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RESUMO

Foram construidos plasmidios com o promotor de CM&m intron
(pGLCMVI), com intron A (IA) completo (pGLCMV) e detado em 200
(PGLCMVAZ200), 400 (pGLCMMA400) e 600 pb (pGLCMX600), dirigindo a
expressao do gene reporter da luciferase, alénifelerttes seqiiéncias indutoras de Z-
DNA localizadas a montante do promotor. Estas cogdés foram transfectadas de
forma transiente em células CHO-K1, COS-7, HepGIE&-293. O IA aumentou em
100 a 1.000 vezes a atividade da luciferase entéela constru¢do sem intron,
dependendo da linhagem celular testada. Dentreeesbes deletadas do intron, a
construcdo pGLCM¥200 foi a mais eficiente, aumentando de 3 a 6 vazasvidade
da luciferase, seguida da construcdo pGLQRO, cuja atividade melhorou em até 4
vezes, comparado com o IA selvagem. Entretantermag¢ao de 400 pb do IA resultou
na reducdo da expressdo génica a niveis quase @mopaos da construcdo sem IA.
Tomados em conjunto, esses dados sugerem a eiastiEnema regido de ligacdo a um
fator transcricional de inibicdo no fragmento deéd 2fb. Os dados da atividade da
luciferase foram corroborados com experimentos @eqRCR, que relacionaram o
aumento da atividade da enzima com o aumento d&ssgp do gene nas diferentes
construcoes testadas.gplicing nas construgdes com IA deletado foi estudado fger R
PCR, mostrando que ha evidéncias de que ndo hagsaroento correto dos exons 1 e
2 de CMV quando o sitio aceptor € removido. Foudstio o efeito da remocao da
regidao 5’ do promotor de CMV em CHO-K1 e COS-7, cemultou em uma reducéo de
50% da atividade da luciferase. Dentre os vetooeseado as seqiéncias indutoras de
Z-DNA que também foram transfectados de forma iemts em CHO-K1, apenas
naquele em que foi clonada a sequéncia Z3 obsawoum aumento de 50% na
atividade da luciferase comparado com a sequéoatrate Z5. Foram desenvolvidos
clones estaveis de CHO-K1 com esta construcdo adénverificar o potencial de
formacdo de Z-DNA desta sequéncia na regido admam promotor. Nestes clones
estaveis, transfectou-se de forma transiente anptle® pMACIA scFvZ22 NLS, um
fragmento de anticorpo anti-Z-DNA. A atividade daziena aumentou em 3 vezes
guando este elemento @mans foi adicionado ao sistema de expressao, indicaugo
esta sequéncia realmente forma Z-DNA e que a mg@olda expressédo génica ocorre
em niveis transcricionais. Portanto, neste trabfhmostrado que o IA e suas delecdes
inovadoras, bem como sequéncias indutoras de Z-Oiddem melhorar a expressao
génica, sendo ferramentas importantes para a eip@izda expressdo de proteinas de

interesse comercial em células de mamifero.



