdo da VP3-SM com a VP3-N1 nota-se a
substituicdo de 19 e a adicao de 3 nucleotideos, com a consequente adi¢do de

1 e troca de 11 residuos de aminoacidos na proteina deduzida (Figura 15 e

Figura 16).
10 20 30 40 50 60 70
T 1 e T [ [ L T e |
AGV2/VP3-T MQTPRSRRQATTTRSELLTAYEHPTSSCPPAETTSIEIQIGIGSTIITLSLPGYASVRVLTTRSAPADD
AGV2IVP3-SM . . . . .. .. R....Q.... ... ... .. ... ... .. 0. - ...A
AGV2IVP3-N1 . . . . .. H-B- .- B ... - e e ... -......H.
80 90 100 110 120
1 e T e [ e T
AGV2/VP3-T VTGSRRLADSSHRRPRRTSSPEIYVGF SAKERRQKENL I TLREEGPP I KKELRL
AGV2IVP3-SM E. . . ... .V.L............... ..R.K. oo K... .....
AGV2/VP3-N1 B Y A...K............ .. .R. .V

Figura 16 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir dos genes da
VP3 dos variantes AGV2-T, AGV2-SM e AGV2-N1, em que se pode visualizar as diferencas
nos residuos de aminoacidos existentes entre elas. Em amarelo estdo destacadas as
substituicbes e em roxo a adicdo.

Analisando-se as sequéncias de aminoacidos das trés VP3 do AGV2
verifica-se que, assim como a Apoptina do CAV, essas proteinas apresentam
predominéncia de residuos polares neutros, maior quantidade de residuos
carregados positivamente do que carregados negativamente, e uma alta

percentagem de residuos de arginina, serina e treonina.

A Apoptina do CAV possui em sua estrutura dominios bem

estabelecidos que sao importantes para a sua atividade indutora de apoptose:
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a regido hidrofébica rica em leucina (LRS; residuos 33-46), a sequéncia de
localizacdo nuclear (NLS) bipartida (residuos 82-88 e 111-121), o sinal de
exportacdo nuclear (NES; residuos 97-105), e ainda o sitio de fosforilacdo
presente na Threonina-108. Na Figura 17 pode-se conferir a presenca do
dominio LRS altamente conservado em todas as VP3 do AGV2 nos residuos
38-51. O algoritmo SegNLS identificou corretamente o NLS bipartido da
Apoptina do CAV e encontrou esse dominio nas trés VP3 do AGV2. Em todas
as VP3, a primeira parte (NLS1) do dominio foi encontrada entre os residuos
76-92. Ja a segunda parte (NLS2) foi encontrada nos residuos 103-123 nas
VP3-T e VP3-SM e nos residuos 97-125 na VP3-N1. Um sitio de fosforilacao foi
encontrado em todas as VP3 do AGV2 na Threonina-111 (Figura 17). Por outro
lado, o dominio NES néo foi encontrado em qualquer uma das VP3 do AGV2
analisadas. Enquanto o NES da Apoptina do CAV corresponde perfeitamente a
sequéncia consenso proposta por Kosugi e colaboradores (2008), as VP3 do
AGV2 nao apresentam sequéncia condizente com qualquer dos consensos ja

propostos para NES.

10 20 30 40 50 60 70

CAviapoptina M. | CNALQEDTRRCRSTVEREPTSSRPLETPHCREFETET A IS T STl CCANARAR TURSATADN &
AGV2VP3-T MQTPRSRRQATTTRSELLTAYEHPTSSCPPAETTSIEQI IGSTIITTLSLYPGYASVRVLTTRSAPADD
AGV2VP3-SM MQTPRSRRRATTTQSELLTAYEHPTSSCPPAETTSIEJIQIGIGSTIITLSLPGSASVRVLTTRSVPADA
AGV2/VP3-N1 MQTPRSHRQATTTRSELLTAYEHPTSSSPPAETTSIEJQIGIGSTIITLSLIPGYASVRVLTTRSAPADD
LRS
80 90 100 NES 110 120
CAViApoptina E $TCRKNVADLRTDQARFFSRRAYCOP VS ELRES Tl T oRTR T TRERT
AGV2IVP3-T VT RRLADSSHRRPRRTSSPFEIYVGFSAKERRQKENLI TLREEGP -PIKK -L

