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RESUMO

As vacinas de DNA tém sido utilizadas para a indugdo de imunidade contra
antigenos virais e bacterianos. A aplicagdo de modelos experimentais tem sido
explorada visando a indugdo de tolerancia imunologica através da expressdao de genes
cujos produtos podem modular o sistema imune para um estado de n@o
responsividade. A terapia génica oferece a possibilidade de manipulacdo do sistema
imune do receptor, através de um sistema de administracdo de genes especificos sob
condigoes pré-definidas. Sua eficacia depende dos niveis de expressdo e da natureza
do antigeno, da via de administracdo assim como de sua distribuicdo nos tecidos (a
qual as vezes depende do promotor utilizado). Porém, sua aplicagdo clinica ¢ limitada
em parte devido aos baixos niveis de expressdo obtidos in vivo.

A VP22 ¢ uma proteina do tegumento do virus Herpes simples tipo 1, que tem a
propriedade de fazer trafego intercelular. Estudos recentes tém demonstrado a alta
eficiéncia desta molécula no transporte de proteinas heterdélogas como VP22-p53,
VP22-f galactosidase e VP22-proteina verde fluorescente.

Para a indugdo de tolerdncia imunologica, tem sido demonstrado que a
persisténcia do antigeno, pelo menos por algum periodo, ¢ muito importante.
Moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) t€m sido utilizadas

O objetivo desse trabalho foi de construir duas vacinas recombinantes:
pVP22::Kb e pCIneo::Kb. A primeira contém dois genes clonados na mesma pauta de
leitura: a cadeia pesada de classe I K" e VP22.

O cDNA que codifica para o K" foi obtido pela extragdo de RNA total de bago
de um camundongo C57BL/6 (haplétipo H-2b) seguido de transcri¢do reversa. Este
produto foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase. Esta molécula também
foi obtida pela amplificagdo direta do gene K" previamente clonado no sitio ECoR I do
plasmideo pBluescriptlISK (Stratagene®™). Ambos os produtos de PCR foram
subclonados com extremidades cegas no plasmideo pCRBIuntlI (Invitrogen®™). Foram
obtidos dezenove plasmideos recombinantes, denominados pCRBluntII::Kb, e um
deles foi escolhido e digerido com as enzimas de restrigdo Spe I e Xba I e
defosforilado com a enzima fosfatase alcalina (CIAP). O fragmento digerido foi
clonado nos plasmideos pVP22-myc/His (Invitrogen®) e pClneo (Promega®)
previamente digeridos com a enzima Xba 1.

Os novos plasmideos pVP22::Kb e pCIneo::Kb foram utilizados para transfectar
a linhagem celular eucariotica CHO. A expressdo do mRNA para o K® foi confirmada
pela transcricdo reversa e PCR e a expressdo da proteina por imunofluorescéncia e
citometria de fluxo.
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ABSTRACT

DNA vaccines have been increasingly used for the induction of immunity
against viral and bacterial antigens. Experimental models have been explored aiming
its application for the induction of immunological tolerance through the expression of
genes whose products can modulate the immune system to a state of unresponsiveness.
Gene therapy offers the possibility of manipulating a recipient’s immune system
through the delivery of specific genes under desired predefined conditions. Its efficacy
depends on the expression level and nature of the antigen, route of administration as
well as the tissue distribution (which sometimes depends on the promoter used).
However, its clinical application is limited, in part due to the low levels of expression
obtained in vivo.

VP22 is a protein from the tegument of type 1 Herpes simples virus, which has
the property of intercellular trafficking. Recent studies have demonstrated high
efficiency of this molecule in the transport of heterologous proteins such as VP22-p53,
VP22-f galactosidase and VP22-Green fluorescent protein.

For the induction of immunological tolerance, it has been demonstrated that
donor antigen persistence, at least for a critical period of time, is very important.
Molecules from the major histocompatibility complex (MHC) have been used to
induce central or peripheral tolerance in different protocols. Among them, mouse class
I MHC molecules K” have been used successfully.

The aim of this work was to construct two recombinant DNA vaccines:
pVP22::Kb and pCIneo::Kb. The former molecule contains two DNA molecules cloned
in frame: the heavy chain of the class [ molecule K" and VP22.

The cDNA that encodes for K® was obtained from total RNA extracted from a
C57BL/6 mice spleen (H-2ID haplotype) followed by reverse transcription. This product
was amplified by polymerase chain reaction. This molecule was also obtained by
direct amplification of K" gene, previously cloned in the EcoR 1 site of
pBluescriptlISK plasmid. Both PCR products were dephosphorilated with a calf
intestinal alkaline phosphatase (CIAP) enzyme and subcloned with sticky ends in the
pCRBluntll plasmid. Nineteen recombinant plasmids were obtained named
pCRBluntII::Kb. One of them was digested with the restriction enzymes Spe I ¢ Xba I
and dephosphorilated. The digested fragment was cloned into the pVP22-myc/His
(Invitrogen®™) and pClneo plasmids previously digested with the Xba I restriction
enzyme.

The new plasmids pVP22::Kb and pCIneo::Kb were used to transfect the
eucariotic CHO cell line. The mRNA expression from the K" gene was confirmed by
reverse transcription and polymerase chain reaction. Protein expression was
confirmed by immunofluorescence, and flow citometry analysis.
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1. INTRODUGCAO

O transplante de 6rgdos ¢ o tratamento de escolha para a maioria dos pacientes
com doenga renal terminal, e, em muitos casos, ¢ a Unica op¢ao para pacientes com
outras faléncias organicas terminais, como doenga cardiaca ou hepatica. Embora esse
procedimento seja hoje um sucesso, com taxas de sobrevida no primeiro ano em torno
de 95 % para receptores € 90 % para enxertos nos principais centros de referéncia (1),
este sucesso nao ocorre sem que haja um “preco a ser pago”. Drogas
imunossupressoras devem ser empregadas de forma continuada para que nio se
desenvolva o processo de rejeicdo ao enxerto. Efeitos toxicos diretos das drogas sobre
diferentes orgdos-alvo ou aqueles secundarios a imunossupressao inespecifica (como
aparecimento de infecgdes oportunistas e/ou neoplasias) ocorrem freqiientemente nesta
populacao de pacientes.

Ainda, apesar do excesso de imunossupressdo, a terapia atual anti-rejei¢do ndo
¢ suficientemente capaz de impedir o aparecimento de rejeicdo crénica ao enxerto,
cujos mecanismos de formagao envolvem principalmente anticorpos antienxerto pouco
afetados por estas drogas.

Conseqiientemente, o grande desafio da era moderna dos transplantes de
orgdos ¢ o da indugdo e manutengdo, no receptor, de tolerancia imunolégica. Uma vez
atingido este estado, ndo seria necessaria a administra¢do de drogas imunossupressoras
(ficando o paciente livre de toxicidade de drogas e também complicagdes infecciosas).
Da mesma forma, ficariam os receptores livres da ocorréncia de nefropatia cronica do
enxerto, visto que ndo haveria nefrotoxicidade cronica secundaria ao uso de inibidores
de calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus), nem rejeicdo croénica (j& que ndo

ocorreria uma resposta imune antienxerto).

1.1. TOLERANCIA EM TRANSPLANTE

A indugido de tolerancia a um aloenxerto vascularizado em um receptor adulto
parece envolver mecanismos complexos e foi inicialmente atingida experimentalmente

ha aproximadamente 30 anos pela transfusdo passiva de anticorpos do doador (2) ou



mediante um pré-tratamento com antigenos do doador em forma de transfusdo
sangiiinea especifica do doador (DST) (3). Atualmente, varias estratégias t€ém sido
relatadas, capazes de induzir hiporesponsividade especifica, porém sempre ¢
necessario algum tipo de pré-condicionamento (4).

Geralmente, os individuos a serem transplantados recebem o6rgdos alogénicos,
isto é, oOrgdos que expressam moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) geneticamente distintas das suas. Sem nenhum tipo de
condicionamento, como por exemplo a administragdo de drogas imunossupressoras, o
sistema imune do receptor ird rejeitar o enxerto. Esse processo de rejeicdo comeca
com o reconhecimento por parte dos linfocitos T CD4 do receptor, dos antigenos
estranhos presentes no aloenxerto. Estes antigenos sdo codificados predominantemente
por loci polimoérficos presentes no MHC, no cromossomo 6, em humanos,
denominados antigenos leucocitarios humanos (HLA), e no cromossomo 17 de
camundongos (denominado H-2) (5), e expressos na superficie das células
apresentadoras de antigenos (APC), como células dendriticas, macréfagos, linfocitos B
ou células endoteliais (6). Estas proteinas, sdo as mais polimorficas encontradas no
genoma humano, e acredita-se que a razdo para a manutencdo de tal grau de
polimorfismo (5-17 %) seja a luta constante entre o sistema imune e 0s patdgenos
infecciosos (7). Os linfocitos T CD4 do receptor podem reconhecer moléculas do
complexo MHC-peptideo estranhas apresentadas pelas APC do doador que migraram
aos linfonodos, mecanismo de reconhecimento direto. Alternativamente, estas células
podem reconhecer peptideos polimoérficos derivados do aloenxerto que foram
processados e apresentados pelas APC do receptor, mecanismo de reconhecimento
indireto (8).

O conhecimento dos mecanismos de ativacdo dos linfocitos, centrais no
processo de resposta imunologica, permite-nos desenvolver novas estratégias
imunomoduladoras para interferir especificamente, quando necessario. Desta maneira,
as intervengdes que se focalizam na ativacdo de células T antigeno especificas
constituem a meta final para o controle de complicagdes imunes na area de

alotransplante.



Além disso, tem sido sugerido que a distingdo entre o proprio e ndo proprio é
fundamental no processo de evolugdo para a construcdo dos receptores de células B e
T. Esta acep¢do esta intimamente ligada ao fendmeno de tolerancia imunologica, onde
Paul Ehrlich e Morgenroth, descrevem em uma série de artigos que tratam do
mecanismo de hemodlise, animais capazes de formar anticorpos contra células
vermelhas alogénicas e xenogénicas, mais jamais contra células isogénicas. Este
fendmeno foi inicialmente explicado mediante a formulagdo da teoria do horror
autotéxico, na qual um organismo normal ndo mobilizaria seus mecanismos
imunolégicos para efetuar uma reacao destrutiva contra seus proprios tecidos (9).

Em 1945 Ray Owen (10) observou que gémeos de novilhos ndo idénticos
comportavam-se como quimeras. Foi observado que ocorria um intercaimbio de células
hematopoiéticas entre estes embrides, que compartilhavam a mesma placenta. Assim,
cada um destes animais quando adulto possuia os eritrocitos de seu tipo como os do
outro tipo, porém ndo eram capazes de montar uma resposta imune ativa induzida
contra as células estranhas. Estas observagdes contribuiram as formulagdes descritas
por Burnet, nas quais afirma que a falha na produgdo de anticorpos contra células
autdlogas demanda a habilidade ativa das células do sistema reticulo endotelial de
reconhecer um padrdo proprio do ndo proprio (9).

A tolerancia aos antigenos proprios, ¢ um mecanismo fisiologico, adquirido
pelas células T imaturas durante sua passagem pelo timo. Porém, o mecanismo de nio
responsividade aos antigenos estranhos também pode ser induzido em animais cujo
sistema imune ainda é imaturo. Este fendmeno foi demonstrado ha 50 anos (1953) por
Billingham, Brent e Medawar, descrevendo pela primeira vez o fendmeno de
tolerancia neonatal induzida a alotransplantes de pele. Neste estudo, foi confirmado
experimentalmente em camundongo, a indugdo de tolerdncia pela inoculagdo intra-
Gtero de células de outra linhagem, e posterior desafio na vida adulta com
alotransplante de doador da mesma linhagem (11). Tanto Burnet pela formulagdo
sobre a teoria da tolerancia quanto Medawar por fornecer uma prova experimental de

indu¢do de tolerdncia, foram homenageados em 1960 com o Prémio Nobel em



Medicina, colocando a tolerdncia como um mecanismo fundamental no correto
funcionamento do sistema imune.

Niao existe uma defini¢do universalmente aceita de tolerdncia em transplantes. Esta
deveria idealmente resultar em um estado no qual: a) o receptor ndo ¢ capaz de montar
uma resposta nociva contra o aloenxerto; b) a resposta do receptor a outro estimulo
antigénico (por exemplo: patdgenos) deve permanecer preservada; c) a estrutura
normal ¢ fun¢do do tecido do doador devem permanecer intactas; e d) o estado de
tolerdncia deve ser duradouro, imperturbavel, e ndo requer de um tratamento de
imunossupressao em longo prazo para sua manutencao (12).

A tolerancia é hoje considerada um mecanismo fisiologico, ativo e observado
tanto a nivel central (no timo) como a nivel periférico. Desta forma, existe um
processo de selecdo negativa no timo que impede a maturagdo de precursores de
linfécitos T que reagem com avidez contra antigenos proprios durante seu
desenvolvimento. Assim, os linfocitos T ativados pelos antigenos proprios
apresentados pelas células do estroma da medula timica morrem por apoptose ou
tornam-se anérgicos, ndo sendo capazes de proliferar ante um segundo estimulo
antigénico (13).

A utilizagdo de alguma forma de imunossupressdo ¢ hoje, um requerimento
utilizado para a indugdo de tolerancia, em grande parte dos protocolos experimentais.
Na maioria dos receptores, independente da estratégia de indug@o utilizada € possivel
encontrar células de origem hematopoiética denominadas leucocitos passageiros
(“passenger leukocytes™) que migraram do enxerto (seja ele uma suspensdo celular ou
solido) a periferia (14-16). Estas células, presentes em baixas quantidades, que podem
ser detectadas tanto no sangue como nos tecidos do individuo transplantado,
determinam um estado denominado microquimerismo. Este, assim denominado pelo
grupo de Thomas Starzl, supde que a presenca dessas células tanto a nivel central
como periférico tenha um papel ativo na indugdo e manutencdo da ndo responsividade
e que estejam associadas como a aceitagdo do enxerto a longo prazo (14). Porém,
embora a presenca dessas células seja detectavel na maioria dos casos, existem

contradi¢cdes na literatura quanto ao real significado dos leucocitos passageiros do
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doador no hospedeiro (15). Um trabalho relativamente recente (17) demonstrou o
efeito imunomodulador desses leucocitos em um modelo de transplante cardiaco em
ratos, com indugdo de tolerdncia utilizando como droga imunossupressora a
ciclosporina. Neste estudo, os autores utilizam um anticorpo monoclonal (anti-MHC
de classe I RT7%) contra um antigeno especifico do doador, em dose tnica, que depleta
especificamente uma populagdo de leucocitos do doador CD45/RT7* no dia do
transplante (dia 0), ¢ em um outro grupo, 18 dias apoés o transplante. Nos animais
tratados no dia 0, foi observado um infiltrado de células mononucleares e linfocitos T,
assim como um espessamento da luz capilar, evocando sinais de rejeicao cronica apos
seguimento de 200 dias, ao contrario do observado nos animais que ndo receberam o
tratamento com o anticorpo ou os que receberam no dia 18. O protocolo utilizado foi
capaz de induzir aceitagdo do aloenxerto a longo prazo nos animais tratados com o
anticorpo monoclonal no dia 18 apés o transplante. Essess achados sugerem que, neste
modelo, os leucocitos passageiros teriam um papel critico e relevante na fase ativa da
indu¢do da prolongacdo do enxerto, e que sua deplecdo seria a causa da indugdo de
eventos relacionados a rejeigdo cronica, como observado no grupo que recebeu o
tratamento no dia 0.

Além do microquimerismo, que ndo requer necessariamente a utilizagdo de
condicionamento mieloablativo do receptor ou do enxerto, existe a nivel central um
segundo estado de indugdo de tolerancia denominado macroquimerismo ou
quimerismo alogénico misto (“mixed allogeneic chimerism™) definido pela
coexisténcia de células da medula 6ssea do doador e receptor, no receptor (18, 19). O
trabalho de Strober et al. em 1989 (20) foi um dos primeiros a demonstrar a aquisicdo
de tolerancia a alotransplante de rim a partir de doador cadavérico. Neste, trés
receptores submetidos ao processo de irradiagdo linfoide total (TLI) prévio ao
transplante demonstraram hiporresponsividade doador-especifica e fungdo normal do
enxerto apos suspensdo das drogas imunossupressoras durante um periodo de 24, 10 e
69 meses para cada receptor, respectivamente. Utilizando a mesma estratégia de
ablacdo do sistema imune através de TLI, Sayegh et al. (21) relataram a inducdo de
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transplante de medula 6ssea do mesmo doador do enxerto renal. Embora esses
trabalhos demonstrem a indugdo de tolerancia a nivel central por delecdo de células da
linhagem hematopoiética, o requerimento do pré-condicionamento do paciente por
estratégias mieloablativas permanece atualmente como tratamento utilizado somente
no transplante de medula Ossea. Esta estratégia estd associada a uma maior taxa de
morbidade e mortalidade, além de doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD) (22),
que leva a falha do enxerto.

Devido as limitagdes associadas ao processo de TLI, comecam a surgir novas
alternativas de indug¢do de macroquimerismo a nivel experimental. Um dos trabalhos
realizado em camundongos (23), relatou o uso de um anticorpo monoclonal (anti-
CD154), e da proteina de fusdo CTLA4Ig (“Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4-
Imunoglobulina™), como estratégia empregada para enxertar células da medula 6ssea
de um doador geneticamente diferente, sem tratamento prévio. Nove animais de 14
desenvolveram macroquimersimo, demonstrado pela presenca de varias linhagens
celulares do doador (LT CD4, CDS, LB) no receptor. Posteriormente, para determinar
se o macroquimerismo era capaz de induzir tolerancia, foi realizado um segundo
transplante de pele 4 ou 13 semanas ap6s o primeiro transplante. (Em modelos
experimentais em camundongos, a pele é considerada dentre os tecidos mais dificeis
de serem enxertados, e ¢ utilizado como condi¢@o Sine qua non para a defini¢do de
indu¢do de tolerancia doador-especifica (12, 24). Os animais com macroquimerismo
apresentaram func¢do normal do enxerto até o dia 145, quando foram sacrificados. Da
mesma forma, a tolerancia foi avaliada in vitro, por ensaio de citotoxicidade e cultura
mista de linfocitos. Ndo houve proliferacdo de linfocitos T CD4, nem resposta de
linfocitos T citotoxicos no grupo experimental de animais que desenvolveram
macroquimerismo. Portanto a estratégia empregada bloqueou seletivamente a ativagao
de sinais coestimulatorios, permitindo a inducdo de tolerdncia demonstrada pela
aceitacdo de um segundo transplante de pele do mesmo doador. Este protocolo oferece
vantagens que rapidamente poderiam ser utilizadas na clinica: a) o uso de substancias
que ja estdo sendo testadas em ensaios clinicos (anti-CD154 e CTLA4Ig); b) auséncia

de pré-condicionamento mieloablativo; c) estratégia de inducdo de tolerancia mais
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segura na hora do transplante; d) auséncia de necessidade de identidade do H-2 entre
doador-receptor.

Estes avancos no campo do transplante de medula 6ssea sugerem que a indugéo
de tolerancia a transplante de orgdos solidos e enxertos celulares com
macroquimerismo possa se tornar uma realidade clinica no futuro. Porém, cabe
ressaltar que embora a condicdo de micro ou macroquimeriSmo possam ser
consideradas condigdes necessarias, nao sao sinonimos de tolerancia.

Apesar desses mecanismos, a selecdo negativa ndo € capaz de eliminar todos os
clones auto-reativos presentes no timo, e a indugdo de tolerancia central nem sempre
tem sucesso na delecdo desses clones. Em uma segunda etapa, foram sugeridos varios
mecanismos diferentes que operam para garantir a tolerancia dos linfocitos T a nivel
periférico: anergia, regulacdo, diferéncia imune no paradigma Th1/Th2, ignorancia
(12).

A nivel clinico, o alotransplante requer da administragdo diaria de agentes
imunossupressores ndo especificos para prevenir o processo de rejeicdo aguda ou
cronica. Alguns destes como os inibidores da calcineurina, ciclosporina e tacrolimus,
se unem a proteinas intracelulares e inibem a transcricdo da IL-2, critica na
proliferacdo dos linfocitos T. O sirolimus bloqueia a transdugdo de sinais emitidos
apos a ativacgdo do receptor da IL-2 (IL-2R) pela IL-2. Outro simunossupressores sao
os agentes anti-linfoproliferativos, azatioprina e micofenolato, analogos de purinas que
inibem a proliferagdo celular, e os anticorpos monoclonais contra epitopos presentes
nas células T que agem depletando o organismo das mesmas por certo periodo ou
bloqueando sua ativacao (25). Mas, apesar de terem melhorado a taxa de sobrevida no
primeiro ano pods-transplante tanto para o paciente como para 0 enxerto, existem
alguns efeitos adversos relacionados ao seu uso. Primeiro, a imunossupressao com
estas drogas ¢ inespecifica. Os pacientes tém um maior risco de apresentar infecgoes
causadas por microrganismos oportunistas, assim como desenvolver certas formas de
cancer. Em segundo lugar, com o uso cronico das mesmas, efeitos toxicos
inevitavelmente ocorrem (26). Em terceiro lugar essas drogas, que suprimem o sistema

imune contra o enxerto, também estariam suprimindo mecanismos reguladores
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importantes na indu¢cdo ou na manutencdo do estado de tolerancia. Como
conseqiiéncia, os pacientes devem continuar recebendo drogas imunossupressoras
durante toda sua vida.