ABSTRACT

It had been constructed plasmids with the promoteZMV and the luciferase
reporter gene comprising the following featuresthait the CMV intron A (IA)
(pGLCMV [-), with the full IA (pGLCMV) or the deletd versions of it
(PGLCMVA200, pGLCMVA400 and pGLCMW600), and Z-DNA inducer sequences
upstream the promoter. These constructions had tragsiently transfected in CHO-
K1, COS-7, HepG2 and HEK-293 cells. The whole intPoresulted in a 100 to 1000-
fold increase in the activity of luciferase compmhte the intronless version, depending
on the cell line tested. The pGLCMX00 construction had also enhanced in 3 to 6-fold
the luciferase activity compared to the wild-type Following the results obtained with
the construction above, the IA deleted in 600 pih ingproved the luciferase activity no
more than 4 times, depending on the cell line u3ée. pGLCMVA400 construction,
instead, resulted in a reduction of gene expresgiolevels similar to the intronless
construction. Taken together, these data suggasthbre are a binding region for an
inhibitory transcription factor comprising the 2pb fragment. The data of the activity
of luciferase had been corroborated with experisieot RT-gPCR, which had
correlated the increases of luciferase activitythar different constructions above with
the increase of the expression of the gene ofduasie. To verify the effect aplicing
in the constructions with the deleted IA, a RT-P&&periment was carried through
showing that the removal of the dongplicing site might have a relation with the
incorrect processing of exons 1 and 2 of the CMVgihe. Amongst the Z-DNA-
inducer sequences cloned upstream the CMV prombeiZ3 sequence resulted in a 2-
fold increase of the transient luciferase activityen compared to the control-sequence
Z5. As a result, it had been developed stable slofi€HO-K1 cells with this sequence
in order to verify if the sequence in question é&xdts activity by means of the
formation of Z-DNA in the adjacent region to theomioter. In these stable clones, it
had been transiently transfected the pMACIA scFMI22 plasmid, that codes for an
antibody fragment anti-Z-DNA. The values of theilexase activity had increased 3
times when this element tnansit was added to the expression system, indicahiag
this sequence really forms Z-DNA and that the efédaserved occurs in transcriptional
levels. Therefore, in this work it was shown thhe tintron A and its innovative
deletions, as well as Z-DNA-inductive sequences, icaprove the gene expression,
being important tools for the optimization of ctial relevant protein expression in

mammalian cells.



1. Introducao

1.1) A transcricdo em eucariotos

Em 1998, Ruvkin e Robert mapearam aproximadamed@®®@ genes no verme
nematoideCaenorhabditis elegansPouco depois, em 2000, Adams e colaboradores
identificaram em torno de 14000 genesl@rasophila melanogasteEsses dados, quando
comparados com 0s apresentados pelo genoma humc@moaproximadamente 30000
genes (Baltimore, D. 2001; Landet al 2001), indicam que a complexidade dos
organismos existentes no planeta ndo pode seaeaoiom o numero de genes que eles
possuem. Portanto, o que determina a variabiliddeespécies e a complexidade das
mesmas € a regulacdo diferencial de seus genesejauos diferentes processos que
ocorrem para proporcionar maior flexibilidade amamea. Além disso, outros fatores
podem estar relacionados a esta complexidade geméoumo a presenca de RNAs néo
codificadores e dasplicing alternativo. Desse modo, quando maior a complegidial
organismo em questdo, maior sera a variedade danmews de regulagdo existentes.
Com isso, para que se entenda a complexidade tnsidranscricional eucariético é
necessario o estudo dos promotores eucariéticos,coeno o processo transcricional em

Si.

* Estrutura dos promotores eucarioticos

Em procariotos, o promotor possui regides bemnikfs e conservadas para a
ligacdo da RNA polimerase, denominadas regidese-186 (Harley e Reynolds, 1987).
Sao nestes sitios, antes do inicio da fase dedeadioerta (ORF), que a enzima se ancora
para iniciar o processo transcricional. Para megpecificidade de selecdo do promotor, a
enzima ainda se liga a uma proteina denominada &d¢ma ¢). Ela possui varios
subtipos, que séo recrutados pela RNA polimeradedéndendo do gene a ser transcrito.
Desse modo, de acordo com o tipo de condi¢do atabeequal o organismo € submetido,
€ acionado um determinado tipo de fatgoara ativar a transcricdo de genes necessarios
para a resposta do organismo ao ambiente.

Entretanto, no caso de organismos eucariéticapneeito de promotor é mais
complexo, visto que as regibes de ligagdo da RNAmpoase Il e outros fatores

necessarios para o reconhecimento do DNA a seschitm ndo sdo tdo bem definidos



quanto em procariotos. Além disso, em organismodticelulares, a regulacdo da
expressao génica temporal, espacial e tecido-dgpesio também fatores que dificultam
a caracterizacdo minuciosa dos promotores euasdtiEntretanto, apesar de sua
complexidade, pode-se identificar nestes promotalgsmas regides importantes para o
processo transcricional, dentre elas o TATA bobyiciador (Inr), o Elemento promotor a
jusante (DPE — do ingl&ownstream promoter elemgné o Elemento de reconhecimento
a TFIIB (BRE) (Smale e Kadonaga, 2003). A localémaglestes elementos no promotor
pode ser visualizada no esquema da figura 1. Eriape ressaltar que alguns desses
elementos podem néo estar presentes em todos mstpres eucarioticos conhecidos, o
que € mais uma evidéncia da variedade de mecaniemelementos que geram a

complexidade desse sistema.