AGV2VP3-SM  EVT RRLVDLSHRRPRRTSSPFE | YVGF SARE] RQKENLITkLKEE P-PIKK-L

RRLVDLSHRKPRRTSSPEI ¥ VcFAAKEKROKENL | TLREEGP - PIRKRLRV
NLS1 NLS2

AGV2/VP3-N1 VT

Figura 17 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da Apoptina do CAV e das
VP3 dos variantes AGV2-T, AGV2-SM e AGV2-N1. Os quadros delimitam os dominios
LRS (vermelho), NLS (azul) e NES (verde). Os sitios de fosforilacdo preditos estéo

indicados por asteriscos.
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4.2. Amplificacdo do gene da VP3 por PCR

A fim de se obter 0s genes a serem expressos no sistema adenoviral
de expressao, as regides codificadoras da VP3 dos variantes AGV2-T, AGV2-
SM e AGV2-N1 previamente sequenciadas foram amplificadas por PCR. A
amplificacdo do gene da VP3 a partir das amostras contendo o genoma dos
variantes AGV2-T e AGV2-SM produziu produtos de PCR de tamanho
esperado de 378 pb, os quais foram confirmados por sequenciamento. A
amplificacdo da VP3 da amostra de DNA do AGV2-N1 gerou um fragmento de

381 pb, também confirmado por sequenciamento (Figura 18).

™M AGV2 AGV2 AGV2
VP3-T VP3-SM VP3-N1
3°°°pb—!
| ————
e
1000pb—
500pb — :
400pb — ” -
300pb — e -
200pb = L — e — E—
100pb — HENG—_—_— 378pb 381pb

Figura 18 - Analise das PCRs em gel de agarose a 1%. Visualiza¢do das bandas
referentes a amplificacdo das variantes VP3-T, VP3-SM e VP3-N1. M: 2-Log DNA
Ladder (New England Biolabs).

4.3. Construcao dos vetores adenovirais recombinantes

O primeiro passo para a construcdo dos vetores adenovirais

recombinantes expressando as VP3 dos variantes do AGV2 foi a clonagem dos
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produtos de PCR (VP3-T, VP3-SM e VP3-N1) no vetor de entrada
pPpCR8/GW/TOPO. O que resultou na obtencéo de 12 clones contendo a VP3-T,
12 clones com a VP3-SM e 10 clones contendo a VP3-N1. A clivagem desses
plasmideos com EcoRI e Hincll permitiu a identificacdo de 14 clones na
orientacdo correta, sendo 4 contendo a VP3-T, 6 contendo a VP3-SM e 4 com
a VP3-N1. O sequenciamento destes clones confirmou que os insertos contém
a sequéncia correta e estdo na fase de leitura apropriada. Dessa forma, os
vetores de entrada pCR8<VP3-T>, pCR8<VP3-SM> e pCR8<VP3-N1> foram

obtidos.

Os trés vetores de entrada construidos foram recombinados
enzimaticamente com o vetor adenoviral numa reacdo que promove a
passagem dos insertos presentes nos vetores de entrada para o vetor
adenoviral. Os produtos dessas reacdes foram usados na transformacdo de
bactérias competentes, apés a qual foram obtidos 3 clones a partir de cada
uma das reacfes. A presenca dos insertos foi confirmada inicialmente por
PCR. Em seguida, o sequenciamento dos vetores confirmou a correta
sequéncia de nucleotideos e a apropriada fase de leitura dos insertos em
relacdo ao restante do vetor. Assim, 0s vetores adenovirais recombinantes
expressando variantes da VP3 do AGV2 - pAd<VP3-T>, pAd<VP3-SM> e

pAd<VP3-N1> - foram obtidos.
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4.4. Geracao dos adenovirus recombinantes