Constantemente,  surgem  artigos descrevendo  novas  estratégias
imunomodulatérias que tentam mimetizar mecanismos fisioldgicos de tolerancia a
antigenos proprios. Assim, a unido do TCR com o complexo antigeno/MHC na APC,
na auséncia de co-estimulacdo pode resultar em anergia clonal, no qual as células T
tornam-se parcialmente inativas, ndo proliferam, e sdo incapazes de secretar [L-2. Esta
propriedade tém sido amplamente utilizada em varios modelos de transplante in vivo,
tentando induzir tolerancia pelo bloqueio dos sinais mediados pela unido ao CD28.
CD28, ¢ expresso de forma constitutiva nos linfocitos T CD4, reconhece e une-se a
membros da familia B7, B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) na superficie da APC ativando o
linfocito. Porém, B7.1 ¢ B7.2 também se unem a outra molécula denominada CTLA4,
expressa somente em linfocitos T ativados e que emite um sinal inibitério no linfocito
T, reduzindo a secrecdo de IL-2, e induzindo a parada do ciclo celular na fase G1 (27).
A co-estimulagdo parece ser um processo complexo, onde moléculas de superficie
celular podem emitir sinais de ativacdo ou de inibi¢cdo, mantendo assim a homeostase
do sistema imune.

O papel central de vias co-estimulatorias na rejeicao tém sido demonstrado por
varios experimentos que objetivam a indugdo de tolerdncia. A administragdo de
anticorpos monoclonais contra CD80 e CD86, que bloqueiam a via CD28:B7; tem
demonstrado prolongar a sobrevida de enxerto cardiaco em ratos. Nao responsividade
imunoloégica doador-especifica foi demonstrada; estes animais aceitaram enxerto
cutdneo do doador, mas rejeitaram estes enxertos quando provenientes de animais
controle (doador ndo relacionado geneticamente) (28). A administragdo conjunta do
anticorpo anti-CD80 e ciclosporina também inibiu a rejeicdo, em modelo de
transplante de pele em primatas ndo-humanos (29). Da mesma forma a administracao
de anticorpo monoclonal anti-CD4 juntamente com a proteina de fusdo CTLA4lg
induziram tolerdncia em animais previamente sensibilizados (30). Além disso, o

bloqueio adicional da via CD40-CD40L com anti-CD154 ¢ anti-CD4 resultou na



diminui¢do de rejeigdo cronica em um modelo de transplante adrtico murino (31). A
utilizacdo do anticorpo humano hu5C8 contra CD40L, que apresenta reacdo cruzada
contra CD40L de macaco, foi estendido a um modelo pré-clinico de primata nao
humano. Este tratamento, consistindo em varias doses de anticorpo, a partir do dia do
transplante de rim até o quinto més pds-transplante, resultou em auséncia de rejeicao
em 9 macacos, mesmo na auséncia de drogas imunossupressoras convencionais (32).

A regulagdo ativa mediada por linfocitos T, denominados de células T
supressoras ou reguladoras, foi proposta como outro mecanismo de manutengdo de
tolerdncia periférica. Segundo Zhai et al. (33), existe forte evidéncia implicando um
papel ativo destas células para a regulagdo imune em transplante e na modulagdo de
respostas auto-imunes. Primeiro, a tolerancia em roedores pode ser transferida a partir
de linfocitos presentes em receptores tolerantes a receptores virgens de tratamento
(34). Segundo, a manuten¢do do estado de tolerancia requer da persisténcia do
antigeno (13), e por ultimo podem ser freqlientemente encontrados grandes
quantidades de linfocitos nos enxertos de animais tolerantes (35) .

O fendtipo das células reguladoras ndo ¢ totalmente conhecido. Porém,
linfécitos CD4'CD25" parecem ser os responsaveis pelo processo de regulagio. Em
modelo experimental em camundongos, Annacker et al. (36) exploraram o mecanismo
de regulacdo desses linfocitos. Neste estudo, animais atimicos reconstituidos com
diferentes populagdes de linfocitos mostraram que aqueles reconstituidos com
linfocitos T CD4"CD25 CD45RB"™ permaneciam livres de doengas autoimunes e, na
contagem celular, a populagdo recuperada era praticamente a mesma a aquela que
tinha sido injetada. O papel regulatorio desses linfocitos T parece ser dependente da
expressdo de IL-10, ja que camundongos deficientes em IL-10 ndo sdo protegidos da
indu¢do de doenca inflamatoria intestinal e a expansdo de linfocitos T CD4 ativados
ndo ¢ eficientemente regulada.

Células com fendtipo e caracteristicas similares as isoladas em camundongos,
foram obtidas a partir de sangue periférico, em humanos (37). O mecanismo envolvido
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contato célula-célula e na inibi¢do da proliferagdo e secre¢do de citocinas de células
CD4'CD25 ativadas.

Ja esta claramente definida na literatura a existéncia de respostas funcionais
polarizadas pelos linfocitos T auxiliares (Th) CD4 e T citotdxicos (Tc) CD8 que
dependem das citocinas que estes produzem. Assim, existem duas populagdes
principais Th, Th1l e Th2, originadas a partir de um tnico precursor ThO. As células
Th1 produzem predominantemente IL-2 e INF-y, e as segundas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13. Os mecanismos efetores dependentes de Thl, como hipersensibilidade do tipo
tardia e atividade T citotoxica, parecem exercer um papel central na rejeigdo aguda ao
aloenxerto. Por outro lado, a producdo de citocinas com o perfil Th2 pode ser
importante na indugdo ¢ manutengao da tolerancia (38).

A diferenciagdo de um tipo celular em outro depende da via de entrada do
antigeno, da composicao fisica, do tipo de adjuvante, da dose inoculada do antigeno, ¢
da presenca de IL-4 (estimula a polarizagdo a Th2) ou IL-12 (estimula a polarizacdo a
Thl) no microambiente. A ligacdo dessas citocinas aos seus receptores respectivos
resulta na fosforilagdo de tirosinas nas moléculas transdutoras de sinais e ativadoras da
transcricdo (STAT6 e STAT4, respectivamente).

Porém, diferentemente do que se acredita em relagdo a este paradigma, Zhou et
al. (39) utilizaram como modelo experimental de transplante cardiaco heterotdpico
camundongos nocautes para STAT4 e STAT6 como receptores. Aqui foi demonstrado
que, o tempo de sobrevida do enxerto nos camundongos nocautes para STAT4 e
STATG6 foi comparavel ao observado nos camundongos normais. Da mesma forma, a
aceitacdo do enxerto pela administracdo de CTLA4-Ig nos camundongos nocautes
para STAT4 também foi comparavel ao grupo controle. Em contraposi¢do, a indugdo
de aceitacdo do enxerto a longo prazo, pela administragdo de CTLA4-Ig nos
camundongos nocautes para STAT6, prolongou-se por menos tempo que no grupo
controle. Esplendcitos desses animais com curto tempo de sobrevida do enxerto,
transferidos a animais singénicos com transplante cardiaco prévio ndo permitiram
aumentar o tempo de sobrevida do enxerto nos novos receptores. Portanto,

diferentemente dos camundongos nocautes para STAT4, os eventos relacionados a
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resposta de tipo Th2, sdo mediados em parte pela sinalizagdo pelo STAT6 (presenga
de IL-4) seriam necessarios para induzir tolerancia.

O modelo mencionado acima, permite estudar o papel de linfocitos Th1 ou Th2
na indugdo de rejeicdo aguda ou de tolerancia. Talvez, existam outras vias de
sinalizagdo que contribuam a geracdo de respostas tipo Thl, ao contrario da resposta
observada por linfocitos Th2, a qual pareceu estar mais restrita a sinalizagdo mediada
por STATS6.

Finalmente, o trabalho descrito por Lakkis et al. (40), demonstra a necessidade
de orgdos linfaticos secundarios (bago, linfonodos, e tecidos linféides associados as
mucosas) para induzir tolerdncia a orgdos vacularizados, pelo mecanismo de
ignorancia imunoldgica. Neste trabalho, este mecanismo de ignorancia foi
demonstrado utilizando como receptores do transplante cardiaco, camundongos sem
orgdos linfaticos secundarios (baco, linfonodos, ou ambos). Apos o transplante, os
animais esplenectomizados sem linfonodos demonstraram auséncia de rejeicdo do
transplante, e auséncia de aloanticorpos contra antigenos do doador. Para excluir a
possiblidade de que a falha na indu¢do de uma aloresposta immune nos animais
esplenectomizados sem linfonodos seja produto de uma deficiéncia na ativacdo dos
linfocitos T, estas células T foram transferidas a receptores do transplante cardiaco,
deficientes em linfocitos T com linfonodos normais. Neste caso, foi observada uma
forte rejeicdo, similar a observada nos animais que receberam linfocitos T de doadores
esplenectomizados sem linfonodos, mas sem prévio transplante cardiaco. Esses
achados sugeririam que os aloantigenos presentes na periferia que ndo tém contato
com o6rgaos linféides secundarios, ndo induziriam rejei¢do ou tolerancia, porém seriam

ignorados devido a falta de apresentagdo antigénica.

1.2. TERAPIA GENICA

A terapia génica tem sido desenvolvida principalmente com o objetivo de curar
tanto doencgas hereditarias quanto adquiridas, através da adicdo de um novo gene, ou
pela correcdo ou substitui¢ao de um gene defeituoso. Este tipo de estratégia que resulta

na modificacdo do repertorio genético tanto de células somaticas quanto germinativas
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para propositos terapéuticos, envolve a administragdo in vivo ou ex vivo de um ou mais
genes e as seqiiéncias que regulam sua expressdo, utilizando um sistema génico de
administragdo apropriado.

A transferéncia génica in vivo consiste na introdugdo de genes a células, no
local onde elas se encontram no corpo. Por outro lado, a transferéncia génica ex vivo
envolve a transferéncia de genes a células viaveis, que tenham sido temporariamente
removidas do paciente e que, apos o tratamento das mesmas, sejam reimplantadas.

A terapia génica em células germinativas envolve a transferéncia de genes a
células haploides. Devido ao fato de que, nesta estratégia, tanto os individuos tratados
quanto a sua progénie apresentam os genes transferidos, a terapia génica em células
germinativas em transplante de o6rgdos somente estd sendo utilizada em modelos
experimentais envolvendo animais de laboratorio. Nesse sentido, uma de suas
aplicacdes em potencial esta nos xenotransplantes. Estdo sendo desenvolvidos animais
transgénicos com o objetivo de eliminar a rejei¢do contra xeno-antigenos, ou pelo
menos, diminuir a vigorosa resposta imune contra estes (41). A nivel clinico o
xenotransplante ainda nio é possivel. A principal barreira para o seu sucesso €
imunologica. Entretanto, aspectos éticos deverdo ser criteriosamente analisados antes
de sua aplicagdo clinica.

A terapia génica ¢ uma alternativa atraente para a indug@o de tolerancia
imunologica, pelo seu potencial em administrar, ao receptor ou ao enxerto, genes que

codifiquem moléculas com potencial imunomodulatério.

1.3. VETORES UTILIZADOS

Devido a resisténcia da maioria das células, em incorporar o acido
desoxirribonucléico (DNA) estranho que codifica para a proteina de interesse, a
transferéncia génica deve ser feita através de vetores (42). Estes, sdo veiculos
utilizados para a administracdo dos genes de interesse as células alvo, que irdo
expressar a proteina terapéutica codificada pelo gene recombinante. Um dos fatores
mais importantes além do gene de interesse, ¢ a escolha do vetor a ser utilizado, que

pode determinar o sucesso do protocolo. Essa escolha vai depender de variaveis como:
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a) o tempo no qual o transgene deve ser expresso, b) o tipo de célula alvo, c) o estado
de divisao das células alvo, d) o tamanho do gene a ser administrado, e) a potencial
indugdo de uma resposta imune néo desejada, f) a via de administragdo do vetor, g) a
facilidade de producdo do vetor e h) questdes relacionadas a seguranca do vetor
escolhido e a possivel toxicidade da proteina recombinante (4, 43, 44).

Os vetores podem ser divididos em duas grandes categorias: virais € ndo-virais.
Estes diferem principalmente no processo de empacotamento do material genético. Os
vetores virais oferecem certas vantagens com respeito aos vetores ndo virais. A unidao
especifica a receptores de membrana na célula alvo, a entrada eficiente do material
genético no nucleo da célula e a habilidade de evasdo da degradacdo intercelular
mediada pelas nucleases (enzimas que clivam os acidos nucléicos) sdo exemplos das
vantagens do emprego de vetores virais (4).

Os virus utilizados como sistema de administragdo de genes exodgenos sao
manipulados geneticamente de forma que certas regides, que codificam para proteinas
envolvidas na replicagdo viral, sdo deletadas por técnicas de biologia molecular. Esses
genes ausentes no genoma dos virus sdo incorporados no genoma de células
especificas, denominadas células de empacotamento, que expressam essas proteinas de
forma constitutiva. Quando as células de empacotamento sdo transduzidas (infectadas
por vetores virais) com o virus com defeito replicativo, este utiliza as proteinas
sintetizadas pela célula, que lhe foram deletadas, para a sua replicacdo. Dessa forma,
particulas virais com defeito replicativo sdo produzidas pela célula de empacotamento,
liberadas ao meio de cultura, e entdo, purificadas a partir do sobrenadante. Retrovirus,
adenovirus, virus adeno-associados, herpes simples, e vaccinia, com defeito replicativo
sdo utilizados em protocolos de terapia génica. As principais caracteristicas destes

vetores virais estdo apresentadas na Tabela 1.
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TABELA 1. Principais caracteristicas dos vetores virais utilizados em terapia génica.

ome enoma antagens imitagao
N G Vant Limit
Retrovirus ssRNA? Alta taxa de transdugdo. Integracdo As células devem estar em
estavel no genoma. Os linfocitos T CD4  divisdo ativa.
podem ser células alvo. Integragdo randdémica no
genoma. Risco de reversao.
Adenovirus dsDNA® Alta taxa de transdugdo. Infecta um Expressao transitoria em
amplo espectro de células, com ou sem  células em divisdo.
divisdo celular. Alto titulo de expressdo. Imunogenicidade.
Naio integra no genoma. Epissomal.
Virus Adeno- ssDNA® Integragdo em sitio especifico. Infecta ~ Tamanho limitado do DNA
associados um amplo espectro de células, comou  recombinante a ser clonado.
sem divisdo celular. Requer a presenga do
Adenovirus para se replicar.
Herpes simples dsDNA® Neurotropico. Alto titulo de expressdo.  Citotoxicidade.
Epissomal.
Vaccinia dsDNA® Alto titulo de expressao. Imunogenicidade.

ssRNA?, RNA de fita simples; dsDNA®, DNA de dupla fita; ssDNA®, DNA de fita simples.
Adaptado de: (45, 46).

Os retrovirus pertencem a familia Retroviridae. Dentro da mesma familia
encontram-se também os espumavirus, virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1) e
virus da imunodeficiéncia humana-2 (HIV-2). Os retrovirus tém sido escolhidos como
vetores para a maioria dos protocolos que envolvem terapia génica em ensaios clinicos
(35,8 %) (www.wiley.co.uk). O material genético do virus, um RNA, forma um
complexo com duas proteinas virais, a integrase e a transcritase reversa, recoberto por
uma camada lipidica. Uma vez que o virus une-se aos receptores celulares através da
glicoproteina de superficie, gp 120, a nucleoproteina ¢ injetada no citoplasma e
rapidamente ¢ sintetizado um DNA complementar (¢cDNA) ao seu acido ribonucléico
(RNA). Esse cDNA integra-se aletoriamente no genoma da célula hospedeira. Essa
insercdo garante a expressao prolongada dos genes do retrovirus mas aumenta o risco
de mutagénese por ativagdo de proto-oncogenes ou pela inativagdo de genes

supressores de tumores (45). A maioria dos membros dos retrovirus ndo ¢ capaz de
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infectar células que ndo se encontrem em divisdo ativa, ja que precisam da
desintegracdo da membrana nuclear para atingir o genoma do hospedeiro.

Os adenovirus sdo icosaédricos, com 70-100 nm de didmetro, e apresentam
uma estrutura protéica que envolve o material genético do virus. O dsDNA deste virus
penetra no nucleo por um processo que envolve varias etapas: unido do virus a
receptores extracelulares, endocitose, liberacdo da particula viral ao citoplasma
induzida pelo pH écido dos lisossomos e transporte do material genético ao nucleo da
célula hospedeira. O mecanismo do direcionamento do DNA ao nucleo celular ainda
ndo foi esclarecido. Porém, parece envolver uma proteina viral responsavel pelo
direcionamento do DNA viral aos poros da membrana nuclear. Durante este trajeto a
estrutura protéica viral, formada por nove proteinas, vai se debilitando até chegar ao
nucleo da célula hospedeira (47).

Os vetores adenovirais apresentam alta eficiéncia de transferéncia in vivo, e
infectam tanto células em divisdo ativa, como células em repouso. Porém, a expressdo
de seus genes embora possa ser prolongada € transitoria, jA que os adenovirus ndo se
integram no genoma. Um dos maiores obstaculos a sua utilizagdo reside na forte
resposta imune humoral que eles induzem contra componentes do capsideo viral, o
que diminui sua eficiéncia em individuos imunocompetentes diminuindo a
possibilidade de sua re-utilizagao (47, 48).

Para minimizar a resposta imune induzida contra o vetor e aumentar a resposta
contra o gene terapéutico em situacdes nas quais a terapia génica ¢ empregada como
vacina génica, algumas estratégias t€m sido empregadas nesses vetores. Um trabalho
descreve a construg¢do de um adenovirus hibrido Avl2LacZ, onde epitopos
imunodominantes do capsideo de um sorotipo especifico (sorotipo 5, freqiientemente
encontrado na populacdo) foram removidos, e substituidos por peptideos analogos de
um adenovirus de outro sorotipo (sorotipo 12). Este virus quimérico demostrou ser
eficiente na evasdo do sistema imune em camundongos previamente imunizados com
adenovirus do sorotipo 5 (49). Outro estudo recente relata a construgdo de um vetor
denominado helper dependent adenovirus, no qual todas as seqiiéncias codificantes

foram removidas e substituidas pelo gene recombinante. Igualmente ao trabalho
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anterior, foi observada auséncia de imunidade humoral quando os animais foram
imunizados com particulas virais do mesmo sorotipo. Contrariamente ao relatado na
literatura, o transgene foi expresso por um longo periodo (257 dias) nos musculos de
camundongos imunocompetentes (50). Portanto, esses trabalhos demonstram a
utilizacdo de adenovirus como vetor de administragdo de genes exdgenos com a
possibilidade de multiplas administragdes na auséncia de imunidade contra o vetor.

Os virus adeno-associados, sdo virus de DNA, pequenos € ndo patogénicos, que
necessitam de um virus auxiliar como o adenovirus ou o herpesvirus para se replicar.
Assim como os retrovirus, esses virus também se integram no genoma. Porém, a
limitada capacidade de incorporagdo de DNA estranho (até 5 kb) e a necessidade de
um virus auxiliar faz dos virus adeno-associados os vetores menos utilizados (51).

Os virus Herpes simples (HSV) sdo formados por 152 kb de dsDNA empacotados
no capsideo e envoltos por uma bicamada lipidica. Entre o capsideo e a bicamada
existe uma regido denominada tegumento. A intera¢do do virus com receptores na
membrana da célula alvo, induz a fusdo de ambas camadas lipidicas e o capsideo
ingressa no citoplasma celular. Esses virus tém tropismo por células do sistema
nervoso e acredita-se que os microtubulos (componentes protéicos encarregados do
movimento das organelas no citoplasma) participem no processo de transporte dos

capsideos de HSV, ao longo dos axonios até o nucleo (52).

1.4. GENES DE INTERESSE EM TRANSPLANTE

O processo de ativacdo das células T CD4 ou linfocitos auxiliares € central e
crucial para o inicio e posterior regulacdo da resposta imune adaptativa, consistindo
em uma fase de inicio antigeno-especifica mediada por linfocitos T e B, e uma fase
efetora antigeno-inespecifica (mediada por macréfagos e reagdo de hipersensibilidade
do tipo tardia). Existem ao menos trés sinais independentes e criticos que permitem
que uma célula T ou linfécito T virgem responda a um estimulo antigénico quando
este ¢ proveniente de uma célula apresentadora de antigeno (APC). O primeiro sinal é
mediado pela interacdo entre o receptor das células T e o complexo MHC/antigeno. O

sinal 2, ou sinal co-estimulador, envolve a interagdo entre moléculas de adesdo das
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superficies de ambas células, formando pares receptor:ligante, incluindo: CD28-B7.1
(CD80), CD28-B7.2 (CD86), e CD40-CD40L (CD154), entre outras; e por ultimo o
sinal 3, que ¢é determinado pelo fator de crescimento e diferenciacdo celular,
interleucina-2 (IL-2) (53).