-37 a-32 -31 a-26 -2a+4 +28 a +32

—{ BRE [ mamabox;—— i —{BPET——

Figura 1. Localizagcdo dos componentes basicos de upmomotor eucaritico. Esse

esquema mostra alguns dos elementos que podenboonpara a transcricdo basal a partir
do promotor. Acima dos retangulos coloridos séotradas as possiveis regides de ocorréncia

dessas sequéncias dentro do promotor. Esquemaddaje Smale e Kadonaga (2003).

- TATA box

Esse elemento foi o primeiro motivo de promotorgsaedticos a ser caracterizado
(Goldberg, 1979), apresentando a sequéncia cons@AsbAAA”. Entretanto, outras
sequUéncias podem funcionarvivo (testes realizados com leveduras) como o consenso,
inclusive aquelas contendo repeticbes de basesGC(®ingeret al, 1990). O primeiro
passo para a formacdo do complexo de iniciacdoratesdricdo em promotores que
contém este elemento € a ligacdo do fator aces3#iild a uma regido préxima ao
TATA box. Este fator transcricional essencial pammecanismo de inicio da transcricao
em promotores que contém o TATdX é uma associacdo de uma proteina denominada
proteina ligante a TATA (TBP, do ingléBATA binding proteip com uma proteina
denominada TAJp. As proteinas TAF (do ingléEBP associated factoyséao fatores que
se ligam a TBP para o posterior reconhecimentoemento TATA. Em outras palavras,
TFIID € um complexo de proteinas associadas quga® ao TATAbox mediando o
recrutamento dos demais fatores transcricionai®ssécios para a continuidade do

processo da transcricdo (Lewin, 2001).



Uma caracteristica interessante de TBP é quepestieina se liga ao DNA de uma
forma diferenciada, posicionando-se sobre a caeidiaehnor da fita e curvando DNA em
torno de 80°. Essas modificacdes estruturais naauiel de DNA favorecem uma
associacdo mais intima dos fatores transcriciomaismy o promotor (melhoram a
acessibilidade ao promotor), potencializando aiddde transcricional (Lewin, 2001).
Outra caracteristica desta proteina € a sua inddilidade com a presenca de
nucleossomos, visto que a formacdo destes ocorreegides ricas em A e T com as
cavidades voltadas para a parte interna. Desse,rpode-se explicar porque a presenca

de nucleossomos impede o inicio da transcricdagéhewin, 2001).

- Iniciador (Inr)

A regido do promotor denominada Inr engloba o sl@dniciacdo da transcricao,
sendo que este elemento esta presente em diversasoeos (Butler e Kadonaga, 2002).
O iniciador é encontrado tanto em promotores confTAAox como naqueles sem esta
sequéncia, indicando ser uma regido importante panarocesso transcricional. A
sequéncia consenso deste elemento em células deifemang: “Pyr-Pyr(C)-A;
(geralmente o inicio da transcri¢cdo)-N-T/A-Pyr-Py€ordenet al, 1980; Bucher, 1990;
Javahenet al, 1994). Ha evidéncias que o fator de transcrigdabTFIID se liga a Inr de
uma forma sequéncia-especifica (Kaufmann e Smaf})1além de outros fatores como
TFII-1 (Roy et al, 1991; Cheriyathet al, 1998) e YY1 (Weis e Reinberg, 1997). Desse
modo, a interagdo sequéncia-especifica destadimaeteom o elemento Inr de promotores
eucaribticos leva a crer que elas participam ateramdo processo transcricional.