Para se obter os adenovirus recombinantes expressando as variantes da VP3
do AGV2, os vetores adenovirais construidos e o vetor adenoviral controle
pAd<LacZ>, apdés serem clivados com a enzima Pacl e purificados, foram
transfectados em células 293A. A replicacdo dos adenovirus recombinantes
expressando as variantes da VP3 do AGV2 foi detectada através da
visualizacdo do efeito citopatico caracteristico nas monocamadas celulares
aproximadamente 10 dias depois da transfeccao (Figura 19). No momento em
que o efeito citopatico alcancou cerca de 80% das células, o cultivo foi
congelado. Ao fim de seis inoculacBes sucessivas em células 293A os titulos

dos adenovirus obtidos alcancaram pelo menos 108 PFU/mL.

Figura 19 — Efeito citopéatico adenoviral em células 293A - caracteristico
pelo arredondamento e lise das células formando evidentes placas virais -
dez dias ap6s a transfeccdo do vetor adenoviral recombinante pAd<VP3-

SM>. Efeitos similares foram obtidos na transfec¢éo dos demais vetores.
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4.5. Confirmacao da sintese de RNAs mensageiros das VP3

A confirmacao da efetiva transcricdo dos genes das VP3 nesse sistema
de expressao foi feita por meio da técnica de RT-PCR. A amplificacdo do gene
da VP3 a partir das amostras de RNA obtidas dos cultivos celulares infectados
separadamente com os adenovirus Ad<VP3-T>, Ad<VP3-SM> e Ad<VP3-N1>
originou produtos de PCR do tamanho esperado de 378 pb, nos dois primeiros
casos, e de 381 pb no dltimo caso, os quais foram verificados por
sequenciamento. Como esperado, néo foi detectada a amplificacdo da VP3 a
partir do RNA extraido do cultivo celular ndo infectado (Figura 20). Dessa
forma, a sintese dos respectivos RNAs mensageiros (RNAm) recombinantes foi

confirmada para todos os adenovirus construidos.

233A 2337 233A 2337
M Ad<VP3-N1> Ad<VP3-SM> Ad<VP3-T>
400pb  — a—
%: L I Il I 1]
100pb ."I 381 pb 378 pb

Figura 20 - Andlise das RT-PCRs em gel de agarose a 1%. A
visualizacdo das bandas eferentes a amplificacdo das variantes VP3-
T, VP3-SM e VP3-N1 confirmam a transcricdo dos respectivos RNAmM
pelo sistema construido. M: 100bp DNA Ladder (New England
Biolabs).



56

4.6. Inibicao da proliferacdo celular pelos Ad<VP3-T>, Ad<VP3-

SM> e Ad<VP3N1>

Para avaliar se os adenovirus expressando as VP3 do AGV2 possuem
a capacidade de induzir seletivamente a morte das células tumorais, 0s
adenovirus recombinantes foram transduzidos nas linhagens celulares A549 e

MRC-5 e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT.

Como pode-se observar na Figura 21 e Figura 22, os trés adenovirus
expressando as diferentes VP3 do AGV2 inibem o crescimento das células
tumorais A549 de forma dose-dependente. O mesmo se percebe nas células
normais MRC-5, porém nessas células a inibicAdo do crescimento €
significativamente inferior ao detectado nas células A549 submetidas ao
mesmo tratamento (p<0,05). Duas excecfes a essa observacdo ocorrem nas
células transduzidas com o Ad<VP3-N1> com MOI 1 e MOI 10, em que o efeito

na viabilidade celular ndo difere em ambas células.
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Figura 21 — Teste de viabilidade celular apds a transdugao com os adenovirus expressando
as diferentes VP3 do AGV2. Células tumorais A549 e normais MRC-5 foram transduzidas
com (a) Ad<VP3-T>, (b) Ad<VP3-SM> e (c) Ad<VP3-N1> em diferentes MOIs (0,1; 1; 10;
50). Apos 72 horas, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Resultados
apresentados como médias e desvio padrdo (barras de erro) de quatro experimentos. Teste
t de Student: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001.
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Analisando-se o0s resultados, observa-se que as células MRC-5
apresentam-se em média 25% mais viaveis do que as células A549 apds a

transducdo com os adenovirus expressando as VP3 do AGV2.