CTLA4, CD 152, ¢é expresso em linfocitos T ativados, e se une a membros da
familia B7 (B7.1 e B7.2) com maior afinidade que a molécula CD28. Ao contrario do
CD28, a ligagdo do CTLA-4 transduz um sinal inibitdrio as células T ativadas (54-56).
O bloqueio da via de co-estimulagdo CD28/B7 ja foi realizado pela administracdo da
molécula de fusdo CTLA4-Ig (57). Esta contém o dominio extracelular da proteina
CTLA-4 unida aos dominios constantes das cadeias pesadas Cp2 e Cy3 da molécula
IgG humana ou de camundongo, aumentando sua meia vida.

Liu et al. utilizaram um vetor de adenovirus com defeito replicativo para a
administragdo ex vivo de CTLA4-Ig no pancreas. Neste modelo, em ratos, o pancreas
do doador foi tratado por perfusio intra-arterial a 4 °C previamente ao transplante em
receptor alogénico. Ao mesmo, tempo foi co-transplantado um coragdo de um terceiro
doador. A expressdo do CTLA4-Ig foi demonstrada por transcri¢do reversa ¢ PCR
somente no pancreas, e foi induzida tolerdncia doador especifica nos 5 animais
testados. Os coragdes de doadores controles foram rejeitados, enquanto que os
pancreas funcionaram normalmente pelo periodo de observagdo. Este trabalho
demonstrou a eficacia da administragdo local do vetor viral por perfusdo ex vivo e o
efeito imunomodulador, causado pela produgdo da proteina no tecido transduzido (58).
Por outro lado, quando o pancreas foi irradiado previamente ao transplante, a indugao
de tolerancia foi inibida. Esse resultado sugere um papel central as APCs do doador,
pois sua eliminagio por irradiagdo interferiu com o efeito imunomodulador da proteina
CTLA4-Ig (59).

Outro trabalho, utilizando o mesmo modelo de transplante de pancreas,
comparou a via de administracdo, duracdo e expressdo dos vetores virais adenovirus e
virus adeno-associados que codificam para a mesma proteina reporter 3-galactosidase
(Ad-LacZ e AAV-LacZ, respectivamente). Os virus foram administrados por via

intravenosa no receptor, ou por perfusdo intra-arterial eX Vivo nos enxertos. Os
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resultados demonstraram auséncia de expressdo da proteina, quando os virus foram
administrados por via sistémica. Porém, na administracdo ex vivo, a expressdo a partir
do AAV-LacZ foi associado com auséncia de inflamagdo e aumento da sobrevida dos
enxertos (60).

A administragdo de Ad-CTLA4-Ig por perfusdo também foi utilizada em
modelo de transplante cardiaco, em ratos, para a transfec¢do eficiente em tecido
miocardico (61). Neste protocolo, uma tinica dose prolongou por mais de 100 dias a
sobrevida do aloenxerto, porém a estratégia ndo permitiu a indugdo de tolerancia
imunologica. Talvez, a quantidade de proteina sintetizada pelas células transfectadas
ndo tenha atingido o limiar necessario para a manutengdo de um estado global de
tolerancia.

Por outro lado, o receptor também pode ser condicionado no momento do
transplante. Assim, o trabalho de Echizenya et al. relata a administra¢do de adenovirus
que codifica para a proteina de fusdo CTLA4-Ig por via intravenosa em ratos Lewis
submetidos a transplante ortotdpico de intestino delgado. Nesse caso, 50 % dos
animais transplantados desenvolveram ndo responsividade doador especifica e
sobreviveram por mais de 100 dias. Embora o estudo tenha utilizado um baixo nimero
de animais (6 no grupo experimental), novamente a transferéncia de CTLA4-Ig por
terapia génica com o vetor viral de adenovirus parece ser uma estratégia promissora na
prevengdo de rejeicdo, mesmo em um modelo que emprega enxertos muito
imunogénicos, como o intestino delgado (62). Ja em outro estudo, quando as particulas
virais (1x10*) foram administradas por via sistémica no doador, 24 horas antes de ser
realizado o transplante de figado, como Unica forma de pré-tratamento, 75 % dos
receptores aceitaram o transplante por mais de 300 dias. Este efeito mostrou ser
dependente do titulo viral, j4 que quando a dose inoculada foi duplicada, 100 % dos
animais apresentaram tolerancia (63).

Outra forma de administracdo de moléculas com atividade imunomoduladora
no enxerto pode ser atingida através do co-transplante de células modificadas
geneticamente. Em um estudo, O’Rourke et al., utilizaram o gene recombinante

CTLAA4-Ig para transfectar células dendriticas alogénicas e co-transplanta-las com
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ilhotas de pancreas. As células transfectadas aumentaram a sobrevida das ilhotas de 11
dias a 17 dias (64). A curta sobrevida do enxerto poderia ser a conseqiiéncia de morte
das células dendriticas, necessarias para a manuten¢do da anergia, mecanismo que
requer a persisténcia do antigeno (13).

Recentemente, foi publicado um trabalho onde um vetor viral de adenovirus
expressa uma construgdo diferente de CTLA4. Nesta, a por¢do de imunoglobulina (Ig)
foi removida para desestabilizar o produto CTLA4 e promover a rapida degradagdo
extra-hepatica, evitando assim imunossupressdo fora do enxerto, mas mantendo a
atividade imunomoduladora no microambiente onde ¢ sintetizada, ou seja no figado.
Este novo vetor expressou uma proteina capaz de diminuir a proliferacdo de células
alogénicas em cultura. Quando foram implantadas células tumorais na pele dos ratos
como controle do efeito imunossupressor sistémico, a regressdo do tumor induzido
fora do figado, demonstrou o efeito imunossupressor do novo vetor restrito ao figado
(65).

Também recentemente foi publicado o primeiro trabalho utilizando o DNA
complementar (cDNA) de CD40 de camundongo ligado a por¢do Fc de IgG humana e
inserido em um vetor de adenovirus. Uma unica administracdo de AdCD40-IgG
intravenosa prolongou indefinidamente o enxerto hepatico ortotopico em ratos (66).

O sistema imune oferece a possibilidade de manter uma resposta imune
protetora contra antigenos estranhos, potencialmente prejudiciais ao organismo, assim
como também prevenir reagdes contra antigenos proprios. Em ambos aspectos da
imunoregulacdo, o resultado depende da interacdo de moléculas coestimulatorias,
citocinas e também da expressao de ligante Fas (Fas-L, CD95L) (67). A interacdo de
Fas-L. em APC com seu receptor de morte celular Fas (CD95) é um dos eventos
iniciais que levam a morte celular programada ou apoptose. Portanto, a expressdo de
Fas-L por células manipuladas geneticamente pode criar “sitios privilegiados”, do
ponto de vista imunologico, pela indugdo de apoptose nos linfocitos reativos.

Esta estratégia foi explorada pelo grupo de Zhang et al. (48). Nesse trabalho, o
adenovirus foi utilizado como vetor viral para a administracdo de Fas-L as células

apresentadoras de antigeno por terapia génica ex Vvivo. A inoculagdo dessas APCs
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manipuladas por via intravenosa demonstrou expressdo prolongada, por mais de 50
dias, do gene reporter f—galactosidase, em comparacdo com o controle. Também foi
demonstrada uma resposta celular citotoxica (IL-2 e IFN-y) diminuida. Esta
hiporesponsividade demonstrou ser especifica para adenovirus, ja que a resposta de
linfécitos T contra o virus murino de citomegalovirus permaneceu inalterada. Por tanto
foi possivel a inducdo de tolerancia contra o vetor de adenovirus pela expressdo da
molécula Fas-L.

A construgdo de células dendriticas com atividade citotoxica (killer dendritic
cells), capazes de induzir sinais apoptoticos também foi explorada pelo grupo de
Matsue et al. (68). Aqui, essas células dendriticas, que expressavam CD95L
demonstraram induzir um efeito supressor antigeno-especifico nos linfocitos T, dos
animais inoculados. Da mesma forma, quando essas células eram inoculadas apos a
sensibilizacdo dos animais, as células induziram um estado de imunossupressdo
antigeno-especifica. Embora a utilizag@o de Fas-L pareca ser efetiva como inibidora de
respostas a nivel experimental, existem dados contraditorios quanto ao real papel de
Fas-FasL na rejei¢do de aloenxertos e tolerancia.

Em modelo experimental de transplante cardiaco heterotopico em ratos, o pré-
tratamento com uma unica dose de DST determinou a indugdo de tolerancia. Nesse
modelo, os animais tolerantes apresentaram uma expressdo diminuida de CD95L e o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) intra-enxerto, comparado com o0s animais
controles (69). Ja em humanos, os dados ndo parecem conclusivos, quanto ao papel da
apoptose mediada por Fas-FasL na rejei¢do em pacientes com transplante cardiaco.
Um estudo recente (70) sugere que a apoptose, determinada pela expressdo aumentada
de CD95L ou FasL em 66 % das biopsias com rejeigdo comparada com 40 % das
biopsias sem rejeicdo, possa ser um dos mecanismos responsaveis no processo de
rejei¢do nesse tipo de transplante clinico. Contrariamente, Porter et al. (71) utilizando
biopsias de pacientes com transplante de rim, ndo acharam uma correlagdo entre a
expressdo de Fas e Fas-L e o papel da apoptose na rejeigdo aguda.

Os trabalhos descritos por Qin et al. demonstraram a atividade

imunossupressora da interleucina IL-10 viral (vIL-10) e do fator de crescimento
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tumoral- B (TGF-f3). Nesses, foi utilizado um modelo murino de transplante cardiaco
heterotdpico e a administragdo intramuscular dos genes através de diferentes vetores:
retrovirus, adenovirus, herpes simples e plasmideos com diferentes promotores, como
unica forma de condicionamento. Embora todos os protocolos tenham demonstrado
expressdo dos genes in vivo, a sobrevida do enxerto foi maior, quando utilizada a
administragdo do gene vIL-10 com um retrovirus, sob controle do promotor MuLV-
LTR (36,7 £ 1,3 dias). Também houve prologamento da sobrevida do enxerto quando
foi empregado o plasmideo que codificava para o TGF-3 sob controle do plasmideo
viral de SV40 (26,3 £ 2,5 dias). Apesar deste trabalho ter demonstrado a transferéncia
de genes através de diferentes maneiras, e imunomodula¢do com dois genes diferentes
vIL-10 e TGF-p, estes ndo foram expressos pelos mesmos sistemas, o que ndo permite
fazer uma comparacao afim de determinar qual entre os protocolos imunomoduladores
pode produzir o melhor resultado (72, 73). Em uma abordagem diferente, o plasmideo
que codifica para vIL-10 (complexado com lipossomos) foi administrado por perfusio
cardiaca ex vivo,. Esses, sdo lipideos com carga positiva cuja interagdo com o DNA
facilita sua incorporagdo pelas células. Aqui, o complexo plasmideo-polimero
prolongou a sobrevida do enxerto. Neste trabalho, ndo foi observada uma resposta
mediada por anticorpos neutralizantes nos animais que receberam esse tratamento,
tampouco uma resposta celular doador especifica (74). Outro estudo, no qual vIL-10
foi administrada em vetor de adenovirus, demonstrou o efeito imunomodulador de IL-
10 que, além de aumentar a sobrevida do enxerto, inibiu resposta imune humoral
contra o vetor quando comparada com a inoculacdo do vetor sem o gene da vIL-10
(75). A introdugdo de genes imunomoduladores no vetor adenoviral poderia ser outro
exemplo de aperfeicoamento para a utilizagdio de adenovirus em terapia génica.

O pré-tratamento com aloantigenos € outra estratégia utilizada ha algum tempo
para modular a resposta a um aloenxerto. Inicialmente, as transfusdes de sangue foram
a fonte mais comum de administracdo de aloantigenos do doador. Porém, esta contém
risco potencial de infec¢do assim como de alosensibilizagdo (24).

A rejei¢do pode ser induzida contra qualquer molécula de MHC que difira
entre doador e receptor. No entanto, dentro de uma combinagdo doador-receptor
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especifica (por ex. em camundongos B.10 (H-2b)—C3H (H—2k)) ha certas moléculas que
estimulam uma resposta imune mais vigorosa, sao imunodominantes. Se a tolerancia
for induzida contra estas moléculas, é possivel que ndo seja necessaria a indugdo de
tolerancia contra todas as moléculas de MHC que possam estar presentes no 6rgao
doador (4). Uma das estratégias aplicadas inicialmente em camundongo, empregou o
pré-condicionamento de receptores com células isogénicas transfectadas com genes do
MHC do doador na auséncia de outros aloantigenos (76). Neste trabalho foi
demonstrado que existe uma imunodominancia com respeito as moléculas MHC de
classe I e classe II, sendo K® mais tolerogénica que a molécula de classe II IA" e de
classe I, D°. Entretanto, tolerancia imunolégica s6 foi atingida quando este pré-
tratamento foi realizado no contexto de imunosupressdo com anticorpo monoclonal
anti-CD4 (77, 78).

Existe um consideravel interesse na utilizagdo de células da medula éssea para
a administracdo de aloantigenos, pois estas tém a capacidade de auto-renovagio,
persisténcia no receptor, ¢ podem se diferenciar em qualquer linhagem de origem
hematopoiética (79). Nesse sentido, Hayashi et al., demonstraram a indugdo de
tolerdncia a enxertos de pele em camundongos. Os animais foram previamente
tratados com os anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e irradiag¢do como estratégia de
imunossupressdo, e receberam células da medula 6ssea transduzidas com retrovirus
com genes do MHC de classe I K° do doador. Como resultado deste pré-
condicionamento, foi demonstrada a presenca de macroquimerismo (coexisténcia de
células hematopoiéticas do doador e receptor) por mais de 30 semanas, e aceitagdo do
enxerto de pele em 6 dos 7 animais tratados (80). Outros trabalhos também tém
registrado a transdugédo ex vivo de células da medula 6ssea com vetores retrovirais que
codificam a mesma molécula MHC de classe I do doador. Em todos estes casos ficou
demonstrada tolerancia operacional em transplante cardiaco heterotopico, em
camundongos (79, 81, 82). Apesar dos resultados, este tipo de terapia tem limitagdes
principalmente no que se refere a necessidade de manipulagao de células do receptor

in vitro, com risco potencial de contaminago.
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Varios trabalhos t€m relatado a utilizagdo do MHC de classe II para a indugio
de tolerancia imunologica em transplantes. Nesse sentido, novamente os retrovirus
foram escolhidos como vetores de expressdo do MHC de classe 11 suino, juntamente
com um gene que codifica para a resisténcia ao antibidtico neomicina (83).
Posteriormente, o0 mesmo grupo (84) utilizando o mesmo modelo pré-clinico em
suinos, descreveu a inducdo de tolerdncia a um enxerto renal, empregando células da
medula éssea transduzidas ex Vvivo com retrovirus recombinante. Dos 4 animais
transplantados, um deles apresentava fungdo e histologia renal normais, 2,5 anos
depois do transplante. Apesar do reduzido nimero de animais, o estudo tem relevancia
pré-clinica, e demonstra a possibilidade de pré-condicionamento pela expressdo do
MHC de classe II em células de linhagem hematopoiética. Esse mesmo vetor foi
utilizado para transduzir células de medula ¢ssea de camundongos C57BL/10, que néo
expressam a cadeia oo do MHC de classe II, IE. O produto génico DRB de suino foi
expresso na superficie das células destes roedores formando heterodimeros com o IE-f3
endogeno. Aqui, a indugdo de tolerdncia resultou na delegdo de linfocito T
aloespecificos (85). Outros trabalhos relatados por Shimada et al. (86, 87) tém
demonstrado a construgdo de retrovirus que expressam as duas cadeias polipeptidicas
a e B, que formam o MHC de classe II da glicoproteina DQ em uma unica célula
transduzida. Porém, até o momento, ndo foi demonstrado indu¢do de tolerancia com
esta estratégia. Em outro trabalho, (88) também utilizando retrovirus como vetor de
administracdo de genes, a expressdo de DRB ou a proteina reporter GFP (green
fluorescent protein) foram induzidas sob controle de um promotor induzivel. A
inibi¢do da resposta de linfocitos T alogénicos ocorreu juntamente com a expressao da
proteina. Esse fato demonstrou uma correlagdo entre os eventos, criando a
possibilidade de manipulagdo temporal dos genes expressos. A expressdo de DRB e
administragdo de ciclosporina A em células somaticas como protocolo de indugdo
permitiu a inducado de tolerancia imunologica (89).

Embora exista um consideravel interesse na utilizagéo de vetores virais para a
terapia génica pelo fato de serem altamente eficientes na administracdo dos genes de

interesse, independentemente do tipo de vetor, limitagdes como quantidade
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insuficiente de particulas virais produzidas, imunogenicidade e potencial replicagio de
virus competentes no hospedeiro, t€ém levado a busca de vetores mais seguros.
Considerando essas limita¢des, parece atraente a alternativa da utilizagdo de vetores
ndo virais na terapia génica.

Estes ndo sdo imunogénicos e possuem baixas ou nenhuma toxicidade. Além
disso, as vacinas de DNA nu (naked DNA), apresentam uma série de vantagens com
relagdo as vacinas virais. Elas s@o de facil producdo, promovem uma expressao
prolongada do antigeno que estimula o sistema imune e induzem respostas
qualitativamente diferentes, permitem manipular a antigenicidade da proteina ao nivel
de cDNA e, portanto, a resposta imune (90). Dessa maneira, a inclusdo de seqiiéncias
regulatorias ou moduladoras além dos genes terapéuticos, sem a necessidade de
producdo e purificagdo da proteina permitem direcionar a resposta. Adicionalmente,
podem ser co-administradas no plasmideo outras citocinas ou moléculas co-
estimulatorias para que se possa manipular a resposta imune de forma especifica (43,
44, 91-93).

Apesar de tais vantagens, existem duas importantes limitagdes quanto ao seu
uso. A primeira inclui a baixa eficiéncia de transferéncia génica comparada com
vetores virais, por ndo utilizarem receptores celulares para sua incorporagio na célula
alvo, e a segunda refere-se a possivel expressdo transitoria dos genes, visto que ndo se
integram no genoma da célula alvo.

Diversos tipos de vetores virais t€m sido propostos onde a maior variabilidade
encontra-se na via de administracdo. Assim, as vacinas de DNA ou vacinas génicas se
restringem, na maioria das vezes, a moléculas de DNA de dupla fita, circulares,
fechadas e denominadas de plasmideos, que tém capacidade de replicagdo autonoma.
Esses vetores, além de carregarem os genes terapéuticos, apresentam seqiliéncias
adicionais. Um vetor tipico consiste de varios elementos genéticos necessarios para
auxiliar na expressdo intracelular do gene estranho nele inserido. Estes elementos
incluem: (a) promotor de transcri¢do, (b) um elemento indutor opcional para aumentar
a expressdo do gene, (c) um gene estranho que codifica um produto de interesse, (d)

elementos para o processamento do RNA; principalmente um sinal de poliadenilagdo e
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outro elemento opcional, o intron. Freqiientemente, um gene marcador que confere
resisténcia a um antibidtico (por exemplo, neomicina fosforiltransferase, o qual
confere resisténcia ao antibidtico geneticina (Neo®)) esta incluido para a deteccio e
selegdo positiva das células eucariotas recombinantes ou transfectadas in vitro. Além
disso, o plasmideo contém uma origem de replicacdo bacteriana para permitir a
producdo de grandes quantidades de DNA, e um marcador de selecdo de antibidtico
para permitir a identificacdo e isolamento das células bacterianas transformadas com o
gene de interesse (42, 92).

A administragdo do DNA nu foi primeiramente demonstrada pela injecao direta
de uma solucdo salina contendo o plasmideo em musculo esquelético de camundongo
(94). O mecanismo pelo qual o plasmideo passa do espago extracelular as células que
o0 expressam nao € claro. Porém, acredita-se que este seja internalizado pelos midcitos,
células multinucleadas com os nucleos geralmente em posicao periférica proximos a
membrana plasmatica, e também por APCs profissionais, como as células dendriticas.
Embora ocorra a transfecgdo direta das APCs profissionais, a resposta imune ¢
majoritariamente dependente da expressdo antigénica em células ndo linfoides e da
transferéncia as APCs (95). Entre outras vantagens, o musculo esquelético ¢ de facil
acesso e ricamente vascularizado, permitindo a rapida liberagdo da proteina
recombinante a circulagdo, a administragdo do gene pode ser repetida varias vezes e as
proteinas sdo produzidas por longos periodos, que variam de semanas até meses (96).

Alternativamente a este método mais simples, estd o bombardeamento de
particulas ou biobalistica, método fisico pelo qual, particulas de ouro recobertas com o
DNA, sado aceleradas por uma descarga de alta voltagem que impde alta velocidade as
particulas, permitindo que penetrem na pele, in vivo, ou em monocamadas celulares, in
Vitro ou in vivo, ou ainda ex vivo. Outros métodos incluem a intera¢do do DNA com
lipossomos catidnicos, denominados lipoplex, ou com polimeros com carga positiva,
denominados poliplex, ou uma mistura de ambos, denominados lipopoliplex (97). Os
tr€s métodos utilizam o mesmo principio de interagdo de cargas negativas do DNA,

com cargas positivas para a formacdo do complexo. Todos os sistemas utilizados
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apresentam vantagens e desvantagens e nfo existe um sistema perfeito de transferéncia
génica.