- DPE

Este elemento foi inicialmente identificado &rosophilapor Burke e Kadonaga
(1996), sendo um sitio de ligacdo para o fatorrdestricdo basal TFIID. Este se liga
cooperativamente a motivos DPE e também Inr, sqodca mutacdo em algum dos sitios
resulta em uma diminuicdo significativa da trarggwi Este motivo é encontrado
principalmente em promotores sem o elemento TATA Bdéém dos estudos avancados
da importancia desta sequéncia em promotor&rasophila ela também foi identificada
em humanos (Burke e Kadonaga, 1997; Zhou e Chi0t,). Estima-se que a sequéncia
consenso de DPE seja “AlfgG-A/T-C/T-G/A/C” (Kutach e Kadonaga, 2000).
Entretanto, apesar de um pouco degenerada, azlacadi dela (entre a regido +28 e +32,

logo apos Inr) é fundamental para a sua funcioadédIsso porque, como ha uma ligagdo



de TFIID tanto a Inr quanto a DPE, essa distanai@eeesses elementos deve ser
invariavel, possibilitando a interagdo entre eskis motivos (Burke e Kadonaga, 1997;
Kutach e Kadonaga, 2000).

- BRE

Este elemento € um sitio de ligacdo ao fator THidBalizado imediatamente a
montante do TATA box (Langrangst al 1998). Sua seqiéncia consenso é G/C-G/C-
G/A-C-G-C-C, sendo que logo apos o ultimo nuclemdido BRE ja se observa o TATA
box. Para a identificacdo deste sitio, foram radliz experimentos de transcrigawitro
contendo diversos fatores de transcricdo purifisa@resultado dessas andlises revelou
que a sequéncia BRE facilita a incorporacdo deBralbs complexos de iniciacdo da
transcricdo que sdo produtivos (Langraegal, 1998). Com isso, além do TFIID, outro
fator de transcricdo basal possui a caracteristeeaser sequéncia-especifico, o que
favorece a regulacao do processo da transcricéueariotos.

* Engenharia de promotores para melhoramento da atividade transcricional em

eucariotos

Como pbde ser acima observado, 0s promotores éticasi S80 a0 mesmo tempo
complexos e bem estruturados no que se refere eguRcao e atividade. Entretanto, ha
ainda outros estudos que buscam o melhoramenttvidade dos diversos promotores
conhecidos por meio da adicdo ou remocao de elesieatmotivos no promotor, ou seja,
por meio da engenharia de promotores.

A adicao de elementos asis em promotores como o de Citomegalovirus (CMV) e
o de SV 40 (do inglésimian Virug foi uma técnica de melhoramento de promotores
realizada por Ogawa e colaboradores, em 2007. E® sonstrucdes, foram utilizados
diversos oligonucleotideos cuja sequéncia correipoa um sitio de ligacdo a fatores
transcricionais (neste trabalho foram utilizadagi8acias de AP-1, CArG, NikB e NF-

Y). Estas seqUéncias foram clonadas aleatorianmasteegides adjacentes aos promotores
estudados, resultando em diversas constru¢cdesadmiglios com promotores quiméricos
gue foram testados em diversas linhagens de célalasamiferos.

Esta técnica de adicdo de elementos agnde forma randdémica também foi

realizada em procariotos (Cox #t al, 2007). Neste trabalho, construiu-se uma bibletec



de promotores pard&scherichia colipara a analise das melhores construgdes que
expressavam o0 geheix.

Outros elementos emis que podem ser adicionados nas regibes proximas a
promotores para a modulacdo da expressdo génicaueariotos Sdo 0s introns e
sequéncias indutoras de Z-DNA. Estes elementos sea#s bem detalhados nos topicos a

sequir.

1.2) Elementos estruturais e funcionais na modulag@d expressao génica em

eucariotos

1.2.1) Intron

Desde 1978, quando se definiu o conceito de inpon Walter Gilbert, o
surgimento de questdes que buscavam o entendirdarit;¢ado bioldgica dos introns foi
0 primeiro passo para que se relacionassem e&egem@os entis com a transcricdo
génica. Nesta época, postulou-se que introns eemiiéacias gendmicas presentes em
eucariotos e que eram removidas do correspondeamsctito de RNA por meio de um
processo denominadplicing Mais tarde, verificou-se que este evento € meduad um
complexo composto por ribonucloproteinas e pequ&ias (snRNAs, do inglésmall
RNAS, conhecido comapliceossomdzste complexo € responsavel por cortar as juncdes
intron-exon, remover 0s introns, e por fim unireedremidades dos exons, que sao as
regides do genoma que codificam para uma protémmando um RNA mensageiro
(mMRNA) maduro. Vale ressaltar que, de acordo corpensamento desta época, as
sequéncias intronicas eram imediatamente degradadasjue realizassem qualquer outra
funcao celular, sendo consideradas apenas um apénablutivo.