Ad<VP3-T>
AS49 MRC-5

MOI 1 MOI 0,1

A549

MRC-5
MOI 10

MOI 50

P

Figura 22 — Fotografias representativas das células MRC-5 e A549 72 horas apés a
transdugdo com os adenovirus recombinantes expressando as diferentes VP3 do AGV2
com as MOIs indicadas. Acima, controle celular (CC). Imagens adquiridas em
microscopio optico invertido. Magnificagao: 40X.
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Continuacgéo da Figura 22

Ad<VP3-SM> Ad<VP3-N1>
AS49 MRCS A549 MRC

MOI 0,1

MOI 1

MOI 50

4.7. Localizagao subcelular

A inducdo da apoptose iniciada pela Apoptina do CAV parece estar
associada com a localizacao subcelular diferencial que ela assume nas células.
Nas células humanas normais a Apoptina localiza-se principalmente no
citoplasma, enquanto que se acumula no nudcleo das células humanas tumorais
(Danen-van Oorschot et al., 1997). A fim de verificar a distribuicdo subcelular
das VP3 do AGV2 nas células humanas normais e tumorais, as células A549 e
MRC-5 foram transduzidas com os adenovirus recombinantes expressando as

diferentes variantes da VP3 do AGV2 e analisadas por imunofluorescéncia.
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As trés variantes da VP3 do AGV2 apresentaram 0 mesmo padrdo de
distribuicdo subcelular nas células analisadas. As mesmas foram encontradas
sobretudo acumuladas no ndcleo das células tumorais A549 (Figura 23). Ja nas
células normais MRC-5, as VP3 do AGV2 foram detectadas principalmente
restritas ao citoplasma (Figura 24a), no entanto também puderam ser
detectadas, em menor grau, acumuladas no nucleo (Figura 24b) ou

encontradas simultaneamente em ambos locais (Figura 24c).

Outra interessante observacdo que se pdde verificar através desse
experimento é que todas as variantes da VP3 do AGV2 quando localizadas no

ndcleo celular formam grandes estruturas granulares (Figura 23 e Figura 24).

A549

Hoechst Sobreposicdo

Figura 23 — Imagens representativas da localizacéo nuclear da VP3 do AGV2 nas
células humanas tumorais A549. VP3 marcada com anticorpo conjugado com
fluoresceina e nucleo corado com Hoechst. Visualizagdo em microscépio confocal

de fluorescéncia. Aumento de 600X.



Hoechst Sobreposicéo

Hoechst Sobreposicéo

Hoechst Sobreposigéo

Figura 24 - Imagens representativas da localizagdo subcelular da VP3 do AGV2
nas células humanas normais MRC-5. Essas proteinas foram detectadas
principalmente restritas ao citoplasma (a), mas também puderam ser observadas,
em menor propor¢éo, acumuladas no ndcleo (b), ou presentes concomitantemente
em ambos locais (c). VP3 marcada com anticorpo conjugado com fluoresceina e
nacleo corado com Hoechst. Visualizacdo em microscépio confocal de

fluorescéncia. Aumento de 600X.
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5. DISCUSSAO

Desde o final da década de 1990, quando foi noticiado pela primeira
vez que a Apoptina expressa pelo CAV é capaz de induzir apoptose em células
humanas tumorais, enquanto ndo tem qualquer efeito sobre células normais,
seu potencial como droga antitumoral vem sendo extensamente avaliado
(Danen-Van Oorschot et al., 1997; Backendorf et al., 2008). Os efeitos da
Apoptina ja foram analisados em mais de 70 linhagens de células humanas
tumorais e outras dezenas de células humanas normais (Backendorf et al.,
2008). A Apoptina ja foi expressa utilizando diversos sistemas de expressao,
como por exemplo, em E. coli (Sun et al. 2009; Jin et al. 2011; Lee et al., 2011;
Li et al., 2012), em células de mosquito através de baculovirus (Pan et al.,
2010) e em células de mamiferos usando vetores plasmidiais (Zhan et al. 2012;
Yang et al., 2012; Lanz et al., 2012; An et al., 2013) ou adenovirus (van der Eb
et al., 2002; Kucharski et al., 2011; Zhang et al.,, 2012; Taebunpakul et al.,

2012; Wang et al., 2013).