Em transplante de 6rgéos, a experiéncia com modelos animais demonstra que a
transferéncia génica pode ser realizada tanto no 6rgdo do doador antes, durante, ou
varias horas depois do procedimento de remogdo do 6rgdo, assim como no receptor.
Desta maneira, o vetor pode atingir o 6rgdo do doador por injecdo intravascular,
perfusdo ex vivo, ou diretamente no parénquima, embora este ltimo procedimento
tenha o risco de danificar o 6rgdo transplantado (98).

Diferentemente das vacinas convencionais utilizadas como forma de
tratamento profilatico, as vacinas de DNA empregadas nos modelos experimentais em
transplante podem ser “vacinas terapéuticas”. A terapia gé€nica em transplante de
orgdos surge como uma estratégia para modificar o microambiente no qual acontece o
processo de rejeigdo, aumentando a sobrevida do orgdo transplantado, assim como
também do receptor objetivando evitar o uso de drogas imunossupressoras

inespecificas.

1.5. VP22: FERRAMENTA ALTERNATIVA COMO VIA DE
ADMINISTRACAO DE MOLECULAS EXOGENAS

Um problema inerente a terapia génica reside na dificuldade de administrar-se o
agente terapéutico a um nimero suficientemente grande de células e em quantidades
apropriadas de forma a induzir uma resposta adequada. A inoculag@o intramuscular do
DNA nu, resulta na transfec¢do de 1-5 % dos midcitos (96). Este baixo nimero tem
induzido a busca de alternativas para aumentar a capacidade das células de
incorporacdo da molécula recombinante.

O virus Herpes Simples do tipo-1 codifica durante a infec¢do para uma
proteina estrutural de 32 kDa, 301 aminoacidos, basica, e altamente fosforilada, (99)
que exibe como caracteristica uma propriedade diferencial de transporte intercelular.
(100) Esta proteina VP22 se localiza em uma regido pouco conhecida do virus,
exterior ao capsideo e rodeada pela bicamada lipidica, denominada tegumento.

Durante uma infeccdo natural por Herpes simples, ou mediante a administracdo de
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uma vacina de DNA que contém o cDNA para esta proteina, VP22 ¢ sintetizada no
citoplasma da célula infectada ou transduzida. Através de um mecanismo que parece
utilizar filamentos de actina, esta molécula se espalha as células da vizinhanga onde,
mediante reorganiza¢do dos microtubulos, se acumula nos nucleos celulares (100-
103). A proteina apresenta dois dominios, um amino terminal, responsavel pela unido
ao DNA, e outro carboxi terminal responsavel pelo processo de translocagdo. Este
processo ndo € dependente do tipo celular, pois ja foram realizados em ensaios in vitro
em 15 linhagens celulares diferentes (104). [gualmente, este ndo depende do estado de
diferencia¢do das células, ja que experimentos in vitro em co-cultura demonstraram
que ¢ possivel a translocacdo da proteina quimérica VP22-proteina verde fluorescente
(GFP) as células musculares terminalmente diferenciadas (105). Esta caracteristica de
translocacdo faz de VP22 um veiculo potencial como carregador de outras proteinas,
de interesse em terapia génica a outras células que ndo foram atingidas pelo DNA
recombinante.

A maioria dos estudos realizados com a VP22 fusiona a sua por¢do amino ou
carboxi terminal diversas proteinas para analisar o mecanismo de translocagdo da
VP22; entre elas a GFP, B-galactosidase ou o gene da proteina p53 (99-101, 106-108).
Neste ultimo, as proteinas hibridas VP22-p53 foram capazes de restaurar a auséncia de
p53 na linhagem celular humana de osteosarcoma SAOS-2 e induzir apoptose na
monocamada celular, como demostrado pela contagem do DNA marcado com iodeto
de propidio (109).

VP22 também foi utilizada para produzir outra proteina quimérica, VP22-
Timidina quinase (VP22-TK). In vitro, VP22 promoveu a disseminag¢do da enzima
TK a praticamente todas as células presentes na monocamada celular, resultando na
morte das mesmas na presenca de uma concentracdo menor de ganciclovir (GCV),
quando comparado com a dos experimentos controles. Novamente, VP22 ¢ capaz de
aumentar a quantidade de células que apresentam a enzima TK e amplificar dessa
forma a estratégia de terapia génica suicida na combinagdo de TK-GCV (110). Outro
estudo, (111) relatou a utilizagdo do extremo carboxi responsavel pelo processo de

translocacdo, residuos aminoacidicos 159-301 VP22.C1, como administrador de
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oligonucleotideos (ODN). Neste trabalho, os autores demonstraram a unido de
VP22.C1 a diferentes ODN. A formacdo desse complexo resultou ser seqii€ncia
inespecifica e foi possivel demonstrar a localizagdo do complexo em monocamadas
celulares in vitro pela unido de um fluorocoromo ao ODN ou a VP22.C1. Porém, apés
a iluminagdo com luz epifluorescente, o complexo foi clivado e migrou ao nucleo
celular. A unido de VP22.C1 a um ODN anti-sentido (anti-sense) com a seqiiéncia
complementar ao gene de ativagdo mitogénica c-raf, demonstrou a inibi¢do do
crescimento celular, em presenca de luz. Portanto, embora existam varios mecanismos
que ndo sejam explicados, como a interacdo de VP22.C1 com a molécula carregada, a
incorporacdo nas células ou o mecanismo de acdo da luz, este novo peptideo VP22.C1
denominado Vectossoma (VP22 effected complex transport bodies) além de carregar
proteinas, pode carregar pequenos oligonucleotideos capazes de exercer um controle
na regulacao celular a nivel génico.

Recentemente, Wills et al. demonstraram a atividade anti-tumoral de uma
vacina de DNA de adenovirus que expressa a proteina de fusdo VP22-p53. Este estudo
demonstrou, pela primeira vez, o aumento da distribui¢do da proteina terap€utica p53
in vivo e o aumento de apoptose quando comparada com o vetor controle que expressa
somente p53, outorgando a proteina VP22 um papel fundamental no processo de
administragdo de proteinas exdgenas com atividade endogena (112).

Com base nos conhecimentos acima mencionados e objetivando a construgio
de uma ferramenta molecular para a indugdo de tolerancia imunologica em
transplantes de 6rgaos, o presente estudo foi realizado.

Para tal, idealizamos o aproveitamento da imunodominancia da molécula de
classe I do MHC, K", associada a propriedade de trafego intercelular da molécula

VP22.
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2. OBJETIVOS

1. Construir duas ferramentas moleculares pVP22::KID e pCIneo::Kb para futura
utilizacdo em terapia génica.
2. Demonstrar a expressao da proteina K em células eucarioticas transfectadas

com o0s vetores recombinantes pVP22::Kb e pCIneo::Kb.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENCAO DO INSERTO K"

O inserto K® contendo toda a seqiiéncia do gene que codifica a molécula K" do
MHC de classe I foi obtido a partir de duas formas: de uma construgéo no plasmideo
pBluescriptlISK (+/-) (Figura 1) gentilmente cedido pela Doutora Kathryn Wood
(Universidade de Oxford, Inglaterra), e a partir de uma extragdo de RNA total do bago
de um camundongo C57BL/6, transcri¢do reversa e reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (se¢do 3.2.1.).

Portanto, a clonagem do inserto K® no plasmideo pVP22/myc-His
(Invitrogen®), foi realizada através de duas estratégias diferentes, dependendo da fonte

inicial do K®.

3.1.1. Primeira estratégia de clonagem do inserto K’ no plasmideo pVP22/myc-

His

Para a clonagem do inserto K® (acesso ao banco de dados da seqiiéncia
nucleotidica http://www.ncbi.nlm.nih.gov, U47328, Figura 2) no plasmideo
pVP22/myc-His (Invitrogen®), foi necessario empregar uma estratégia utilizando um
plasmideo intermediario, pois ndo havia alternativa de clonagem direta que deixasse os
genes VP22 e K" na mesma pauta de leitura. Para tanto, foi utilizado o plasmideo de
expressdo em células eucariotas pClneo (Promega”) amplamente encontrado na
literatura (113). O plasmideo pBluescriptlISK::K® codifica para uma seqiiéncia
levemente maior (1.628 pb) a original mostrada na figura 2 (1.564 pb), que contém um
sitio 5° a seqiiéncia do K", (bases adicionais: 5° -GAA TTC CAT CGC CGA CAG
GTG CG-3’) e outro 3’ (com 31 pb adicionais), com os sitios de restricdo para a
enzima ECOR I, com a qual foi clonado.

Assim, 5 ul do plasmideo pBluescriptIISK (+/-) que possuia o inserto K® de
1.628 pb previamente clonado no sitio de restricdo da enzima EcoR I, denominado

pBluescriptHSK::Kb foi clivado com a mesma enzima de restri¢cao (10 U/ul) em 10 pl
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de volume final. A reag@o foi realizada em termociclador (Peltier Thermal Cycler-200,
MIJ Research) durante 4 h a 37 °C.
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Pvu | 500
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Figura 1. Representacio esquematica do plasmideo pBluescript II SK (+/-) (Stratagene) e
seqiiéncia do sitio de muiltipla clonagem. Em destaque na figura estdo os principais elementos do
plasmideo. Gene de resisténcia a ampicilina, origem de replicagdo ColE1l, a qual permite a replicagdo
em alto niimero de copias. Na parte inferior da figura esta a regido de clonagem e os sitios para as
enzimas de restricdo, assim como o sitio e a seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores M13 reverso e
M13 direto (-20).
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61
121
181
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901
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1021
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1261
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1381
1441
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atggtaccgt
gcgggeccac
ccccggtaca
gcggagaatc
tgggagcggyg
accctgctcg
ggctgtgaag
ggctgcgatt
gcgctgatca
ctggagggca
ctgcgcacag
accctgaggt
aatggggagg
accttccaga
catgtgtacc
actgtctcca
ggagctgtgg
gactatgctc
atggttcatg
gacaatgtct
tctgatgttc
ctctacacca
ggttcagcca
aactcctcac
gacctagggc
ttgtttgatt
tgca

gcacgctgct
actcgctgag
tggaagtcgg
cgagatatga
agacacagaa
gctactacaa
tggggtccga
acatcgccct
ccaaacacaa
cgtgcgtgga
attccccaaa
gctgggecct
agctgatcca
agtgggcatc
atcaggggct
acatggcgac
tggcttttgt
tggctccagg
accctcattc
tctcatatct
cctgtgagcc
ggaccctgtc
aacactgagg
ttccacactg
tgatttcttg
gatttgtttt

cctgctgttg
gtatttcgtc
ctacgtggac
gccgegggcy
agccaagggc
ccagagcaag
cgggcgactc
gaacgaagac
gtgggagcag
gtggctccge
ggcccatgtg
gggcttctac
ggacatggag
tgtggtggty
gcctgagecc
cgttgctgtt
gatgaagatg
ctcccagacc
tctagcgtga
cctgtgacat
tatggactca
cctgcactgc
gacatctgta
agaataataa
Tttaatttcat
tttgaagaaa

gcggcecgecc
accgccgtgt
gacacggagt
cggtggatgg
aatgagcaga
ggcggetcte
ctccgegggt
ctgaaaacgt
gctggtgaag
agatacctga
acccatcaca
cctgctgaca
cttgtggaga
cctcttggga
ctcaccctga
ctggttgtcc
agaaggagaa
tctgatctgt
agacagctgc
ccagagccct
atgtgaagaa
tctgtettee
gcctgtcage
tttgaatgta
ggattgagaa
taaatgatag

tggctccgac
cccggceecgg
tcgtgegett
agcaggaggg
gtttccgagt
acactattca
accagcagta
ggacggegge
cagagagact
agaacgggaa
gcagacctga
tcaccctgac
ccaggcctge
aggagcagta
gatgggagcc
ttggagctge
acacaggtgg
ctctcccaga
ctggagtgga
cagttctctt
ctgtggagcc
cttccacagc
tccatgctac
accttgattg
tgcttagagg
atgaataaac

tcagacccgce
cctcggggag
cgacagcgac
gcccgagtat
ggacctgagg
ggtgatctct
cgcctacgac
ggacatggcg
cagggcctac
cgcgacgcetyg
agataaagtc
ctggcagttg
aggggatgga
ttacacatgc
tcctecatce
aatagtcact
aaaaggaggg
ttgtaaagtg
cttggtgaca
tagtcaagtg
cagtccaccc
caaccttgct
cctgacctgc
ttatcatctt
ttttgtttgt
ttccagaatc

Figura 2. Seqiiéncia do gene H-2K" que codifica para a cadeia pesada a do MHC de classe I de

camundongo. Em negrito, codons de inicio (atg) e de término da tradugao (uga).

3.1.2. Analise e documentacgao dos géis de agarose

Todas as analises, tanto do DNA quanto do RNA foram realizadas em gel de
agarose (1,5 %) contendo Brometo de Etidio (EtBr, 0,4 ng/ml). O material foi
submetido a eletroforese horizontal em tampdo Tris/Acido Acético/EDTA (TAE) e
visualizado com iluminagdo ultravioleta (UV) a 302 nm (3UV-Transilluminator,

Upland). Os géis foram documentados por fotografia instantinea Polaroid.

3.1.3. Extracdo do inserto K’ do gel de agarose

A reagao de digestdo do plasmideo pBluescriptHSK::Kb clivado com a enzima

de restricdo ECOR I foi analizada em gel de agarose ao 1,5 %, corado com brometo de
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etideo (EtBr) e visualizada sob luz ultravioleta como descrito na se¢do anterior. O
fragmento de DNA correspondente ao K" de 1.628 pb, foi cortado do gel e o0 DNA
extraido com o kit Concert Gel Extraction (Gibco) que utiliza uma solugdo de
perclorato de sodio para dissolver o gel de agarose, e uma resina de silica para capturar
e purificar o fragmento de DNA. A agarose e o tampdo de eletroforese foram
removidos com os tampdes com alcool, e 0 DNA para clonagem foi eluido em 20 pl

de Tris-EDTA (TE) pH 8,0, segundo indica¢des do fabricante (114).

3.1.4. Clonagem do inserto K’ no plasmideo pCIneo

Uma vez obtido o inserto K®, o vetor no qual foi clonado foi preparado. Para
isso, 5 ul do plasmideo pClneo (Figura 3) foram digeridos com 10 U de EcoR I (10
U/ul, Gibeo), e 1,0 pl do tampéo 3 10x (Gibco) em um volume final de 10 ul por4 ha
37 °C. Apds este periodo, o plasmideo foi defosforilado com 1 pl da enzima fosfatase
alcalina CIAP (25 U/ul, Gibco) durante 5 min a 37 °C, seguido da inativagdo da
mesma pela adigdo de 0,5 pl de EDTA (pH 8,0), e incubado por 15 min a 65 °C. O
DNA foi precipitado com 0,2:1 de acetato de potassio (2,5 M) e 2,2:1 de etanol
absoluto, pela incubacdo em nitrogénio liquido (N;) durante 5 segundos (s) seguido da
centrifugagdo em microcentrifuga (5414C, Eppendorf) a 14.000 rpm durante 10 min.
O sobrenadante foi aspirado e o tubo incubado de forma invertida a temperatura
ambiente durante 20 min aproximadamente. Uma vez seco, 0 DNA foi solubilizado
com 5 pul de agua MilliQ (H,O MQ).

As clonagens foram feitas em um volume final de 15 pul com 0,5 pl do
plasmideo linearizado e defosforilado, 5 pl do inserto, 3 pl do tampéo da enzima (5x,
Gibco), e 1 pl da enzima T4 DNA Ligase (1U/ul, Gibco). As misturas foram
incubadas por 18 horas a 22 °C. Foram incluidos dois controles negativos, nos quais o
inserto ou o plasmideo ndo foram adicionados a reagdo, e o volume final de 15 pl foi

completado com H,O MQ.
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Figura 3. Representaciio esquemstica do plasmideo pCIneo® (Promega) e seqiiéncia do sitio de
multipla clonagem. Em destaque na figura estdo os principais elementos do plasmideo: genes de
resisténcia para os antibidticos ampicilina e neomicina; a origem de replicacdo derivada dos virus fl e
SV40; o promotor do citomegalovirus Pcyy, que permite a expressdo dos genes recombinantes em
células eucaridticas; e SV40 pA, a seqiiéncia que adiciona a cauda poliA. Na parte superior da figura

estd a seqiiéncia da regido de clonagem e os sitios para as enzimas de restri¢ao.
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3.1.5. Preparacdo de células eletrocompetentes para a transforma¢do com os

plasmideos

Uma vez realizada a clonagem, os produtos obtidos, ou seja os plasmideos
recombinantes, devem ser amplificados para poder serem analisados. Para isso, ¢é
necessaria a utilizagdo de células competentes, capazes de incorporar o DNA
recombinante. Assim, para todas as transformagdes foi utilizada a cepa de E. coli
Topl0 (F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG) .

E. coli Topl0 eletrocompetentes, foram preparadas pela inoculagdo de uma
coldnia isolada em 10 ml de meio liquido SB-Tetraciclina (50 pg/ml) e incubada em
banho de dgua (Microprocessor Shaker Bath, LabLine) a 37 °C com agitagdo a 250
revolugdes por minuto (rpm) durante 18 h. Parte desta cultura (1,25 ml), foi inoculada
em meio liquido SB (250 ml) contendo 5 ml de glicose 20 % e 2,5 ml de MgCl, 2M. A
cultura foi incubada a 37 °C com agitagdo a 250 rpm. O crescimento da mesma foi
monitorado em espectrofotometro até densidade otica a 600 nm (DOggo) = 0,7 - 0,8
(Genesys 2, Spectronic, USA). Logo apo6s, a cultura foi resfriada em banho de gelo
durante 15 min e centrifugada (Sorvall RC 5C Plus) a 6.000 rpm durante 20 min a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas trés vezes com glicerol
10 % reduzindo o volume do mesmo em cada lavagem (250 ml, 125 ml, e 62,5 ml,
respectivamente). O precipitado foi novamente solubilizado com 1,5 ml de glicerol 10
% (115). As células foram estocadas em aliquotas de 100 pl e congeladas a —80 °C. A
eficiéncia da transformacdo foi testada utilizando um plasmideo controle pUCI18 (10

ng/ul, Invitrogen).

3.1.6. Transformacio de E. coli Top10 com pCIneo::KID por choque elétrico

Para cada transformagdo foram utilizadas 100 pl de células eletrocompetentes
E. coli Top10 previamente armazenadas a —80 °C. As células foram descongeladas em
banho de gelo durante 30 min e uma aliquota de cada ligagdo pCIneo::Kb (5 pl) foi
adicionada ao tubo com as células eletrocompetentes. A mistura permaneceu no gelo

por 30 min e apés esse periodo foi transferida a uma cubeta de eletroporagdo de 0,2 cm
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(Bio RAD). A eletroporagdo (Gene Pulser System, Bio RAD) foi realizada nas
seguintes condicdes: 2,5 kV, 200 Q e 25 pF. As células foram suplementadas com 2,0
ml de meio liquido LB, e agitadas a 250 rpm durante 1 h de incubagdo a 37 °C. Apos
uma hora, 10 pl e 100 pl da cultura foram semeados em meio LB soélido (agar 1,5 %)
suplementado com o antibidtico carbenicilina (50 pg/ml). As placas foram incubadas

em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas.

3.1.7. Analise dos clones recombinantes ToplO/pCIneo::Kb

Para determinar a presenca do plasmideo recombinante pCIneo::Kb nas células
transformadas, seis colonias isoladas da transformacao ToplO/pCIneo::Kb foram
repicadas em 4 ml de LB-Carbenicilina (50 pg/ml) e crescidas durante 18 h a 37 °C em
banho com agitag¢do para a purificagdo do plasmideo. Trés ml de cada cultura foram
centrifugados a 6.000 rpm durante 5 min e solubilizados com 100 pl de tampao TE pH
8,0. O mesmo volume de NaOH-SDS e 125 pul de uma solugdo de acetato de sodio 3
M foram adicionados, seguidos de uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 min. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante passado por uma matriz de fibra de silica
que une o DNA em presenca de um sal caotropico. A matriz foi lavada duas vezes com
um tampdo de lavagem e o DNA plasmidial foi eluido com 35 ul de H,O MQ,
segundo indicagdes do fabricante (116).

Para a determinagdo da orientacdo do inserto, 2 ul de cada extragdo plasmidial
foram digeridos com 10 U da enzima de restrigdo Not I (10 U/ul, Gibco), e 1 pl do
tampao de reagdo 4 (10x, Gibco) em 10 pl de volume total de reagdo, e incubados a 37

°C durante 4 h em termociclador.