Logo ap0s os estudos iniciais dos introns e dotewdwsplicing em 1979, Gruss e
colaboradores lancaram a idéia de que os intraterteuma importancia fundamental
para a biogénese dos mRNAs e para o processoricimsal. Consequentemente, a partir
da quebra do paradigma de que as sequUéncias aasdeiam um material sem funcéo na
célula, diversos trabalhos corroboraram esta ithigada no final da década de 70,
indicando que a adicdo de introns em sequénciasagenecombinantes era capaz de
aumentar o nivel do produto protéico esperado.

O grau de abrangéncia do efeito de otimizacdo gaesxdo génica abrange

diversas classes de eucariotos. Em 1988, BuchmBerg@ mostraram o aumento da



expressdo do gene @leglobina com intron em células de mamifero em cajtalém de
estudarem o efeito deletério da remocao dos intdangeneDYN2 de Saccharomyces
cerevisae Chang e colaboradores (2006) melhoraram a eXjweds Fator IX humano
(FIX) plasmatico com a insercdo de um intron eatpgimeiro e o segundo exon do FIX.
Estudos da funcdo dos introns também foram rea&aem plantas. Boudon e
colaboradores (2001) verificaram o efeito da indergo intron de um gene especifico de
milho na expressdo do gene reporter da luciferBee.fim, Hasania e colaboradores
(2006) verificaram o aumento da expressdo do geoembinante da-1 antitripsina
humana enfPichia pastoris, indicando que o efeito dos introns tampéde ser observado
em leveduras. Desse modo, a inser¢cdo de intronsamssrucdes génicas parece ser de
grande relevancia para a otimizacdo da producgwateinas recombinantes em culturas
de células.

A partir dai, percebeu-se que splicing ndo era um evento estatico,
correlacionando-se com a seqUéncia de DNA asso@adam outros processos do
metabolismo do RNA, como a poliadenilacdo do préNAR seu transporte pelo nucleo,
a traducdo e o decaimento. Em outras palavras,amytoteinas que compdem a
maquinaria de um determinado processo podem tarfaEEmnparte de outros, sendo que o
efeito final desta interagcdo é o aumento da pramluighuma proteina recombinante (Le
Hir et al, 2003). Porém, como splicing pode aumentar as taxas de transcricdo de um

gene recombinante?

*Efeito dos introns em nivel de DNA

O efeito dos introns na otimizacdo da expressaacgépode ser verificado
primeiramente no nivel do DNA, podendo funcionamooseqiiéncias as quais diversos
elementos reguladores da transcricdo se ligam. @ons podem controlar a
acessibilidade ao DNA por meio da modulagdo dagfosilos nucleossomos. Sleckman e
colaboradores, em 1996, verificaram queeokancersintronicos de imunoglobulinas
continham regifes de ligacéo a fatores regulat@@sanscricdo importantes. Estes sitios
localizavam-se na regido a montante do primeironesta cadeia constante. Com o
rearranjo V(D)J que permitia a variabilidade doticanpos existentes, esses sitios eram
trazidos mais préoximos do promotor, permitindo gutacdo da transcricdo por tais

elementos.