Recentemente foi identificado por nosso grupo o girovirus aviario 2
(AGV2), o qual apresenta um estrutura e organizacdo gendmica muito similar
ao CAV. Este virus codifica a proteina VP3, homéloga a Apoptina do CAV

(Rijsewijk et al. 2011).
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Neste trabalho nés investigamos o potencial de trés variantes da
proteina VP3 do AGV2 em induzir a morte de células humanas normais e
tumorais in vitro. Para este fim, foram construidos adenovirus recombinantes
expressando as variantes da VP3. Os genes das VP3 foram inseridos no
genoma adenoviral sob o controle do promotor dos genes precoces do
citomegalovirus humano (CMV) e fusionados ao epitopo C-terminal V5, o que
favorece um alto nivel de expressdo de forma constitutiva e possibilita a

posterior deteccdo das proteinas por anticorpos.

Os testes de viabilidade celular demonstraram que os adenovirus
recombinantes expressando as trés variantes da VP3 do AGV2 sdo capazes de
inibir a proliferacdo das células humanas tumorais A549 de maneira
significativamente mais acentuada do que o verificado nas células humanas
normais MRC-5. Comparando-se os efeitos citotoxicos causados pelos trés
adenovirus expressando as VP3 do AGV2, verifica-se que o Ad<VP3-SM>
tende a ser o mais eficiente em inibir a proliferacdo das células tumorais, no
entanto o mesmo é o que apresenta o efeito citotoxico mais acentuado também
nas células normais. O Ad<VP3-N1>, quando transduzido na MOI 50 apresenta
uma habilidade de inibir a proliferacdo das células tumorais significativamente
maior do que o observado nas células normais, porém quando MOIs mais
baixas sao utilizadas essa seletividade ndo é mais verificada (na MOI 0,1 existe
uma diferencga significativa, no entanto em ambas células a viabilidade celular
estd proxima de 100%). Por fim, o Ad<VP3-T> inibiu significativamente a
proliferacdo das células tumorais em todas as MOIs avaliadas e, além disso, a

toxicidade sobre as células normais foi menos proeminente do que a
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apresentada pelo Ad<VP3-SM>. Sendo assim, baseado nesse primeiro
resultado, a VP3-T se apresenta como a variante mais promissora como

agente capaz de inibir preferencialmente a proliferacao de células tumorais.

Verificamos que os trés vetores adenovirais expressando as variantes
de VP3 do AGV2 inibem a proliferacdo das células tumorais A549 de forma
dose-dependente. Resultados semelhantes, em que se verifica que a utilizacao
de concentracdes crescentes da Apoptina do CAV purificada ou de MOIs
crescentes de vetores virais expressando essa proteina levam a inibicdo da
proliferacdo das células tumorais de maneira dose-dependente foram
anteriormente relatados (Pan et al., 2010; Li et al., 2010; Jin et al., 2011; Liu et
al., 2012; Li et al., 2012). No entanto, neste trabalho, a proliferacdo das células
normais MRC-5 também foi diminuida de forma dose-dependente apds
transducdo com os trés adenovirus recombinantes, mesmo que numa taxa
significativamente mais baixa. Esse resultado contrasta com estudos anteriores
realizados com a Apoptina do CAV, nos quais ndo se verifica esse efeito em
células humanas normais (Li et al., 2010; Jin et al., 2011; Liu et al., 2012).
Sendo assim, diferentemente da Apoptina do CAV, a VP3 do AGV2 parece

induzir algum grau de morte celular nas células normais mesmo que

significativamente mais baixo do que o induzido nas células tumorais.