3.1.8. Clonagem do inserto K’ no plasmideo pVP22/myc-His

Um dos clones TOPlO/pCIneo::Kb obtidos, que continha o inserto K" na correta
orientagdo 5’ — 3’ foi utilizado na proxima subclonagem no plasmideo pVP22/myc-
His (Figura 4) (117). Novamente, 10 pl do plasmideo pClneo::K® foram clivados com
as enzimas de restricdo Nhe I ¢ Xba I. A digestdo foi analizada em gel de agarose ao

1,5 % e a banda de 1.651 pb correspondente a inserto K® foi purificada como descrito

36



na sec¢do 3.1.3.. O plasmideo pVP22/myc-His (10 pl) foi digerido com 10 U de Xba I
(10 U/ul, Gibco), e 1,5 pl do tampéo 2 10x (Gibco) em um volume final de 15 pl e
incubado durante 4 h a 37 °C no termociclador. Apos o término da mesma, foi
defosforilado com 1 pl da enzima fosfatase alcalina CIAP (25 U/ul, Gibco) durante 5
min a 37 °C, seguido da inativa¢io da enzima pela adi¢do de 0,5 ul de EDTA pH 8,0, ¢
incubagio durante 15 min a 65 °C no termociclador. A amostra foi precipitada com
0,2:1 de acetato de potassio (2,5 M) e 2,2:1 de etanol absoluto, pela incubagao em N,
liquido durante 5 s, seguida da centrifugagdo em microcentrifuga a 14.000 rpm durante
10 min. O sobrenadante foi aspirado e o tubo incubado de forma invertida a
temperatura ambiente durante 20 min aproximadamente. Uma vez seco, o DNA foi
solubilizado com 5 pl de agua MilliQ (H,O MQ).

A reagdes de clonagem e transformacgo foram realizadas como detalhado nas

segoes 3.1.4 ¢ 3.1.6. respectivamente.
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VP22 ORF AccBs | Kpnl BamiH |
1768 OGA GOC OCA GOC OGC TOC GCT TCT OGC OOC AGA OGG OOC GTC GAG GGT ACC GAG CTC GGA TOC ACT
Arg Ala Pro Ala Arg Ser Ala Ser Arg Pro Arg Arg Pro Val Gu Gy Thr Qu Leu Qy Ser Thr
EeoR | EcoR V Not) Xbal
1835 AGT CCA GTG TGG TGG AAT TCT GCA GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC OGC TOG AGT CTA GAG GGC OOG
Ser Pro Val Trp Trp Asn Ser Ala Asp Ile GAn Hs Ser Gy Gy Arg Ser Ser Leu Gu Gy Pro
Bs® | mye epilops Agel Polyhistidine tag
1901 OGG TTC GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT ATG CAT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC
Arg Phe Glu Gn Lys leu Ile Ser Glo Gou Asp leu Asn Met His Thr Gy His His His His His
Pmeal PCONAS. 1/BGH Reverse priming site
1967 CAT TGA GTTTAAMC COOCTGATCA GOCTCGACTG TGOCTTCTAG TTGOCAGOCA TCTGTTGTTT GOCCCTCOOC
His =
BGH polyadenylation signal
2041 OGTGOCTTOC TTGADOCTOO AAGGTGOCAC TOOCACTGIC CTTTOCTAAT  AAAATGAGGA AATTOGUATOG CATTGTCTGA

2121 GTAGGTGTCA TTCTATTOTG GOOOGTOG0G TOOOUUAGGA. CAGCAAGUOG GAGGATTOOG. AAGACAATAG  CAGGUATOCT

Figura 4. Representagiio esquematica do plasmideo pVP22/Myc-His® (Invitrogen) e seqiiéncia do
sitio de muiltipla clonagem. Em destaque na figura estdo os principais elementos do plasmideo:os
genes de resisténcia para os antibidticos ampicilina e neomicina; a origem de replicagdo derivada dos
virus fl e SV40; o promotor de citomegalovirus Pcyy, que permite a expressdo dos genes
recombinantes em células eucariodticas; e SV40 pA, a seqiiéncia que adiciona a cauda poliA. Na parte
superior da figura esta descrita a seqiiéncia da regido de clonagem e os sitios para as enzimas de
restrigdo, assim como o fim do gene que codifica para a proteina VP22.

3.1.9. Analise dos clones recombinantes ToplO/pVPZZ::Kb

Para determinar a presenca do plasmideo recombinante pVP22::Kb nas células
Topl0 transformadas, onze colonias isoladas foram repicadas em 4 ml de LB-
Carbenicilina (50 pg/ml) e cultivadas durante 18 h a 37 °C em banho com agitagdo
para a purificacdo do plasmideo segundo descrito na se¢do 3.1.7.. Uma aliquota (1ul)
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de DNA plasmidial de cada amostra foi analisada em gel de agarose (1,5 %) corado
com EtBr e 2 pl foram digeridos com 10 U da enzima de restrigdo Kpn I (10 U/ul,
Gibco), e 1 pl do tampao de reagdo 4 (10x, Gibco) em 10 pl de volume total de reagao,
incubados a 37 °C durante 4 h em termociclador para a determinagio da orientagdo do
inserto.

A auséncia de clones com a orientagdo correta do inserto 5’— 3’ (cuja
probabilidade de inser¢do seria de 50 % em cada orientagdo) nos fez pensar em uma

nova estratégia para a clonagem do gene K" no plasmideo pVP22/myc-His.

3.2. SEGUNDA ESTRATEGIA DE CLONAGEM DO INSERTO K" NO
PLASMIDEO pVP22/myc-His

3.2.1. Extracdo de RNA total de camundongo C57BL/6

Como segunda estratégia para a obtengdo do DNA que codifica para a proteina
K®, foi realizada uma extracdo de RNA total. Foi utilizado um camundongo macho da
linhagem C57BL/6 (haplotipo H-2) de mais de 8 semanas de vida da Fundagdo
Estadual de Producdao em Pesquisa Animal (FEPPS) do Rio Grande do Sul. O animal
foi colocado em uma camara saturada de CO, durante o tempo necessario até a parada
respiratoria e cardiaca. Imediatamente apds, o bago foi excisado e homogenizado em
homogenizador de vidro com 1 ml de TRIZOL Reagent (Gibco). Apds uma
centrifugagcdo por 10 min a 12.000 rpm em microcentrifuga refrigerada (Eppendorf
5417R) a 4 °C, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e 200 ul de cloroférmio
foram adicionados. A solugdo foi homogenizada por agitacdo mecéanica e novamente
centrifugada a 14.000 rpm a 4 °C por 15 min. Essa centrifugagio separa a solu¢do em
trés fases, uma inferior organica, uma intermediaria, e por Gltimo uma superior aquosa
onde se encontra 0 RNA. Esta fase foi transferida para outro tubo e adicionados 500 pl
de alcool isopropilico e incubados durante 10 min a temperatura ambiente. Passado
esse periodo de tempo, a solugdo foi centrifugada novamente a 12.000 rpm por 15 min
a 4 °C. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol ao 75 %, e centrifugado a 8.400

rpm por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi aspirado e o tubo incubado de forma
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invertida a temperatura ambiente durante 20 min aproximadamente (118). Uma vez
seco, 0 RNA foi solubilizado com 30 pul de H,O contendo 0,1 % de dietilpirocarbonato
DEPC (Gibco), e 1 pl de Inhibidor de RNAse (RNAase out inhibitor 40 U/ul, Gibco).
A integridade do RNA total extraido da amostra foi analisada em gel de agarose-EtBr

al,5%.

3.2.2. Transcricio Reversa a partir do RNA total

Com a finalidade de clonar novamente o gene K" no plasmideo pVP22/myc-
His, foram feitas duas transcri¢des reversas partir da extracdo de RNA total. A
primeira foi realizada com o uso de um kit comercial Ready to Go (Amersham
Pharmacia Biotech), que permite a sintese de DNA complementar (cDNA) de todos os
RNA que contenham caudas poli-A. Portanto, utilizou-se 1 pl da extragdo do RNA
total junto com a enzima transcriptase reversa do virus de Leucemia murina (Moloney
M-MulLV), seguindo as recomendagdes do fabricante. Basicamente, um tubo de
microcentrifuga contendo todos os reativos necessarios para a transcricdo reversa
incluindo a transcriptase reversa, foi incubado durante 5 min a 37 °C. Ao mesmo
tempo 1 pl do RNA total dissolvido em 32 pl de H,O-DEPC foi incubado durante 5
min a 65 °C. Apds este periodo de incubagdo, o conteido dos tubos foi
homogeneizado e incubado por mais 60 min a 37 °C.

Uma outra reacdo foi realizada nas seguintes condig¢des: 5 pl da extragdo do
RNA total foram incubados com 2 pl do oligonucleotideo iniciador (primer) reverso
SKB2 (5’- TCC AGG CAG CTG TCT TCA CGC-3’ 200 pM), especifico para a
amplificagio do gene K, a 70 °C por 10 min e rapidamente esfriados em gelo. A
seguir, foram adicionados 8 pl do tampao First Strand (Gibco) que acompanha a
enzima Superscript II, 4 pl de dithiotreitol 0.1 M (DTT, Gibco), 4 ul de
deoxinucleotideos (ANTPs 10 mM, Gibco) e incubados por 2 min a 42 °C em
termociclador. Apds a adigdo de 3 pl da enzima Superscript II (200 U/pl, Gibco), a
reacdo procedeu por mais 50 minutos & mesma temperatura, seguido de uma incubagao
por 15 min a 70 °C. Finalmente foram adicionados 2 pl da enzima RNAse H (1U/pl)

seguido de uma incubagéo a 37 °C durante 20 min.
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Ambos cDNAs foram armazenados a -20 °C para uso posterior.

3.2.3. Otimizagao das condicdes da reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificagdo do gene que codifica para a cadeia o do MHC de classe |
de camundongo K" de 1.137 pb, foram utilizados como DNA molde os dois cDNAs
provenientes das transcrigdes reversas. A mistura de reacdo da PCR (50 pl) foi
realizada em diferentes condigdes para a obtencdo de uma banda unica e especifica.
Esta continha: 1 pl de cada oligonucleotideo iniciador SKB1le SKB2 (50 pM); 1 ul de
dNTPs (10 mM, Gibco), 2,5 pul ou 3,5 pl de MgCl, (50 mM, Gibco), 5 pl de tampao
de amplificagdo (10x, Gibco), 0,5 ul da DNA polimerase Taq (5 U/ul, Gibco) com
diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO) (5 ou 10%), e o0 cDNA molde
(0,25 ou 0,50 ul) e H,O MQ estéril. As diferentes condigdes estdo esquematizadas em

forma de tabela:

TABELA 2. Otimizacdo das condigdes da PCR.

Tubos 2 3 4 5 6 7 8 9

cDNA total K® total K° total K° total K"

Vol.cDNA  025ul 025w 050 050l 025l 025l 050l 0.50 ul
[MgCl5] 25mM 25mM 2,5mM 2,5mM 3,5mM 3,5mM 3,5mM 3,5mM
DMSO 5% 5% 5% 5% 10 % 10 % 10 % 10 %

Primer direto SKB1: 5’ -CCG ACA GGT GCG ATG GTA CCG-3’

Primer reverso SKB2: 5° -TCC AGG CAG CTG TCT TCA CGC-3’

Figura 5. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a ampificacio do gene H-2K". Em italica
encontram-se assinalados os codons de inicio (ATG) e de terminagdo da tradugdo (TGA).

Os tubos de reagdo foram colocados no termociclador e submetidos ao seguinte
programa: 95 °C por 5 min, seguido de 25 ciclos a 95 °C por 30 s, 58 °C por 50 s, 72
°C por 2 min, ¢ finalmente uma ultima etapa de 72 °C por 5 min para realizar a
extensao final.

Uma vez obtida uma banda unica, o cDNA escolhido (que provinha da

transcricdo reversa do RNA especifico para o Kb) foi novamente utilizado para a
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amplificagdo e para a clonagem. Para isto, foi utilizada a DNA polimerase Platinum
Pfx (2,5 U/ul, Gibco) com atividade exonucleasica 3°—5’ de forma de diminuir os
possiveis erros no processo de polimerizagdo. Novamente, a um volume final de 50 pl
foi acrescentado 1 pl de cada oligonucleotideo iniciador (SKB1 e SKB2, 50 pM); 1 ul
de dNTPs (10 mM, Gibco), 1,5 pl de MgSO,4 (50 mM, Gibco), 5 pl de tampao de
amplificagdo (10x Gibco), e 0,5 pl da DNA polimerase Pfx (2,5 U/ul, Gibco), com 0,1
pl do plasmideo pBluescriptHSK::Kb ou 0,1 pl do cDNA anteriormente escolhido,
proveniente da transcrigdo reversa utilizando o primer SKB2 para o K®. Os tubos de
reacdo foram colocados no termociclador e submetidos ao seguinte programa: 95 °C
por 2 min, seguido de 25 ciclos de 95 °C por 30 s, 58 °C por 30 s, 68 °C por 1,5 min.
Finalmente uma Gltima etapa de incubagédo a 68 °C por 30 min para realizar a extensdo
final e sintetizar produtos de PCR com extremidades cegas. Os produtos obtidos K",
foram por nos denominados K°A ¢ K'B, produto do PCR obtido a partir do plasmideo

pBluescriptHSK::Kb e a partir do cDNA, respectivamente.

3.2.4. Extragdo dos produtos de PCR K°A e K’B do gel

Os produtos de PCR K°A e K"B de 1.137 pb obtidos na se¢do anterior, foram
cortados do gel e o DNA extraido com o kit Concert Gel Extraction (Gibco), como
descrito na secdo 3.1.3.. O DNA foi eluido com 20 pl de Tris-EDTA (TE) pH §,0.
Foram defosforilados com 1 pl da enzima fosfatase alcalina CIAP (25 U/ul, Gibco)
durante 5 min a 50 °C, seguido da inativagdo da enzima pela adi¢do de 0,5 pl de
EDTA pH 8,0, e incubagdo durante 15 min a 65 °C no termociclador. As amostras
foram precipitadas com 0,2:1 de acetato de potassio (2,5 M) e 2,2:1 de etanol absoluto,
pela incubacdo em N, liquido durante 5 s, seguida da centrifugagdo em
microcentrifuga a 14.000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi aspirado e os tubos
incubados de forma invertida a temperatura ambiente durante 20 min
aproximadamente. Uma vez seco, os DNAs foram solubilizados com 5 pl de H,O MQ.

A reagdes de clonagem e transformagdo foram realizadas como descrito nas

secoes 3.1.4. e 3.1.6. respectivamente.
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3.2.5. Reagdo de ligacio dos produtos K°A e K’B com o plasmideo pCR-Blunt
II-TOPO

Para a clonagem do gene que codifica para o K", previamente amplificado pela
técnica da PCR com a enzima Pfx, utilizou-se o plasmideo pCR-BluntII-TOPO (3.519
pb, Invitrogen) (Figura 6).

MI13 Reverse priming site SP6 promoter/priming s ite

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA (CATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACA CTATAGAATA
GTGIGTCCTT TGTCGATACT ACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGI GATAT! AT
Nsil |[II|!\| M Asp7I81 Kpn : Ecll 36 MSac I BamH 1 .\plx' I

| I
CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT

GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

EcoR | EcoR | Pstl EcoR Y
| | |
GCTGGAATTC GCCCTT Blunt PCR Product AAGGGCGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG CGGGAA LA LOCTC TTCCCGCTTAAGA CGTCTAT
\n:l 1 Xho | Nsil Xba | Dra Apa | T7 p"nuu:.-|-."|1[i|11'u1y site

| Ll
TCCATCACAC TGGCGGOCGC TCGAGCATGC AT(TA(_L‘\(JGG CCCAATTCOC CCTATAGTGA
AGGTAGTGIG ACCGCCGOCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTT i GGATATCACT

MI13 Forward (-20) priming site
GTCGTATTAC AATTC ,*%TCIJ CCGTCGTTTT ;TC}:\A(‘UI'CGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 476
\Cr\(ri\Tf G TT! ACC GGCAGCAAAA TGITGCAGCA CTGACCCTTT TGCG#\CC(I_"‘H\/

pCR"-Blunt II-

TOPO"
3519 bp

Urafyeuech

Zeocin

Figura 6. Representacio esquematica do plasmideo pCR®-Blunt II-TOPO (Invitrogen) e
seqiiéncia do sitio de multipla clonagem. Em destaque na figura estdo os principais elementos do
plasmideo: os genes de resisténcia para canamicina e zeocina; a origem de replicagdo derivada do
plasmideo pUC, a qual permite a replicagdo em alto nimero de copias; o promotor de lac, P lac, que
controla a expressio da fusdo lacZ-ccdB, cujo produto promove a morte celular quando o plasmideo ¢
ligado sem o inserto. Na parte superior da figura esta descrita a seqiiéncia da regido de clonagem e os
sitios para as enzimas de restricdo, assim como o sitio e a seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores
M13 reverso e M13 direto (-20) utilizados na reacdo de seqiienciamento.
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A reacdo foi realizada segundo instru¢des do fabricante (119). Resumidamente,
4 pl do produto do PCR purificado do gel e defosforilado (KbA ou KbB) foram
misturados com 1 pl do vetor TOPO (10 ng/pl, Invitrogen) e 1 ul de uma solugdo
salina (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,, Invitrogen). A reagdo procedeu a temperatura
ambiente durante 30 min. Apos o término da mesma, as liga¢des pCRBluntII::Kb (Ae

B), foram armazenadas a — 20 °C, até a transformagdo por choque térmico.

3.2.6. Transformacio de E. coli Top10 com pCRBluntII::Kb por choque térmico

Uma aliquota da mistura de ligacao de pCRBluntH::KbA ou pCRBluntH::KbB
(2 pul) foi adicionada a um tubo com 50 pl de células E. coli Topl0 para a
transformacg@o por choque térmico. Apds a incubagdo por 30 min em banho de gelo, a
mistura foi submetida a choque térmico a 42 °C por 30 s sem agitacdo e transferida
imediatamente para banho de gelo. As células foram suplementadas com 250 pl de
meio SOC, e agitadas a 200 rpm. Apds 1 hora de incubagdo a 37 °C, toda a cultura foi
semeada em meio LB suplementado com agar (1,5 %) e o antibidtico canamicina (50
pg/ml) (119). As placas foram incubadas em estufa bacteriologica (Imperial III

Incubator, Lab Line) por 24 horas a 37 °C.

3.2.7. Analise dos clones recombinantes ToplO/pCRBluntII::Kb

Nove colonias isoladas da transformacdo ToplO/pCRBluntH::KbA (PCR a
partir do pBSK::Kb) ¢ 10 coldnias isoladas da transformacgao ToplO/pCRBluntH::KbB
(PCR a partir do cDNA) foram repicadas em 4 ml de meio LB-canamicina (50 pg/ml)
e cultivadas durante 18 h a 37 °C com agitacdo para a extragdo do plasmidio, conforme
a secdo 3.1.7.. O DNA plasmidial foi eluido com 35 pl de H,O MQ.

Para confirmar a presenga do inserto nos diferentes clones, 2 pul de cada DNA
plasmidial foram digeridos com 10 U da enzima de restrigdo EcoR I (10U/ul, Gibco)
contendo 1 pl do tampao da enzima (10x) em um volume final de 10 pl. As reagdes

foram incubadas por 2h a 37 °C em termociclador.
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3.2.8. Seqiiénciamento automatico dos clones pCRBluntII::Kb

Com o objetivo de confirmarmos a seqiiéncia original da molécula de K",
excluindo-se a ocorréncia de mutacdes, e determinar qual dos 19 clones seria utilizado
nas seguintes clonagens nos plasmideos pClneo e pVP22/myc-His foi realizado o
seqiienciamento. Para isso, o fragmento K® nos diferentes clones
Topl10/pCRBluntll::K” construidos foi seqiienciado, utilizando o seqiienciador
automatico MegaBACE (Amersham Pharmacia Biotech). Este seqiienciador utiliza a
estratégia descrita por Sanger et al. de terminagdo de cadeia pela incorporacdo de
dideoxinucleotideos (ddNTPs) (120).

Em uma primeira etapa prévia ao seqiienciamento, se realizou-se a mistura de
reacdo utilizando 4 pl da pré-mistura (DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing,
Amersham Pharmacia Biotech) que continha a enzima Thermo sequenase II, ddNTPs
marcados com fluoresceina e rodamina, e 0,5 pl do oligonucleotideo iniciador M13

direto (-20) ou reverso (5 uM), acrescentados com 5,5 pl do DNA a ser seqiienciado.

Oligonucleotideo iniciador direto M13 (-20) 5’- CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’

Oligonucleotideo iniciador reverso M13 5’- GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

As amostras foram colocadas no termociclador e submetidas a 30 ciclos de: 95
°C por 20 seg., 50 °C por 15 seg. € 60 °C por 1 min. Ao término da reacdo, foram
adicionados 2 ul de acetato de sodio 7,5 M e 60 pl de etanol 96 %. Foram
centrifugadas a 5.300 rpm por 15 min, o sobrenadante foi descartado, o precipitado
lavado com 200 pl de etanol 70 % e solubilizado em 10 pl de uma solugdo de corrida.

Em uma segunda etapa as amostras foram injetadas no aparelho por
capilaridade durante 75 s a 2 kV, e separadas durante 300 min a 5 kV.