Sabe-se também que os introns podem modificar el die remodelamento da
cromatina, fazendo com que o DNA esteja mais amdsgara a ligacdo da RNA
polimerase 1l e dos fatores de transcricdo assosjatbnsequentemente aumentando o
nivel de transcricdo do gene estudado. Corrobortatdiapotese, foi constatado que, tanto
in vitro quanto em camundongos transgénicos, os introngeth® do hormoénio de
crescimento de ratos promovem um remodelamentoodaatina, permitindo um aumento
de até quinze vezes da producdo da proteina contjuasg® com a versao sem intron (Liu
et al 1995). Este remodelamento da cromatina se referposicionamento ordenado
destas estruturas na molécula de DNA, visto queeesbes sem intron das construgdes
analisadas possuiam 0s nucleossomos com espacanresgolares ou entdo altamente
empacotados, o que impede 0 acesso da RNA poliemacapromotore para que ocorra a
transcricdo do gene. O remodelamento da cromagnaa a utilizacdo de introns em
construcbes génicas recombinantes também foi ec&difi por Lauderdale e Stein, em
1992. Os autores utilizaram introns do gene dalbuo@na de galinha e estudaram seus
efeitos apenam vitro. Curiosamente, a versdo sem introns deste geneN@)néo foi
capaz de induzir o alinhamento da cromatina, imdioarealmente que o efeito positivo
dos introns nesta construcao se devia a acesaiidlido DNA.

Sabe-se também que, depois de transcritos, os slaegplicing de introns podem
melhorar a atividade e processividade da RNA pohse Il. Estudos demonstraram que
um dos principais componentes sigliceossomoo snRNA U1, interage com o fator de
transcricdo geral TFIIH no estagio inicial da traiggo, estimulando a taxa de formagéo
da primeira ligacdo fosfodiéster pela RNA polimerds(Kwek et al, 2002). A interacao
entre TFIIH com U1l foi verificada com experimentosvitro, incubando-se diversos
fatores de transcricdo com RNAs randémicos. Apdigagdo destes RNAs aos fatores
transcricionais utilizando T4 RNA ligase e fosfornarcado radioativamente, foi
identificado um produto de aproximadamente 160gdxb ao fator TFIID, o ShRNA U1.
Com isso, ha grandes indicios de que o snRNA Utidne como um regulador da
transcricdo por meio da RNA polimerase Il, alénsdo papel no processamento do RNA.

A determinacéo da posicdo do intron também é imrmptetpara que a sua funcao
de potencializador da expressédo génica seja aldanthm estudo indicou que a posigcéo
do sitio desplicing5’ em relagdo ao promotor € proporcional a traggorgénica, sendo
que quanto maior a distancia entre eles, menaxada transcricdo (Furget al, 2002).
Neste caso, foram clonados espacadores entre @fmode CMV e o0 primeiro intron de

uma construcdo de um minigene de HIV, sendo que @sscedimento reduziu



significativamente a producdo do mRNA. Ainda nesébalho avaliou-se o efeito da
reducao de dois introns do ged¥N2de Saccharomyces cerevisa® remog¢ao do intron
proximo ao promotor, bem como a do intron maisatligstveram efeitos de reducéo da
producdo do transcrito. Entretanto, essa reducémaior quando se removeu o intron
proximo ao promotor. O efeito de diminuicdo doserdvde mRNA na constru¢cdo sem o
intron distal pode ser explicado pela menor est#ze do mRNA devido a menor taxa de
poliadenilacdo do transcrito (Furgetral, 2002). Quanto a leveduf cerevisaesabe-se
que é um eucarioto bastante simples que possuasf¥8% dos seus genes com introns,
sendo que a maioria destes se localiza proximomgiores (Spingolat al, 1999). E
possivel entdo deduzir que a posigcdo do intron pbekar a intensidade de producédo de
um transcrito. Outro trabalho que também analisquestéo do efeito do posicionamento
dos introns nos niveis de transcricdo foi o de Hatblaboradores (2003). Eles testaram a
atividade do intron da triose-fostato isomerase dnamo sistema de expressao do gene
repérter da luciferase. Verificou-se que quandoebxera colocado mais distante do
promotor, a atividade era menor do que a apresamgald constru¢cdo onde o intron foi
colocado mais proximo ao promotor. Mesmo assimpape constru¢cdo com o intron
distal foi capaz de aumentar a atividade do gepérter.

Entretanto, ainda ndo é possivel afirmar que hgadndo para o posicionamento
dos introns e o seu efeito na transcricAo génitsdp \que 0S mecanismos que estao
envolvidos neste processo sdo muito complexos. @sm, ha apenas indicios que
mostram que a atividade potencializadora dos istrénmelhor quando estes sao
posicionados proximos ao promotor de estudo.