A maneira pela qual a Apoptina do CAV é capaz de distinguir as células
tumorais das normais ainda ndo esta inteiramente esclarecida, mas diversos
estudos demonstram que este evento esta correlacionado com a sua retengao

no nucleo das células tumorais e a sua manutencgdo no citoplasma das células
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normais (Danen-van Oorschot et al., 2003; Maddika et al., 2006; Los et al.,
2009). Em nosso trabalho, detectamos a compartimentalizacdo das variantes
da VP3 do AGV2 no nucleo das células tumorais, enquanto que, em células
normais observamos a expressao dessa proteina principalmente restrita ao
citoplasma celular. No entanto, vale ressaltar que, diferente do tradicionalmente
descrito para a Apoptina do CAV, detectamos, mesmo que em menor
proporcao, a expressao de VP3 do AGV2 no nucleo, bem como localizadas
simultaneamente no nucleo e no citoplasma das células normais. Como o
acumulo da VP3 no nucleo celular esta muito provavelmente associado com a
inducao da morte celular, esse resultado poderia explicar por que a proliferacao

das células MRC-5 também é afetada por essas proteinas.

Interessantemente, os resultados de imunofluorescéncia nos permitiu
observar que a VP3 do AGV2 se distribui, assim como a Apoptina do CAV
(Leliveld et al., 2003; Janssen et al., 2007), em estruturas granulares dentro do
ndcleo das células. Essa organizacdo granular da Apoptina do CAV parece
estar relacionada a sua auto-agregacdo em multimeros (Leliveld et al., 2003) e
a sua associacdo com a proteina da leucemia promielocitica (PML) - a qual se
acumula no corpos PML (também conhecido como dominio nuclear 10) e esta
envolvida na indugao da apoptose (Heilman; Teodoro; Green, 2006; Janssen et
al., 2007). Todavia, estudos futuros de associagao e de colocalizagédo da VP3
do AGV2 com os corpos PML devem ser realizados para validar esta

observacéao.
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Os mecanismos moleculares que determinam a localizagcéao
citoplasmatica da Apoptina do CAV nas células humanas normais e seu
acumulo no ndcleo das células humanas tumorais ndo estdo satisfatoriamente
elucidados, porém a presenca de dominios de transporte nucleo-citoplasmatico
presentes nesta proteina parecem ser essenciais para que isso ocorra (Danen-
van Oorschot et al., 2003; Maddika et al., 2006; Los et al., 2009). A sequéncia
de localizacdo nuclear (NLS) bipartida encontrada na extremidade C-terminal
da Apoptina (residuos 82-88 e 111-121) induz o seu transporte para o0 nucleo
das células. Entre as duas partes do NLS localiza-se o sinal de exportacéo
nuclear (NES; residuos 97-105), o qual favorece o transporte da Apoptina do
ndcleo para o citoplasma, onde é processada pelos proteossomos. Dessa
forma, a Apoptina € degradada no citoplasma das células normais, enquanto
gque nas células tumorais o NES € mascarado, provavelmente devido a
fosforilacdo da Treonina-108, e a Apoptina ndo pode mais ser transportada de
volta para o citoplasma, ficando retida no nucleo e deflagrando a apoptose
(Poon et al., 2005; Maddika et al., 2006). Através da analise das sequéncias de
aminoéacidos das VP3 do AGV2 pudemos verificar a presenca dos dominios
LRS, NLS e do potencial sitio de fosforilacdo na treonina-111 em todas as

variantes, porém em nenhuma delas foi possivel encontrar o dominio NES.