Por ultimo, as seqiiéncias resultantes foram comparadas a publicada no banco
de dados do Gene Bank, através do programa de computagio BLAST® (Basic Local

Alignment Search Tool).
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3.2.9. Clonagem do fragmento K’ nos plasmideos pVP22/myc-His e pCIneo

O clone ToplO/pCRBluntH::KbB7, cujo inserto foi sintetizado a partir da
transcrigdo reversa foi escolhido para as proximas sub-clonagens por ndo apresentar
mutacdes em toda sua seqiiéncia. Para liberar o fragmento K" de 1.225 pb inserido
entre os sitios Spe I e Xba I no plasmideo pCRBluntll, 12 pl do plasmideo
recombinante previamente purificado foram digeridos, utilizando-se 15 U da enzima
de restricdo Xba I (10 U/ pl, Gibco), 15 U de Spe I (10 U/ pl, Promega), ¢ 3 pl do
tampao Multicore (10x, Promega) em 30 pl de volume final. A reagdo procedeu a 37
°C durante 18 h no termociclador. O produto da digestdo foi observado em gel de
agarose-EtBr (1,5 %), e o fragmento K® do tamanho adequado (1.225 pb) foi eluido do
gel com o kit Concert Gel Extraction (Gibco) em 20 pl de Tris-EDTA pH 8,0, como
descrito na sec¢do 3.1.3..

Ambos os plasmideos, pVP22/myc-His e pClneo (Figuras 3 e 2) (10 pl de cada
um) foram digeridos com 10 U de Xba I (10 U/ul, Gibco), e 1,5 ul do tampédo 2 10x
(Gibco) em um volume final de 15 pl e incubados durante 4 h a 37 °C no
termociclador. Apos este periodo, ambos foram defosforilados com 1 pl da enzima
fosfatase alcalina CIAP (25 U/ul, Gibco) durante 5 min a 37 °C, seguido da inativagido
da enzima pela adic¢do de 0,5 pul de EDTA pH 8,0, e incubagdo durante 15 min a 65 °C
no termociclador. As amostras foram precipitadas com 0,2 :1 de acetato de potassio
(2,5 M) e 2,2 :1 de etanol absoluto, incubadas durante 5 s em N, liquido e
centrifugadas em microcentrifuga a 14.000 rpm durante 10 min. O precipitado foi
lavado com 100 pl de etanol ao 70 %. Uma vez seco foi solubilizado com 5 pl de H,O
MQ.

As clonagens foram feitas em um volume final de 15 pul com 0,5 pl do
plasmideo linearizado e defosforilado, 5 pl do inserto, 3 pl do tampdo da enzima (5x,
Gibco), e 1 pl da enzima T4 DNA Ligase (1U/ul, Gibco). Foram incubadas durante 18
horas a 22 °C no termociclador. Dois controles negativos, nos quais o inserto ou o
plasmideo n3o foram adicionados a reacdo, foram incluidos ¢ o volume final foi

completado com H,O MQ.
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3.2.10.Transformacéo de E. coli Top10 com pVP22::KID e pCIneo::Kb

Para cada transformacdo foi utilizado um tubo com 100 pl de células
eletrocompetentes E. coli Topl0 armazenadas a -80°C. As células foram
descongeladas em banho de gelo durante 30 min e uma aliquota da ligagdo de
pVP22::Kb ou pCIneo::Kb (5 pl) foi adicionada a cada tubo. A mistura permaneceu no
gelo por 30 min e apds esse periodo foi transferida a uma cubeta de eletroporagdo de
0,2 cm (Bio RAD). A eletroporagdo (Gene Pulser System, Bio RAD) foi realizada nas
seguintes condi¢des: 2,5 kV, 200 Q e 25 pF. As células foram suplementadas com 2,0
ml de meio LB, ¢ agitadas a 250 rpm durante 1 hora de incubagédo a 37 °C. Apos uma
hora, 10 ul e 100 ul da cultura foram semeados em meio LB solido (agar 1,5 %)
suplementado com o antibidtico carbenicilina (50 pg/ml). As placas foram incubadas

em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas.

3.2.11. Analise dos clones recombinantes ToplO/pVPZZ::Kb e ToplO/pCIneo::Kb

Para determinar a presenga dos plasmideos recombinantes pVP22::Kb e
pCIneo::Kb nas células Top10 transformadas, seis coldnias isoladas da transformagao
ToplO/pVP22::Kb e 6 colonias isoladas da transformacao ToplO/pCIneo::Kb foram
repicadas em 4 ml de LB-Carbenicilina (50 pg/ml) e crescidas durante 18 h a 37 °C em
banho com agita¢do para a purificagdo do plasmideo como descrito na segdo 3.1.7..
Uma aliquota (1ul) de DNA plasmidial de cada amostra foi analisada em gel de
agarose-EtBr e 2 pul foram digeridos com 10 U da enzima de restricdo Kpn I (10 U/pul,
Gibco) e 1 pl do tampao de reacdo 4 (10x, Gibco) em 10 pl de volume total de reagao,
incubados a 37 °C durante 4 h em termociclador para a determinagio da orientagdo do

inserto.

3.2.12. Seqiiénciamento automatico dos clones pVP22::Kb e pCIneo::Kb

Para demonstrar a presenca do inserto K" na orientagdo 5° — 3’ nos novos
vetores pVP22::Kb e ToplO/pCIneo::Kb, foram escolhidos e seqiienciados
automaticamente um recombinante de cada clonagem ToplO/pVP22::Kb1 e

ToplO/pCIneo::Kb4 como descrito na se¢do 3.2.8..
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TABELA 3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no seqénciamento automatico.

Vetor Oligon. iniciadores Seqiiéncia 5°— 3’
pVP22/myc-His pVP22 direto GGC CACGGC GACTCG A
pVP22/myc-His pcDNA3.1/BGH reverso TAG AAG GCA CAG TCG AGG
pClneo T7 EEV AAG GCT AGA GTA CTT AAT ACG A
pClneo T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA

3.2.13.Cultura de células de cancer de ovario de hamster (CHO-K1)

Para cultura de células in vitro, foram utilizadas as células de ovario de hamster
chinés (Cricetulus griséus) CHO-K1 (ATCC: CCL-61). Esta linhagem ¢ um subclone
derivado da linhagem celular CHO, isolada por T. T. Puck a partir de uma biopsia de
ovario de hamster Chinés adulto em 1957 (http://www.atcc.org).

As células CHO foram cultivadas a 37 °C em estufa contendo 5 % de CO, em
meio DMEM (Gibco) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS, Gibco)
inativado durante 30 min a 56 °C, 1% de uma solugdo de streptomicina-penicilina
(10.000 g/ml, 10.000 U/ml, Gibco), ¢ 0.1 % de gentamicina (10mg/ml, Gibco). Este
meio foi denominado DMEM completo. Quando a populagdo celular atingiu uma
confluéncia de 80 % (Microscopio de campo invertido Axiovert 25, Zeiss) as células
foram subcultivadas. Basicamente, o meio de cultura foi removido com aspiraco, as
células foram lavadas com PBS, ¢ incubadas com uma solu¢do de tripsina (0,5%)-
EDTA (5,3 mM, Gibco) por 3 min em estufa a 37 °C com 5 % de CO,. A mesma
quantidade de meio DMEM completo foi adicionado para inibir a agao da tripsina ¢ as
células foram centrifugadas (MSE Mistral 2000) por 3 min a 1.500 rpm. O
sobrenadante foi removido e as células foram resupendidas em novo meio de cultura
para futuros experimentos ou congeladas em FBS contendo 10 % de dimetilsulfoxido

(DMSO, 10 %) e armazenadas em N liquido a -196 °C.
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3.2.14. Transformacgio de CHO com pVP22::Kb e pCIneo::Kb

Para a transformagdo, o experimento foi realizado com 10® células CHO. As
células foram lavadas com PBS e incubadas com 10 ml de solugdo de dissociacao
celular ndo enzimatica (Gibco) durante 30 min a 37 °C em estufa contendo 5 % de
CO;. As células foram centrifugadas por 3 min a 1.500 rpm e resuspendidas com 800
il de DMEM contendo 20 pl dos plasmideos previamente seqiienciados pVP22::K® ou
pCIneo::Kb. A mistura foi resfriada em banho de gelo por 10 min e transferida para
uma cubeta de 0,4 cm (BIO RAD). A eletroporagdo foi realizada utilizando o
dispositivo Capacitance extender (BIO RAD) nas seguintes condi¢des: 0,25 kV, ¢ 950
uF. Apos a transformagdo a mistura foi novamente resfriada em banho de gelo por 10
min e cultivadas em meio DMEM completo. As células foram incubadas a 37 °C em
estufa com CO; 5 % durante 48 h. Apoés esse periodo, foi adicionado DMEM completo
suplementado com o antibiotico G-418 (geneticina 1.000 pg/ml) (DMEM + G-418).
Uma vez passado o tempo de morte celular pela selecdo com o antibidtico
(aproximadamente 3 semanas), as células foram plaqueadas em DMEM completo com

G-418 (500 pg/ml).

3.2.15.Extracao do RNA total das células em cultura

Para determinar a expressdo do mRNA do gene K", foi necessario realizar a
extragio de RNA. O RNA total das células transfectadas (10* céls) CHO/pVP22::Kb,
CHO/pCIneo::Kb e das células CHO controle ndo transfectadas foi isolado utilizando
uma solugdo de TRIZOL LS Reagent (Gibco). A monocamada de células foi
tripsinizada e lavada uma vez com PBS. Apds, foram resuspendidas em 200 ul de PBS
e 600 ul de TRIZOL LS (Gibco) e incubadas por 5 min a temperatura ambiente,
seguida da adicdo de 160 pl de cloroféormio. As amostras foram homogeneizadas
durante 15 seg., incubadas 10 min a temperatura ambiente e centrifugadas a 10.400
rpm por 15 min a 4 °C. Apds o término da centrifugagdo, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo onde foram adicionados 400 pl de alcool isopropilico, as
amostras foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente e novamente,

centrifugadas por 10 min nas mesmas condi¢des. Os trés precipitados foram lavados
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com 800 pl de etanol ao 75 %, e centrifugados a 8.400 rpm por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi aspirado e os tubos incubados de forma invertida a temperatura
ambiente durante 30 min aproximadamente. Uma vez secos, os RNAs foram
solubilizados em 100 pl de H,O-dietilpirocarbonato (DEPC 0,1 %, Gibco) com 1pul de
inibidor de RNAse (Gibco, 40 U/ul) (121). A integridade do RNA total extraido das

trés amostras foi analisada em gel de agarose-EtBr a 1,5 %.

3.2.16. Tratamento do RNA com a enzima DNase I

Para evitar uma possivel contaminacdo por DNA na extracdo de RNA total,
prévia a transcrigdo reversa, as amostras foram tratadas com a enzima
Deoxirribonuclease 1 (DNase 1 10 U/ul, Gibco). Esta enzima cliva DNA de fita
simples e dupla que contém extremidades 5’ fosfato. Assim, 5 pl de cada extragdo de
RNA total foram digeridos com 10 U da enzima em um volume final de 10 pl, durante
15 min a temperatura ambiente. Logo, a enzima foi inativada pela adigdo de 1 ul de

EDTA 25 mM e incubadas por 10 min a 65 °C.

3.2.17. Transcricio Reversa e reacio em cadeia da polimerase

Uma vez obtido o RNA total a partir das células em cultura e tratado com a
DNase I, foi realizada a transcrigdo reversa para a sintese do DNA complementar
(cDNA) e subseqiiente PCR utilizando-se a enzima Superscript II e os
oligonucleotideos iniciadores oligos-dT .13 (Gibco). Para cada reagdo, 3 ul da
extragdo de RNA total foram utilizados, junto com 1 pl da enzima Superscript II
(Gibco, 200 U/ul), 5 U do inibidor de RNAse (Gibco, 10 U/ul), 0,2 pl de oligos-dT;».
18, 2 pul de DTT (Gibco), 2 ul de ANTPS (Gibco, 10 mM), 2 ul de MgCl, (50 mM), 4
pl de tampdo da enzima (Gibco, 5x), e H,O-MQ até completar 20 pl. As reacdes
foram incubadas no termociclador e submetidas ao seguinte programa: 10 min a 25 °C,
45 mina42 °C, e 3 mina 99 °C.

O fragmento de 1.137 pb correspondente ao K", foi amplificado pela técnica da
PCR com os oligonucleotideos iniciadores SKB1 e SKB2, nas as mesmas condigdes

como descrito na se¢@o 3.2.3. com a enzima Taq polimerase (Gibco, 5 U/pl).
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Para demonstrar que a auséncia de expressio do K° nas células CHO ndo
transfectadas ndo se devia a um problema na extracdo do RNA, também foi
amplificado o gene que codifica para a enzima de expressdo constitutiva gliceraldeido
3-fostato deshidrogenase (GAPDH). Assim, foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores especificos para GAPDH de hamster chinés que amplificam um fragmento
de 1.001 pb.

Oligonucleotideo especifico direto 5’ -ATG GTG AAG CTC GGC GTG AAC-3’
Oligonucleotideo especifico reverso 5° -TTA CTC CTT GGA GGC CAT GTA G-3°

Os tubos de reacdo foram colocados no termociclador e submetidos ao seguinte
programa: 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 56 °C por 30's, 72
°C por 2 min, e finalmente uma ultima etapa de 72 °C por 10 min para realizar a

extensao final.

3.2.18.Citometria de fluxo para a deteccio da expressao da proteina K’

Para demonstrar a expressdo da proteina K" nas células CHO transfectadas, as
mesmas foram analizadas por citometria de fluxo. Esta técnica permite detectar a
presenca da proteina tanto na superficie como no citoplasma das células analisadas.
Para isso, as células CHO previamente transfectadas CHO/pVPZZ::Kb e
CHO/pCIneo::Kb ou ndo transfectadas foram tripsinizadas e lavadas com PBS.

Rapidamente as células foram resuspendidas na solucdo que continha o
anticorpo monoclonal primario de camundongo anti-K” (IgGla, 0,5 mg/ml, BD
Biosciences) diluido 1:10 em PBS-BSA (2 %), e incubadas por 30 min a temperatura
ambiente. Logo foram lavadas duas vezes com PBS-BSA e incubadas com o anticorpo
secundario produzido contra IgG de camundongo marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC, Sigma), diluido 1:10 na mesma solugdo nas condigdes anteriores.
Apbs o término da incubagdo, as células foram lavadas com PBS-BSA, fixadas com
paraformaldeido (1% em PBS) por um tempo superior a 15 min em gelo. A detecgio

das amostras foi feita em citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson).

51



A auséncia de expressdo da proteina K® na superficie das células CHO
transfectadas com o plasmideo pVP22::Kb nos levou a utilizar um segundo protocolo.
Aqui as células CHO/pVP22::K® ¢ CHO/pClneo::K" foram solubilizadas em 500 pl
de uma solugdo permeabilizante (1x, BD Biosciences), incubadas por 10 min no
escuro a temperatura ambiente prévia ao tratamento com oS anticorpos, como

explicado acima.

3.2.19.Imunofluorescéncia para detecciio da proteina K’

As células CHO previamente transfectadas CHO/pVP22::Kb e
CHO/pCIneo::Kb, ou nao transfectadas foram semeadas em duplicatas em placas de 96
pogos 24 h antes do experimento. No dia seguinte, foram escolhidos os pogos com
confluéncia inferior a 80 %. O meio de cultura foi removido e as células foram lavadas
com PBS. Para a permeabilizagdo, as células foram tratadas com uma solugdo de
formaldeido (3,7 % em PBS) por 10 min, seguida de uma incubagdo com metanol ao
100 % durante 6 min a —20 °C. Transcorrido esse tempo, as células foram lavadas
novamente com PBS e incubadas durante 40 min a 37 °C em estufa de CO; ao 5 %
com uma solucdo que continha o anticorpo monoclonal primario de camundongo anti-
K" diluido 1:10 em PBS-BSA (2 %). As células foram lavadas duas vezes com PBS ¢
incubadas com o anticorpo secundario produzido contra IgG de camundongo, marcado
com FITC diluido 1:30 na mesma solugdo. Apds o término da incubagdo, o
sobrenadante foi aspirado e as células foram lavadas duas vezes com de PBS (122). As
células foram observadas ao microscopio de campo invertido Axiovert 25 (Zeiss,

Germany) com lampada fluorescente HBO 50.
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4. RESULTADOS

Como ponto de partida deste trabalho foi realizada uma subclonagem do gene
que codifica para o K° , uma molécula do MHC de classe I de camundongo,
previamente clonada no plasmideo pBluescriptSKH::Kb, em pClneo, dando origem ao
plasmideo pCIneo::Kb e posterior subclonagem do K® no plasmideo pVP22/Myc-His,
dando origem ao plasmideo pVP22::Kb.

2.961

1.636=—= 1.628

Figura 7. Digestio do plasmideo pBluescriptIl::K” com EcoR L Gel de agarose 1,5 % corado com
EtBr e observado sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb), coluna 2:
pBluescriptll::K® com digerido com EcoR I liberando os fragmentos de 1.628 e 2.961 pb
correspondentes ao inserto K° e ao vetor pBluescriptll, respectivamente .

Figura 8. Digestio do plasmideo pClIneo::K® com Not I. Gel de agarose 1,5 % corado com EtBr e
observado sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb), coluna 2: pClneo::K"
digerido com Not I liberando os fragmentos de 1.608 ¢ 5.492 pb correspondentes ao inserto K° ¢ ao
plasmideo pClneo, respectivamente.

Conforme demonstrado na figura 7, o plasmideo pBluescriptII::Kb foi digerido

com a enzima de restrigdio ECOR I, liberando um fragmento de 1.628 pb
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correspondente ao inserto K”. Este fragmento foi subclonado no plasmideo pClneo no
sitio de restricdo para ECOR I. Como mostrado na figura 8, um dos clones pCIneo::Kb
obtidos, foi digerido com a enzima de restricdo Not I, liberando o fragmento de 1.608
pb, e demonstrando a presenca do mesmo na posicdo 5’— 3’. A presenca de dois
fragmentos de 90 e 7.010 pb na digestdo com Not I indicariam um clone recombinante
ndo desejado com o inserto K® na orientagdo 3’— 5’. O clone mostrado na figura 8, foi
utilizado para a subclonagem do inserto no plasmideo pVP22/Myc-His. Novamente os
clones pVP22::Kb obtidos foram clivados com a mesma enzima de restrigdo Not I. A
presenga dos fragmentos de 1.598 e 6.457 pb indicam a posi¢do do inserto K" na
orientagdo 3’—5’, como mostrado na figura 9. Nenhum dos clones analisados
apresentava os fragmentos de 77 ¢ 7.978 pb correspondentes a inser¢do do inserto no
sentido 5° — 3’. Conseqiientemente, novos clones recombinantes pVP22::Kb foram
cultivados e foi feita uma nova extracdo de plasmideo. Da mesma forma, todos os
clones apresentaram o inserto clonado no sentido invertido 3°’— 5’ (dados ndo

mostrados).

2 3 456 7 8 9101

5.090
1.636

Figura 9. Seleciio dos clones recombinantes pVP22::K® pela anilise do padrio de restri¢io com
Not I para determinagio da correta orientagio do fragmento K® em pVP22. Gel de agarose 1,5 %
corado com EtBr e observado sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb); colunas
2, 4, 6, 8, 10: clones recombinantes pVP22::Kb ndo clivados; colunas 3, 5, 7, 9, 11: clones
recombinantes pVP22::K® clivados com Not I liberando os fragmentos de 1.598 ¢ 6.457 pb, que
indicam a orientagdio do inserto K® no sentido invertido 3°— 5°.

Devido a indisponibilidade de clones contendo o inserto na orientagdo correta,

foi feita uma extragdo de RNA com TRIZOL a partir do bago de um camundongo
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C57BL/6 que expressa a molécula de MHC de classe I H-2K". O rendimento da
extracao (7,1 pg/pl) (Figura 10) possibilitou a utilizacdo desse RNA como molde para
a transcrigdo reversa.

Para realizar a transcrigdo reversa, e posterior PCR foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores especificos (SKB1 e SKB2) que incluem o sitio de
iniciagdo e de terminagdo UGA (TCA) da traducdo (Figura 5). A partir do
oligonucleotideo especifico reverso especifico para o K® SKB2, foi realizada uma
transcrigdo reversa. Ao mesmo tempo, foi realizada uma segunda transcri¢do reversa
onde foram obtidos os cDNAs de todos os mRNA expressos no momento da obtengao

do tecido utilizando uma coluna de oligo-dT (Figura 10).

Figura 10. Produto da extracio do RNA do baco de um camundongo CS7BL/6 (H2—Kb) e
transcri¢do reversa de acidos ribonucléicos. Gel de agarose 1,5 % corado com EtBr e observado sob
luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb); coluna 2: extragdo de RNA total; coluna
3: produto da transcrigdo reversa (cDNA) a partir do RNA mensageiro obtido com coluna de oligo-dT;
coluna 4: produto da transcrigdo reversa (cDNA) a partir do RNA mensageiro obtido com o
oligonucleotideo especifico reverso SKB2.