Sobre a interacdo dplicing com os estagios da iniciacdo da transcricdo, Zorio
Bentley (2004) revisaram o papel do dominio C-taahda RNA polimerase Il (CTD).
Os autores descrevem que a delecéo deste domimarie os trés principais passos do
processamento do pré-mRNA: a adigdo do caplicing e a poliadenilacdo. Desse modo,
eventos considerados tardios no metabolismo do B&o relacionados com a iniciacao
da transcicdo, por meio da interacdo de suas mepsncom a regido CTD, um

componente-chave para 0 processo transcricionaueariotos.



*Interagdo do splicing com eventos de processamento de pré- mRNAs — efeito dos

mtrons

Os dois principais processos de maturacdo do mR&Audariotos antes de sua
traducéo, além daplicing sdo a adicdo da 7-metil-guanosina (CAP) na refiado
MRNA, e a clivagem e poliadenilacdo de sua regia&&abe-se que 0 primeiro processo
ocorre no inicio do processamento do mRNA, ndosemtfio dependente dplicingou
proteinas componentes gpiceossomo

Entretanto, a formacao da regido 3' do mRNA maduoon evento dependente do
splicing sendo que proteinas pertencentes spliceossomoe ao complexo de
poliadenilacdo interagem entre si e participam almis processos. Isso foi demonstrado
com experimentos de co-imunoprecipitacawestern blottingque indicaram que snRNP
U1l se ligava diretamente com a subunidade de uataipa que participava da clivagem e
poliadenilacdo do RNA (Lutet al 1996). Estes experimentas vitro indicam que a
presenca dos introns em uma constru¢cdo génica gpedénportante também para a
completa formacao e estabilidade do mRNA (por nakeigooliadenilacédo), visto que os

processos de maturacao de mRISpliCing e poliadenilacdo) estéo interligados.

*Efeito dos introns nos processos tardios do metabolismo do mRNA (transporte e

nonsense-mediated decay - NMD)

ApOs o processamento, 0s mMRNAs sdo transportadgogatdo Complexo do Poro
Nuclear Nuclear Pore Complex - NB(ara o citoplasma, onde serao traduzidos. O NPC
€ constituido por proteinas que, em conjunto, atu@nagindo com outras proteinas do
spliceossomodo complexo de poliadenilacdo e do complexo gacho a CAPGAP-
binding complex - CBP Se um mRNA esta pronto para ser transportado para
citoplasma, ou seja, sofreu todas as etapas degm@mento corretamente, este evento
ocorrerd normalmente. O mecanismo pelo qual osnataperfeicoam a exportacdo de
MRNAs maduros para o citoplasma é o recrutamenfatdees especificos de transporte
ligando-se aos RNAs processados, sendo que esbessfdazem parte do Complexo da
Juncgéo Exon-Exorkon Junction Complex - EJC

O EJC consiste em quatro proteinas principais deramtas elF4A3 (Chast al,
2004), Y14 (Kataokat al, 2000), Magoh (Le Hiet al, 2001a) e MLN51 (Degogt al,
2004), além de outras proteinas auxiliares, com@RAF (Le Hiret al, 2000), RNPS1
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(Mayedaet al, 1999), SRm160 (Blencowet al, 1998), e hUpf3 (Le Hiet al, 2001b). O
complexo EJC se deposita a -20 nucleotideos dg&gsnexon-exon, sendo que, apos o
transporte através dos poros nucleares, o compREbB rapidamente se dissocia,
enquanto Y14 permanece ligado ao mRNA no citoplagin&retanto, segundo Gatfield e
Izaurralde (2002), apesar @plicingaumentar o transporte de mRNAs, do ndcleo para o
citoplasma, de genes contendo introns, algumagipest responsaveis pelo transporte do
transcrito, como Aly/REF, interagem com o RNA indegentemente deplicing Os
autores verificaram essa afirmacéao@rmsophila