O fato de néo ter sido localizado o dominio NES nas VP3 do AGV2 néo
deve ser tomado como indicio definitivo de sua auséncia, uma vez que a
predicdo desse dominio é feita através da busca por padrées de sequéncia de
aminoacidos baseados em bancos de dados que possuem relativamente

poucos NES identificados experimentalmente. Além disso, como o NES é um
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sinal complexo e muito diverso, nenhuma das sequéncias consenso propostas
até hoje é capaz de alcancar uma boa sensibilidade (la Cour et al., 2004; Xu et
al.,, 2012). Analisando visualmente as sequéncias de aminoacidos das
diferentes VP3 de CAV e AGV2, na regido correspondente ao NES, nota-se
gue entre os aminoacidos 102 a 105, a similaridade € baixa, enquanto que ha
uma evidente identidade entre os aminoacidos 106-111 (Figura 17). Talvez
essa regido no AGV2 possa potencialmente funcionar como um sinal de
exportacdo nuclear, porém sua eficiéncia de transporte possivelmente é
diferente do NES da Apoptina do CAV, considerando-se as diferencas
observadas nas sequéncias. Poon e colaboradores (2005) demonstraram que
mutacBes no NES da Apoptina do CAV levam a um significativo aumento no
acumulo dessa proteina no nucleo de células normais. Sendo assim, pode-se
especular que o NES supostamente existente na VP3 do AGV2 apresenta uma
menor eficiéncia em sinalizar sua exportacdo para o citoplasma, fazendo com
que a proteina acabe eventualmente se acumulando no nucleo das células
normais, levando-as a morte. Essa hipotese poderia explicar a localizacao
nuclear das VP3 do AGV2 observada em uma parcela das células normais e
também a inibicdo da proliferacdo dessas células. Porém, ndo pode ser
descartada a possibilidade de que o modelo de células normais utilizado nesse
estudo, a linhagem MRC-5, apresente alguma singularidade que faga com que
ela apresente alguma suscetibilidade aos efeitos da VP3 ndo compartilhada por
outras linhagens celulares normais. Sendo assim, a conducdo de novos

estudos avaliando os efeitos das VP3 do AGV2 em outros tipos celulares
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seriam bastante interessantes e poderiam contribuir muito para aprofundarmos

o conhecimento sobre o efeito dessa proteina em células normais.

Os resultados aqui apresentados indicam que o0s adenovirus
construidos expressando as variantes da VP3 do AGV2 possuem a habilidade
de inibir preferencialmente a proliferacdo de células tumorais. Para a
confirmacédo desses resultados, e para conhecer o mecanismo utilizado por
essas proteinas para causar morte celular, novos experimentos devem ser
realizados utilizando-se um controle negativo de adenovirus que nao expresse
nenhuma forma da VP3 (pAd<LacZ>). Esse controle sera utilizado, em paralelo
com 0s outros adenovirus recombinantes, para verificar se a VP3 do AGV2,
assim como a Apoptina do CAV, induz apoptose preferencialmente em células
tumorais e, caso positivo, se as diferentes variantes atuam com eficacias
semelhantes ou ndo. Essa confirmacao sera obtida apds nova transducédo dos
adenovirus recombinantes em células normais e tumorais, seguida da deteccéo

de células apoptéticas pelo ensaio de citometria de fluxo.
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6. CONCLUSOES

Este € o primeiro trabalho realizado sobre a proteina VP3 codificada
pelo girovirus aviario 2. Neste estudo buscamos avaliar a habilidade da
proteina VP3 do AGV2 em induzir seletivamente a morte de células humanas
tumorais, como forma de julgar seu potencial como um possivel novo agente

antineoplasico.

Trés diferentes variantes da VP3 do AGV2 foram expressas em
sistema adenoviral recombinante. Os adenovirus recombinantes expressando
as VP3 do AGV2 foram transduzidos em células humanas normais MRC-5 e
tumorais A549. Pudemos verificar que eles foram capazes de inibir
preferencialmente a proliferacdo das células humanas tumorais A549.
Verificamos também que todas as VP3 do AGV2 acumulam-se no nucleo das
células tumorais, enquanto que na maior parte das células normais essas
proteinas ficam restritas ao citoplasma. No entanto, inesperadamente
detectamos, em menor propor¢cdo, as VP3 do AGV2 presentes também no
nacleo das células normais. Neste estudo ainda analisamos as sequéncias de
aminoacidos das variantes da VP3 do AGV2 e pudemos propor correlagdes

entre os dominios presentes nessas proteinas e os resultados obtidos.
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