A figura 11 mostra o resultado das estratégias empregadas para a otimizacdo da
amplificagdo da reagdo em cadeia da polimerase da molécula K®, testando diferentes
concentragdes de magnésio (MgCl,) e de dimetilsulféxido (DMSO), usando como

molde o cDNA obtido da coluna de oligo-dT ou obtido com o oligonucleotideo
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reverso especifico SKB2. A melhor condi¢éio encontrada foi a correspondente a coluna
7, a partir de 0.25 pl de cDNA molde proveniente do SKB2 contendo 3,5 mM de
MgCl e 10 % de DMSO. Este ¢cDNA ¢ o do plasmideo pBluescriptSKII::K” foram

amplificados por PCR com a enzima Pfx para posterior clonagem (Figura 12).

=187

Figura 11. Resultado da otimizacdo da técnica de PCR para a amplifica¢do de gene K’ de 1.137
pb. Gel de agarose 1,5 % corado com EtBr e observado sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de
peso molecular (1kb); colunas 2-5, MgCl, 2,5 mM, DMSO 5 %; colunas 6-9, MgCl, 3,5 mM, DMSO
10 %. As colunas 2, 4, 6, 8 foram feitas a partir da transcri¢do reversa da PCR de cDNA total, as
colunas 3, 5, 7, 9 foram feitas a partir da transcrigdo reversa da PCR de cDNA do K".

1.016 —=

Figura 12. Produto da PCR gerado com a enzima polimerase Pfx. Gel de agarose a 1,5 % corado
com EtBr e observado sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb); coluna 2,
produto da PCR a partir do pBluescriptII::Kb; coluna 3, produto da PCR a partir da transcrigdo reversa
do cDNA do K".
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Ambos fragmentos K°A e K"B, foram clonados no sitio de multipla clonagem
do plasmideo linearizado pCR-BluntII-TOPO. A presenc¢a do inserto K" foi detectada
em 100 % dos clones analisados, o que significou 9 colonias recombinantes
pCRBluntII::KbA (Figura 13a) e 10 colonias recombinantes pCRBluntH::KbB (Figura
13b). As coldnias recombinantes detectadas pela analise do padrio de restrigdo com a
enzima ECOR I liberaram um fragmento levemente maior ao anteriormente clonado
(1.137 pb) de 1.155 pb que corresponde a soma das bases adicionais (18 pb) até os

sitios de restri¢dao da enzima ECOR 1.

3—1.155

b)

Figura 13. Padrio de digestdo dos clones recombinantes pCRBluntII::K® gerados com EcoR I. Gel
de agarose 1,5 % corado com EtBr e observado sob luz ultravioleta. a) coluna 1: marcador de peso
molecular (1kb), colunas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18: clones recombinantes pCRBluntII::KbA nao
clivados, colunas 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19: clones recombinantes clivados com EcoR I liberando o
fragmento clonado K°A de 1.155 pb. b) coluna 1: marcador de peso molecular (1kb), colunas 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18: clones recombinantes pCRBluntH::KbB ndo clivados, colunas 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,
17, 19, 20: clones recombinantes clivados com EcoR 1 liberando o fragmento clonado KB de 1.155 pb.

Uma vez confirmada a presenca do inserto por digestio com enzimas de

restricdo, os clones pCRBluntH::Kb foram seqiienciados para posterior escolha do
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clone a ser subclonado. O resultado dos seqilienciamentos estd representado tanto na
forma de eletrofluorograma, assim como no codigo de quatro letras A, C, G, T. As
figuras 14, 15, e 16 mostram a seqiiéncia obtida do clone pCRBluntII::KbB7 realizado
com os oligonucleotideos iniciadores M13 (-20) direto e M13 reverso. A figura 14
mostra a seqiiéncia obtida com o oligonucleotideo especifico M13 direto. Foi possivel
seqiiénciar mais de 860 bases, 492 corretas por comparagdo com a seqiiéncia publicada

no banco de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov; n° de acesso U47328, figura 2). As bases

95, 96, e 97 correspondem ao codon de iniciagdo ATG. Por comparacdo com a
seqiiéncia publicada, a seqiiéncia obtida a partir do seqiienciamento automatico
observada na figura 14 apresenta a delecdo de uma citosina entre a guanina (G128) e a
citosina (C129), C35 na seqiiéncia do K®. Porém, um novo seqiienciamento, mostrado
na figura 15, mostra que, na realidade néo se trata de uma delecdo e sim talvez de uma
sobreposi¢ao dos picos G128 e C129 do eletrofluorograma, ja que aparece a C35 na
posicdo 148 no novo seqiienciamento (figura 15). A figura 16 mostra o
seqiienciamento com o oligonucleotideo especifico reverso M13. Aqui foram
analisadas mais de 750 bases, das quais 631 estdo corretas. As bases 77, 78, ¢ 79
correspondem-se ao codon de terminagdo UGA (TCA). Existe uma regido de
superposicdo entre o seqiienciamento 14 ¢ 16, da C479 até a G492 que demonstra que

. b, - . . A e .
todo o inserto K" foi seqiienciado, e que a seqiiéncia esta correta.

58



Figura 14. Legenda na préxima pagina.
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Figura 14 (continuacio). Seqiiéncia obtida pelo método de incorporagio de dideoxinucleotideos
do clone pCRBluntIl::K® com o oligonucleotideo especifico direto M13 (-20). O clone
pCRBluntll::K°B7 foi seqiienciado pelo método de dideoxinucleotideos marcados, em seqiienciador
automatico MEGABace com o oligonucleotideo especifico direto M13 (-20). Por comparagdo com a
seqiiéncia publicada no Gene Bank, foram seqiienciadas mais de 658 bases corretamente. As bases A95,
T96, e G97 (ATG) codificam para o c6don de inicio da tradugao.
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Figura 15. Demonstragio da presenca da base C35 no clone pCRBluntIl::K” por seqiienciamento
automatico. O clone pCRBluntll::K’B7 foi novamente seqiienciado pelo método de
dideoxinucleotideos marcados, com o oligonucleotideo especifico direto M13 (-20). As bases Al14,
T115, E G116 (ATG) codificam para o cddon de inicio da tradugfo. A seta indica a presenga da base
C35.

61



Figura 16. Legenda na préxima pagina.
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Figura 16 (continuacio). Seqiiéncia obtida pelo método de incorporagio de dideoxinucleotideos
marcados em sequenciador automatico, do clone pCRBluntll::K® com o oligonucleotideo
especifico reverso M13. O clone pCRBIuntll::K® foi seqiienciado pelo método de dideoxinucleotideos
marcados, em seqiienciador automatico MEGABace com o oligonucleotideo especifico reverso M13.
Por comparag@o com a seqiiéncia publicada, foram seqiienciadas 708 bases corretamente. As bases T77,
C78, e A79 (UGA) codificam para o cddon de terminacdo da traducao
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Este clone foi escolhido para a subclonagem nos vetores pVP22/myc-His e
pClneo, por ndo apresentar mutagdes na seqiiéncia analisada. Ambos vetores foram
clonados utilizando-se a mesma estratégia, pela clivagem com a enzima Xba I e
posterior defosforilagdo. O inserto K" foi clivado com as enzimas compativeis Spe [ e

Xba I, como mostra a Figura 17, liberando um fragmento de 1.225 pb.

1.018 —_

Figura 17. Purificacio do inserto K® a partir do clone seqiienciado pCRBluntIl::K"B7 para
posterior clonagem nos vetores pVP22 e pClneo. Gel de agarose 1,5 % corado com EtBr e observado
sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1 kb); colunas 2, 3: pCRBluntIl::K"B7
clivado com Xba I e Spe I e liberando o fragmento de 1.225 pb.

Este fragmento foi clonado nos plasmideos pVP22 e pClneo, dando origem aos
plasmideos recombinantes pVP22::K” e pClneo::K". Para a determinagdo da correta
orientag@o do inserto, seis colonias isoladas de cada transformacdo foram repicadas em
meio liquido seletivo contendo carbenicilina. Apds a extragdo dos plasmideos, estes
foram clivadas com Kpn L.

O padrdo de digestdo do plasmideo pVP22::Kb contendo o inserto na correta
orientagdo deve apresentar segmentos de DNA de 7.109, 399, e 121 pb, como
observado nos clones 1, 2, ¢ 5 (Figura 18a). Quando o fragmento se encontra na
orientagdo invertida, ¢ observado um padrdo de digestdo pela enzima de restricao Kpn

I de 6.385, 845, e 399 pb (clones 3, 4, ¢ 6, Figura 18a).
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Da mesma forma, seis clones pCIneo::Kb foram digeridos com Kpn I e
analisados, achando-se somente um que apresentou o padrdo de bandas esperadas de
4.533,1.712, 399, e 121 pb (clone 5, Figura 18b). A banda de 121 pb presente no gel,
ndo foi observada na fotografia Polaroid. Em dois clones (2 ¢ 5) o inserto estava
posicionado na orientagdo invertida 3 — 5 (bandas de 4.533, 988, 777 ¢ 399 pb), e os
3 restantes ndo apresentavam o inserto (clones 2, 4 e 6) por comparagdo com o0

controle pClneo (bandas de 4.533 ¢ 939 pb) (Figura 18Db).
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Figura 18. Resultado da seleciio dos clones recombinantes pela analise do padrio de restri¢io com
Kpn I para determinacio da correta orienta¢io do fragmento K° em ambos plasmideos
pVP22::Kb (a) e pCIneo::Kb (b). Gel de agarose 1,5 % corado com EtBr e observado sob luz
ultravioleta. a): coluna 1: marcador de peso molecular (1kb), coluna 3: pVP22 ndo recombinante clivado
com Kpn I; colunas 4, 6, 8, 10, 12, 14: clones recombinantes pVP22::Kb nao clivados; colunas 5, 7, 9,
11, 13, 15: clones recombinantes pVP22::Kb clivados com Kpn I. Os clones marcados com asterisco
apresentam o inserto na orientago correta 5 — 3’, fornecendo os fragmentos esperados de 7.109, 399,
e 121 pb. b): coluna 1: marcador de peso molecular (1kb), coluna 2: pClneo sem inserto e ndo clivado;
coluna 3: ECIneo sem inserto clivado com Kpn I; colunas 4, 6, 8, 10, 12, 14: clones recombinantes
pClneo::K” ndo clivados com Kpn I; colunas 5, 7, 9, 11, 13, 15: clones recombinantes pCIneo::Kb
clivados com Kpn I. O clone marcado com asterisco apresenta o inserto na orientagdo correta 5> — 3°,
determinado pela presenca dos fragmentos esperados liberados de 4. 533, 1.712, 399, e 121 pb (clone
4).
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Os clones 1 ¢ 4 de pVP22::KID e pCIneo::Kb, respectivamente foram escolhidos
para transfectar células CHO em cultura. Porém, antes de realizar a transfeccdo nas
células em cultura, ambos clones foram seqiienciados para demonstrar a presenga do
inserto K® em ambos plasmideos. As figuras 19 e 20 mostram o resultado dos
seqiienciamentos do clone pCIneo::Kb4 realizado com os oligonucleotideos iniciadores
direto T7 EEV e reverso T3. A figura 19 mostra a seqiiéncia obtida com o
oligonucleotideo especifico direto. Novamente, por comparacdo com a seqiiéncia do
K" publicada no banco de dados do Gene Bank, foi possivel seqiiénciar 344 bases
corretamente. As bases 50, 51, e 52 correspondem ao cddon de iniciagdo ATG. A
figura 20 mostra o seqilenciamento do mesmo clone pCIneo::Kb4 obtido com o
oligonucleotideo reverso especifico T3. Aqui, 312 bases foram seqiiencidas, as bases
T276, C277 e A278 correspondem ao cddon de terminacdo UGA (TCA) da traducao.
A seqiiéncia descrita na figura 20 ndo demonstra a G859 da seqiiéncia do K®, (entre
bases G26 e C27 no eletrofluorograma), porém o eletrofluorograma apresenta um

discreto pico na sua posi¢do o que indicaria a presenga desta base.
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Figura 19. Demonstracio da presenca do gene K’ no clone pCIneo::Kb pelo método de
seqiienciamento automatico com o oligonucleotideo especifico direto T7 EEV. O clone 4 de
pClneo:K® foi seqiienciado pelo método de dideoxinucleotideos marcados, em seqiienciador
automatico MEGABace com o oligonucleotideo especifico direto T7 EEV. Por comparagdo com a
seqliéncia publicada, foram seqiienciadas 344 bases corretamente. As bases A50, T51, E G52 (ATG)
codificam para o cddon de inicio da tradug@o.
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Figura 20. Demonstra¢io da presenca do gene K’ no clone pCIneo::Kb pelo método de
seqiienciamento automatico com o oligonucleotideo especifico reverso T3. O mesmo clone 4 de
pClneo:K® foi seqiienciado pelo método de dideoxinucleotideos marcados, em seqiienciador
automatico MEGABace com o oligonucleotideo especifico reverso pCDNA3.1. Por comparagdo com a
seqiliéncia publicada, foram seqiienciadas 278 bases corretamente. As bases T276, G277, ¢ A278
codificam para o codon de terminagdo da tradugdo (UGA).
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A figura 21 mostra o resultado do seqiienciamento obtido com o clone
pVP22::Kb1 utilizando o oligonucleotideo especifico reverso pCDNA3.1. Foram
seqlienciadas mais de 630 bases, das quais 544 ndo apresentaram nenhuma mutagao.
Neste seqiienciamento, as bases T133, C134 e A135 correspondem ao coédon de
termina¢do UGA (TCA). A clonagem do fragmento K" no plasmideo pVP22/myc-His
foi demonstrada através da destruicdo do sitio da enzima Xba I (T’CTAGA), e
formagao de uma nova seqiiéncia TCTAGT (bases 81-86) resultante da clonagem com
a enzima de restricdo Spe I (A’CTAGT). O plasmideo recombinante pVP22::Kb1
também foi seqiienciado com o oligonucleotideo especifico direto pVP22, porém o
resultado desse seqiienciamento ndo foi satisfatorio, devido ao grande numero de
bases inseridas e erradas, quando comparado com a seqiiéncia original publicada no

banco de dados (dados ndo apresentados).
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Figura 21. Demonstracio da presenca do gene K° no clone pVP22::K® pelo método de
seqiienciamento automatico com o oligonucleotideo especifico reverso pCDNA3.1. O clone 1 de
pVP22::K" foi seqiienciado pelo método de dideoxinucleotideos marcados, em seqiienciador automatico
MEGABace com o oligonucleotideo especifico reverso pPCDNA3.1. Por comparagdo com a seqiiéncia
publicada, foram seqiienciadas 544 bases corretamente. As bases T133, C134, e A135 codificam para o
codon de terminacdo da tradugdo (UGA). As bases 81-86 demonstram a formacdo de uma nova
seqiiéncia TCTAGT, pela clonagem do inserto com enzimas com extremidades compativeis (Xba I e
Spe I).
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Os plasmideos recombinantes pVP22::K1 e pClneo::K"4 seqiienciados foram
utilizados para transfectar células CHO em cultura. 48 horas apos a transfeccdo, as
células foram selecionadas para a presenca dos vetores mediante a adi¢do de
geneticina durante 3 semanas. Passado esse periodo, quando todas as células ja devem
possuir o plasmideo, a concentragdo de geneticina foi reduzida a metade para
manutencdo. Para determinar a expressdo do gene K", foi feita extracdo de RNA total
com TRIZOL. Como ¢ observado na Figura 22, o RNA isolado das trés amostras
apresenta duas bandas discretas predominantes, correspondentes aos RNA ribossomais
28S el8S. O contraste da foto ndo permite observar os RNA de alto e baixo peso
molecular, correspondentes a mRNA e heterogéneo nuclear, ¢ ao RNA de

transferéncia e 5S, respectivamente.

Figura 22. Produto da extracdo de RNA de células CHO em cultura. Gel de agarose 1,5 % corado
com EtBr e observado sob luz ultravioleta. Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb); coluna 2:
extragdo de RNA total a partir de CHO; coluna 3: produto da extracdo de RNA total a partir de
CHO/pVP22K"; coluna 4: produto da extragio de RNA total a partir de CHO/pCIneoK".

O RNA total foi utilizado como molde para a transcrigdo reversa e PCR para a
amplificagdo do gene de expressdo ubiqua GAPDH e do transcrito K", amplificando as

bandas esperadas de 1.001 (Figura 23a), e de 1.137 pb (Figura 23b), respectivamente.
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Figura 23. Produtos da transcrigiio reversa ¢ PCR para os genes GAPDH e K° com amostras de
células transfectadas. Gel de agarose 1,5 % corado com EtBr e observado sob luz ultravioleta. a)
Coluna 1: marcador de peso molecular (1kb); colunas 2, 3, 4: PCR para GAPDH a partir de cDNA de
células CHO, CHO/pVP22K" ¢ CHO/pClneoK”, respectivamente, mostrando a banda de 1.001 pb
correspondente ao gene da GAPDH; coluna 5: branco de reagentes. b) Coluna 1: marcador de peso
molecular (1kb); colunas 2, 3: PCR para K a partir de cDNA de CHO; colunas 4, 5: PCR para K” a
partir de cDNA de CHO/pVP22K”; coluna 6, 7: PCR para K® a partir de ¢cDNA de CHO/pClIneoK”,
mostrando a presenga da banda de 1.137 pb correspondente ao gene K® coluna 8: mistura da reagdo.

Para confirmar a expressdo do K®, as células em cultura foram analisadas por
citometria de fluxo usando um anticorpo especifico anti-K". Os resultados obtidos sdo
mostrados nas figuras 24, 25 e 26. A figura 24, mostra a populagdo de células CHO

ndo transfectadas. Como observado na analise estatistica dos quadrantes, existe uma

pequena populagdo positiva para a expressdao do K" (12,48 %). Da mesma forma, a
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figura 25a) mostra a subpopulacdo de células CHO/pVP22Kb que expressa o K" (17,33
%). Diferente do caso anterior, o perfil de expressdo das células CHO/pCIneoKb foi
altamente positivo 94,89 % (Figura 25b). Porém, devido a baixa percentagem de
células CHO/pVP22Kb com marcagdo positiva para o K®, ¢ tentando esclarecer se a
unido da proteina VP22 a proteina K" mudaria a localizagdo desta ultima expressa na
superficie da célula, as células foram tratadas com uma solu¢do permeabilizante para
determinar se a proteina K" estava sendo expressa no interior da célula. O resultado
estd representado na figura 26. Aqui, 92,21 % das células CHO/pVP22Kb mostraram
expressao intracelular da proteina Kb, assim como também 97,68 % das células CHO

transfectadas com o plasmideo pCIneo::Kb.
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Quadrant Statistics
File: Flo-CHO.001 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: FloCHO Patient ID:
Tube: Panel:
Acquisition Date: 27-Aug-56 Gate: No Gate
Gated Events: 1650 Total Events: 1650
X Parameter: FL1-H (Log) Y Parameter: FL2-H (Log)

Quad Location: 78, 28

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 157 9.52 9.52  55.90 54.71 38.88 37.91
UR 165 10.00 10.00 600.54 215.14 413.00 101.87
LL 1122 68.00 68.00 26.16 16.56 10.70 6.90
LR 206 12.48 1248 34597 196.11 8.90 5.03

Figura 24. Grifico de pontos resultante da anilise por citometria de fluxo da expressido da
proteina K° em células CHO em cultura nio transfectadas. As células foram incubadas com
anticorpo primério contra o K, e anticorpo secund4rio marcado com FITC. Embaixo os valores do
quadrante estatistico.

75



=
—

10

¥

FLZ

10

!

=
=

"o

Flo-F*.001

1]

b)

10

100
FL1-H

Flo-F.001

-

107

10

1

FL1H

10

File: Flo-PV.001
Sample ID: FloPV
Tube:

Acquisition Date: 27-Aug-56

Gated Events: 10000
X Parameter: FL1-H (Log)
Quad Location: 78, 28

Quad Events % Gated

Quadrant Statistics

Log Data Units: Linear Values

Patient ID:

Panel:

Gate: No Gate
Total Events: 10000

Y Parameter: FL2-H (Log)

% Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

ACRRS 4

UL 3046 30.46 30.46 49.95 48.03  43.02
UR 2575 25.75 25.75 289.99 199.86 112.34
LL 2646 26.46 26.46  31.40 2842 2017
LR 1733 17.33 17.33 327.45 257.18 12.71
Quadrant Statistics
File: Flo-PC.001 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: FloPC Patient ID:
Tube: Panel:
Acquisition Date: 27-Aug-56 Gate: No Gate
Gated Events: 10000 Total Events: 10000
X Parameter: FL1-H (Log) Y Parameter: FL2-H (Log)
Quad Location: 78, 28
Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean
UL 36 0.36 0.36  54.40 52.49  33.52 33.13
UR 229 2.29 2.29 1081.20 577.31 136.22 47.30
LL 246 2.46 246  48.25 42.48 15.45 13.21
LR 9489 94.89 9489 838.75 617.44 4.38 2.64

Figura 25. Grifico de pontos resultante da analise por citometria de fluxo da expressio da

proteina K° em células CHO em cultura transfectadas com o plasmideo pVP22K® e pCIneoK’. As
células CHO transfectadas, foram incubadas com anticorpo primério contra o K°, ¢ anticorpo secundario
marcado com FITC. A direita os valores estatisticos dos quadrantes mostrados. a) células CHO
transfectadas com o plasmideo pVP22K?, b) células CHO transfectadas com o plasmideo pCIneoK®.
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Flo-P% P.001 Quadrant Statistics

File: Flo-PVP.001

Sample ID: FloPVP

Tube:

Acquisition Date: 27-Aug-56
Gated Events: 10000

X Parameter: FL1-H (Log)

Quad Location: 78, 28

Quad Events % Gated % Total

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel:

Gate: No Gate

Total Events: 10000

Y Parameter: FL2-H (Log)

X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

uL 88 0.88 0.88  55.99 5449  38.79 37.57
UR 114 1.14 1.14 637.80 33145 76.31 57.39
LL 577 5.77 577 36.19 2854  13.05 9.57
LR 9221 92.21 9221 887.22 665.98 1.89 1.36
b)
Flo-FC P 001 Quadrant Statistics

File: Flo-PCP.001 Log Data Units: Linear Values

Sample ID: FIoPCP Patient ID:

Tube: Panel:

Acquisition Date: 27-Aug-56
Gated Events: 10000

X Parameter: FL1-H (Log)
Quad Location: 78, 28

Quad Events % Gated % Total

Gate: No Gate
Total Events: 10000
Y Parameter: FL2-H (Log)

X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 20 0.20 0.20
UR 90 0.90 0.90

LL 122 1.22 1.22
LR 9768 97.68 97.68

58.89 57.05 40.16 38.94
1506.09 763.81 247.93 63.60
24.56 12.53 8.38 5.18
1022.59 827.93 3.31 2.31

Figura 26. Expressao intracelular da g)roteina K® em células CHO em cultura transfectadas com
os plasmideos pVP22::K” e pCIneoK". As células transfectadas foram permeabilizadas ¢ incubadas
com anticorpo primario contra o K®, e anticorpo secundario marcado com FITC. A direita os valores do
quadrante estatistico mostrado. a) células CHO transfectadas com o plasmideo pVP22K®, b) células

CHO transfectadas com o plasmideo pCIneoK".
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Finalmente as células foram fixadas com formaldeido 1%, e permeabilizadas
com metanol 100 % para verificar a expressao da proteina K® por imunofluorescéncia

indireta, como mostrado na figura 27.
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5. DISCUSSAO

Ha quase cingiienta anos, pesquisadores do mundo inteiro dedicados a area de
transplantes tém como objetivo a indugdo de tolerancia imunologica, para evitar a
rejeigdo e o emprego a longo prazo de drogas imunossupressoras. No entanto, apesar
dos iniimeros esforcos, a inducdo de tolerancia ainda ndo foi atingida de forma
consistente a nivel clinico. Diversas abordagens utilizam uma combinag¢ao de drogas
imunossupressoras, algumas vezes juntamente com anticorpos policlonais ou
monoclonais e, embora essa estratégia seja eficaz a curto prazo, o uso das mesmas a
longo prazo produz efeitos adversos, tais como, uma maior propensdo a infecgdes
causadas por microrganismos oportunistas e certas formas de cancer, que sdo
certamente indesejaveis.

Atualmente, outras estratégias tém sido propostas, gragas aos grandes avangos
ocorridos na area da biologia molecular. Uma das mais atraentes, € a terapia génica
que, nos ultimos anos tem se baseado no desenvolvimento de vetores de acidos
desoxirribonucléicos, onde o antigeno de interesse € sintetizado no citoplasma da
célula hospedeira a partir de sua seqii€ncia no cDNA (43). A imuniza¢ao com acidos
nucléicos € especialmente atraente para o desenvolvimento de vacinas contra doencas
causadas por virus, parasitas, e patogenos intracelulares, onde os linfocitos T sdo
mediadores chave tanto na protecdo quanto nas patologias causadas por esses
microrganismos (123). Os resultados surpreendentes desta técnica relativamente
simples estdo sendo explorados principalmente no desenvolvimento de novas vacinas,
e resultados promissores ja foram obtidos experimentalmente contra a influenza (124),
o micoplasma (125), a hepatite B (126), o herpes simples (127) e a hepatite C (128).

Além disso, vetores utilizados em terapia génica que codificam moléculas
envolvidas no processo de reconhecimento da APC pelo linfocito T CD4 tém sido
desenvolvidos como estratégia de inducdo de tolerancia imunologica (48, 59, 62, 64,
66, 74, 76, 84).

Por serem altamente polimorficos, os produtos dos genes do complexo de

histocompatibilidade principal participam tanto de forma direta como indireta no
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processo de reconhecimento pelos linfocitos T CD4 e sdo os peptideos principalmente
reconhecidos no processo de rejeicdo. Por existir uma hierarquia entre os diferentes
produtos expressos, escolhemos trabalhar com a molécula imunodominante do
complexo de histocompatibilidade principal de classe I, H-2K" (76).

Para a clonagem do gene K" no plasmideo pVP22/myc-His, partimos de um
plasmideo pBluescriptHSK::Kb, onde o gene havia sido previamente clonado. Como o
pVP22/myc-His codifica para a seqiiéncia do gene VP22, foi necessario incluir uma
subclonagem intermediaria utilizando o plasmideo de expressdo eucariotica pClneo.
Com este passo intermediario, assegurariamos que o gene K" fosse clonado seguindo a
mesma pauta de leitura que o gene VP22. Porém, em todos os clones recombinantes
pVP22::Kb analisadas, o gene K" encontrava-se na orientagdo 3’— 5’. Ndo achamos
nenhuma explicacdo satisfatoria para tal resultado, visto que a probabilidade tedrica de
insercdo em qualquer das duas orientagdes ¢ de 50 %.

Devido a dificuldade na clonagem do gene K" na orientagdo correta, optou-se
pela obtengdo do cDNA do gene do bago de um camundongo da linhagem C57BL/6
que apresenta o mesmo haplotipo que camundongos da linhagem C57BL/10 utilizada
neste estudo (6). A linhagem C57BL/10 foi designada como o prototipo que expressa
o haplétipo H-2". Qualquer uma dessas duas linhagens, expressa o complexo de
histocompatibilidade principal de classe I, H-2K". Uma vez obtido esse produto, foram
feitas duas transcri¢des reversas: uma usando-se uma coluna de oligo-dT e outra com o
oligonucleotideo especifico reverso SKB2.

Dessa forma foram obtidos dois produtos ou cDNAs que permitiram escolher,
de acordo com a melhor banda visualizada em gel de agarose, qual dos dois poderia
ser utilizado para a clonagem posterior. A presenca de um produto de PCR formado
por uma banda unica e nitida do tamanho esperado (1.137 pb) determinou a escolha
pelo ¢cDNA obtido com emprego do oligonucleotideo especifico reverso SKB2, na
seqiiéncia de experimentos, descartando o uso do cDNA obtido com a coluna de oligo-
dT.

O plasmideo pBluescriptIISK::Kb que também continha o gene que codifica

para o K" clonado, também foi empregado para amplificagdo pela PCR utilizando a
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DNA polimerase Pfx. Esta enzima foi escolhida por ter uma atividade exonucleasica
3’— 5’, a qual diminui a probabilidade de introducdo de mutagdes durante o processo
de polimerizagao, quando comparada com as DNA polimerases rotineiramente usadas
no diagnoéstico (Taq DNA polimerase) que carecem desta atividade, e portanto ndo
exibem alta fidelidade (129).

Uma vez obtidos os produtos denominados K°A e KB, ambos foram clonados
no plasmideo comercial pCRBIluntII-TOPO. Este vetor foi escolhido, pois permite a
clonagem direta de produtos de PCR gerados com extremidades cegas e, portanto,
dispensa o uso de oligonucleotideos iniciadores contendo sitios de restrigdo para a
clonagem. Outra caracteristica deste vetor é que ele apresenta-se linearizado e unido
de forma covalente a enzima topoisomerase I, do virus da Vaccinia. Uma reagéo
posterior de ataque nucleofilico entre a seqiiéncia do vetor e o fragmento a ser clonado
dispensa o uso da enzima ligase para a clonagem. Por ultimo, o vetor apresenta a
seqiiéncia que codifica o gene letal ccdB (controle de morte celular) de E. coli. A
clonagem do produto da PCR K", interrompe a expressdo deste gene, permitindo o
crescimento somente das colonias recombinantes (119). Como pode ser observado
neste estudo, as 19 colonias que cresceram continham o inserto. Uma vez obtidos os
clones recombinantes, esses foram seqiienciados automaticamente.

Toda a seqiiéncia do segmento do cDNA do K" foi analisada pelo
seqlienciamento. O seqiienciamento automatico apresenta algumas vantagens em
relacdo ao seqiienciamento manual ja que prescinde do uso de reagentes radioativos
durante a manipulac@o, necessarios para a detec¢do dos produtos, e a técnica pode ser
realizada e o resultado obtido no mesmo dia.

A auséncia de mutagdes em toda a seqiiéncia K", permitiu a escolha do clone
pCRBluntII::KbB7 dentre os 19 produzidos, que continha a cadeia o do complexo de
histocompatibilidade principal de classe I K° clonado. Assim, para as sub-clonagens
foram utilizados dois plasmideos diferentes, pVP22/myc-His (117) e pClneo (113).
Estes foram escolhidos por serem vetores de expressao para células de mamiferos, ja
que apresentam os elementos regulatorios promotor/enhancer de citomegalovirus

humano que promove a expressdo de forma constitutiva do cDNA clonado nessas
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células. Além disso, ambos contém outras seqiiéncias necessarias para permitir a
clonagem e expressao do gene de interesse ou do mRNA, como: o sitio de multipla
clonagem, o sitio de poliadenilagdo, a origem de replicagdo e genes de resisténcia a
antibioticos, para a selecdo dos clones recombinantes tanto em células eucarioticas
(gene de resisténcia a neomicina) como procaridticas (gene de resisténcia a
ampicilina).

O vetor comercial pVP22/myc-His apresenta o gene que codifica para a
proteina VP22 do virus herpes simples humano do tipo 1, que tem como propriedade o
trafego intercelular. Esta proteina ja foi descrita como carreadora de outras proteinas
como GFP, B-galactosidase ou p53 formando proteinas hibridas ou quiméricas (100,
101, 106, 107). Desta forma, embora este sistema ndo aumente o nimero de células
atingidas no processo de transfec¢cdo com o vetor ndo viral, existe um maior nimero de
células que podem ser beneficiadas da funcionalidade da proteina hibrida tanto in vitro
quanto in vivo. Como controle desta construcdo, foi empregado o plasmideo pClneo,
amplamente utilizado para a expressdo constitutiva de proteinas em células de
mamiferos (130-132).

A estratégia de clonagem foi a mesma para ambos os vetores. O plasmideo
pCRBluntII::KbB7 foi digerido com as enzimas de restrigdo Xba I e Nhe I, que geram
extremidades compativeis (CTAG) e, apdés a purificagdo, foram clonados nos
plasmideos digeridos com Xba I e defosforilados para evitar sua recircularizagdo ou a
producdo de produtos heterogéneos. Como a clonagem ndo foi direcionada, foi
necessario fazer uma analise com a enzima de restricio Kpn I para identificar-se os
clones com a correta orientagdo 5°—3’, do inserto K®. Assim, foram identificados trés
clones de pVP22::Kb que apresentaram o inserto na orientagdo correta, ao passo que
apenas um clone de pCIneo::Kb apresentou o inserto nesta orientagdo. Para demonstrar
a clonagem do gene K° em ambos plasmideos, o inicio ¢ o fim do gene K® foram
seqiienciados com oligonucleotideos iniciadores desenhados especificamente para os
plasmideos pVP22 e pClneo, confirmando o inicio e o fim do gene K" no plasmideo
pCIneo::Kb. Nio foi possivel obter um resultado confiavel a partir do seqiienciamento

do clone pVP22::Kb com o oligonucleotideo especifico direto pVP22. Porém, a
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seqiiéncia da extremidade 3’ do inserto K® foi seqiienciada, e as andlises da clivagem
com enzimas de restrigdo, mostram que o gene K® também havia sido clonado no
plasmideo pVP22.

Objetivando contornar a possibilidade da auséncia de modificagdes pos-
traducionais que se traduzissem em uma conformagio espacial incorreta da proteina,
os clones sequenciados correspondentes a cada plasmideo pVP22 e pClneo, foram
escolhidos e utilizados para transfectar as células de ovario de hamster chinés, células
CHO. A expressdo estavel do gene clonado nas células transfectadas em cultura foi
assegurada pela selegdo em meio contendo o antibidtico G-418. As células
transfectadas com esses plasmideos codificam para um gene denominado neomicina
fosfotransferase, cujo produto, a enzima Aminoglicésido fosfotransferase, converte o
antibidtico G-418 em um produto ndo téxico, inibindo sua capacidade de se unir aos
ribossomos celulares (133).

Como existia a possibilidade de que a proteina hibrida VP22K" tivesse uma
base a mais entre ambos genes na clonagem com a enzima de restricdo Xba I, que
mudaria a pauta de leitura, foi feita uma extracdo de RNA total para ver expressdo do
mRNA do K° das células CHO/pVP22:K®, CHO/pClneo:K® ¢ CHO ndo
transfectadas (controle). Apds a extragdo do RNA total, o mesmo foi tratado com a
enzima DNAase I que cliva ssDNA e dsDNA, transcri¢do reversa e PCR para o gene
K®. O tratamento com DNAase I ¢ um cuidado necessério para evitar a possibilidade
de falsos positivos devido a amplificagdo direta do DNA, ao inves de mRNA. Como
controle da extragdo de RNA total nas amostras, também analisou-se a expressdo
constitutiva de enzima GAPDH.

Uma vez confirmada a presenga do mRNA para a molécula K’ a expressdo da
proteina K" foi determinada por duas técnicas diferentes, pela citometria de fluxo e
pela imunofluorescéncia. Na analise por citometria de fluxo, os dados estatisticos das
células CHO transfectadas com o plasmideo pCIneo::Kb demonstraram uma forte
expressdo da proteina K o que sugere a expressdo da proteina na superficie da célula.

Por outro lado, nas células transfectadas com o plasmideo pVPZZ::Kb, quase

ndo houve expressio da proteina K® na sua superficie celular. O valor estatistico
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obtido da expressio do K° na superficie foi comparavel ao controle negativo da
populacdo nao transfectada. Esse valor foi surprendentemente baixo. Como a proteina
K®, em nossa construgdo, deveria estar ligada a proteina VP22, formulamos a hipdtese
de que esta molécula hibrida interferiria na expressdo da proteina K" na superficie
celular.

Assim, pesquisamos a expressdo de K® no compartimento intracelular, o
citoplasma. Para isto, procedemos inicialmente a permebilizagdo das células, para
depois tratd-las com anticorpo anti-K". Apods tal abordagem, houve importante
aumento da intensidade de fluorescéncia, evidenciando-se que o cDNA VP22::K" foi
eficientemente transcrito e traduzido nessa construcdo. Entretanto, a expressdo na
superficie celular foi prejudicada, provavelmente por esta molécula K" estar conjugada
a proteina carreadora VP22.

Esse resultado esta de acordo com dados da literatura, que indicam que as
proteinas que sdo carregadas por VP22 tém uma localizagdo final intracelular, tanto
nuclear quanto citoplasmatica (101, 103). As células CHO/pCIneo::Kb
permeabilizadas também demonstraram expressao intracelular da proteina K".

A segunda técnica para demonstrar a expressdo da proteina K" foi a de
imunfluorescéncia indireta. Esta técnica baseia-se na detec¢do de moléculas expressas,
apos a interag@o entre um anticorpo especifico dirigido contra esse antigeno (em nosso
caso a molécula Kb) e um segundo anticorpo que tem a propriedade de reconhecer o
anticorpo primario ligado ao antigeno. Este segundo anticorpo, denominado anticorpo
secundario, encontra-se unido de forma covalente a uma molécula fluorescente, neste
caso o isotiocianato de fluoresceina, mais comumente denominado de fluoresceina.
Quando esta molécula ¢ observada em um microscopio de fluorescéncia, e sobre ela
incide luz do comprimento de onda adequada, o fluoréforo se excita e, ao voltar a seu
estado energético basal, emite energia em forma de fluorescéncia.

Para determinar a expressdo da proteina K", as linhagens celulares transfectadas
CHO/pVP22:K® ¢ CHO/pClneo::K® juntamente com as células CHO ndo

transfectadas foram analisadas. Como esperado, e confirmando os resultados de
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expressdo de K® ao nivel de mRNA e de proteina por analise por citometria de fluxo,
foi possivel observar imunofluorescéncia nas linhagens transfectadas (Figura 27).

Portanto, foi possivel obter duas ferramentas moleculares, pVP22:K" e
pCIneo::Kb, contendo o gene clonado K. Tais moléculas foram eficientemente
expressas sob forma de mRNA e de proteina quimérica, por células eucaridticas em
cultura. Além disso o vetor ndo viral pVP22::Kb contém a molécula K® clonada na
mesma pauta de leitura que a molécula VP22. Portanto uma nova proteina quimérica
foi construida VP22-K", e expressa pelas células CHO em cultura.

Em estudos futuros, deveremos testar se esta proteina quimérica tem a
propriedade de transportar a molécula K para outras células, in vitro e in vivo. Estes
estudos preliminares deverdo ser realizados para complementar o presente estudo.
Trabalhos adicionais empregando modelos animais em transplante permitirdo
determinar se esta proteina quimérica ¢ capaz de induzir tolerancia em transplante e se
essa nova ferramenta pode ser utilizada como estratégia alternativa para
imunossupressao.

Entre os projetos futuros, dentro da mesma linha de pesquisa, deveremos
elaborar uma molécula hibrida composta pela proteina VP22 e pelo cDNA da
molécula K®. Desta forma, este cDNA podera ser transportado para as células alvo e é
provavel que sua expressdo na forma de proteina de superficie K® ndo seja prejudicada
pela proteina VP22.

Este tipo de construgdo também nos oportunizara a elaboragdo de outras
moléculas hibridas entre a proteina VP22 e cDNAs de interesse, as quais, poderiam

abortar uma resposta imune.
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6. CONCLUSOES

Como base nos resultados do presente estudo pode-se concluir que:

1. Foi possivel realizar diversas construgdes do gene K® em diferentes
plasmideos, tanto de clonagem, pCRBluntlI-TOPO, quanto de expressdo, pVP22/myc-
His e pClneo.

2. Células eucaridticas em cultura foram transfectadas com os plasmideos

pCIneo::Kb ou pVPZZ::Kb, e expressaram a proteina K".
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ANEXO A

Meios de cultura

1. LB (Luria Broth) liquido:

LB (Gibco) 20g

NaCl 5g

H,0 gsp 1000 ml
Autoclave 15mina 121 °C

2. LB (Luria Agar) s6lido:

LA (Gibco) 32¢g

NaCl S5g

Agar 3g

H,0 gsp 1000 ml
Autoclave 15mina 121°C

3. Meio de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM)

DMEM (Glbco) 49’9 g
NaHCO; 185¢g
pH 7,2

H,O gsp 5000 ml

Esterilizagdo por Filtragdo de 0,45 um (Sartorius)
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Solugdes

1. TAE 50x
Trisma base (Gibco) 242 ¢
Acido acético glacial (Merck) 57,1 ml
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 ml
H,0 qsp 1000 ml
2. PBS 10x
Na,HPO4 144 ¢
KH,PO4 24¢
KC1 20¢g
NaCl 80,0 g
H,0 gsp 1000 ml
pH 7.4
3.TE 1x

Tris -C1 100 mM (pH 8,0)
EDTA 10 mM (pH 8,0) 0,6 ml
H,0 gsp 300 ml
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Géis de Agarose

1. Gel de Agarose 1,5 %

Agarose (Gibco) 1,5¢g
Brometo de Etidio (10 mg/ml, 3 ul

(Gibeo) "
TAE 1x gsp 100 ml
Observagoes:

A agua utilizada na preparagdo de todas as solu¢des e meios de cultura foi bi-
destilada e submetida a osmose reversa no aparelho MilliQ, Millipore (H,O Milli-Q).
Todas as solucdes foram realizadas segundo Sambrook, J., e D. W. Russell.

2001.
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ANEXO B

Apresentacdes do trabalho em congressos:

1.

2.

XX Congresso Brasileiro de Nefrologia. Natal, 2000. Apresentagdo Oral.
VII Congresso da Associagio Brasileira de Transplante de Orgdos. Vitoria,
2001. Apresentagdo Oral.

21* Semana Centifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Porto
Alegre, 2001. Apresentacdo de Poster.

World Transplantation Congress. Miami, 2002. Apresentagdo Oral (a ser
realizado em agosto de 2002).

Encontro Gatcho de Imunologia. Porto Alegre, 2002. Apresentacdo Oral.

Publicacoes resultantes deste trabalho:

1.

Vacina de DNA como ferramenta na indugdo de tolerancia imunoldgica em
transplante de orgdos. (Resumo). F.M. Barbé-Tuana, D.C. Machado, D.

Saitovitch. Jornal Brasileiro de Nefrologia 2000; 12(3): 30.

. Construction of two DNA vaccines for the induction of immunological

tolerance: cloning and mRNA expression in cell culture. F.M. Barbé-Tuana,

D.C. Machado, D. Saitovitch. (Abstract) Transplantation (in press).

Terapia génica em transplante de orgdos: estado atual e perspectivas futuras.

F.M. Barbé-Tuana, D.C. Machado, D. Saitovitch. Atualidades em nefrologia

(in press).
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