Se o0 mRNA néo for corretamente processado, elerpaskr retido no nucleo.
Neste ultimo caso, Legrain e Rosbach (1989) demamash que alguns fatores siglicing
agem de modo a impedir o transporte de transciws ainda ndo tenham sido
processados. Foi observado que fatoresplieing como U1l snRNA, RNA 6 e RNA 9
interagemin vivo com a juncao dsplicing 5’, fazendo com que este pré-mRNA siga o
caminho dasplicing e ndo seja portanto transportado sem ser prazedsste mecanismo
impede que porventura mRNAs mal-formados possamtraduzidos, produzindo-se
proteinas aberrantes na célula. Em outro modelestiglo, os retrovirus como o HIV, a
producdo da proteinaev é necessaria para o transporte do mRNA do game
(Hammarskjoldet al, 1989). Isso foi demonstrado por meio da delegdayehe que
expressavaev de um vetor que também co-expressawa Observou-se que 0s niveis de
MRNA de env cairam bastante quando a protefea parou de ser expressa, mas que
paralelamente, a quantidade de RNA tota¢nlenéo foi alterada, indicando que havia um
acumulo de RNA no nucleo da célula hospedeira @eefoi processado e transportado
(Hammarskjoldet al, 1989). Desse modo, fatores trans do proprio virus regulam o
transporte do RNA processado, ndo-processado @lpaeate processado. Ainda neste
trabalho, foi descoberto um elemerdm cisda regido codificadora do envelope que
regula o transporte do transcritoate/(Hammarskjoldet al, 1989).

No caso de genes naturalmente sem introns, o mRN#espondente é
transportado normalmente também com o auxilio dateimas do complexo EJC. Porém,
diferentemente do processo que ocorre nos genesntams, as proteinas do complexo
interagem com proteinas do CBP, e ndsplceossom@Nojimaet al, 2007).

Por fim, um importante mecanismo de qualidade dé&\Ri¢nominadaon sense
mediate decayNMD), também pode ser influenciado pela presefgantrons no gene
recombinante. O NMD é um mecanismo presente n@lagma de células eucarioticas

pelo qual MRNAs com codons de terminagdo premas&oslegradados. O NMD evita a
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traducdo destes mRNAs aberrantes, o que pode getainas truncadas danosas para a
célula (Le Hiret al, 2003). Em genes de mamiferos, considera-se uonade terminacao
prematuro quando este se localiza a mais de 5@aticdkos a montante de uma juncao
exon-exon. O depodsito de uma série de protein&odgplexoExon-JunctionEJC) e do
spliceossomamas juncdes exon-exon cria “marcas” no mRNA guersdonhecidas pela
maquinaria do NMD, destinando ou ndo o mMRNA patlegradacao (Le Hiet al, 2003).
Estas “marcas” sdo na verdade uma série de pretgireando se deslocaram das juncoes
do complexo EJC no transporte nucleo-citoplasman&8NA. Com isso, conclui-se que
em mamiferos, o reconhecimento de codons premadertesrminacao relaciona-se com o
splicing J4 em outros organismos, cofomsophila ou Saccharomyces cerevisagsse
reconhecimento independe de proteinas do EJGspldang (Conti e I1zaurralde, 2005).

A iniciagcdo mecanismo de NMD depende da proteirtoef chave, hUpfl. Ela
forma um complexo com as proteinas hUpf2 e hUpf3Ene seguida é fosforilada
(Ansmant e lzaurralde, 2006). Este complexo triotéd a base da maquinaria de NMD.
Apoés a interacdo com hUpf2 e hUpf3 e fatores doptexo EJC, a proteina hUpfl &
recrutada para o mRNA com codon de terminacdo pteengdCTP) por meio de
interacbes com fatores de liberacEagase factorsda traducao (eRF1 e eRF3) (Ansmant
e lzaurralde, 2006). A montagem desse complexoipnoiéico promove a remocao do
CAP 5 do mRNA, e ele é degradado. Porém, apesaiadancos no estudo do processo
de NMD, ha ainda muito a ser esclarecido sobrdlaéincia real destas interacfes para
gue o mecanismo de NMD seja disparado, principaien&m eucariotos superiores
(Ansmant e Izaurralde, 2006).

A figura 2 mostra um esquema da interacdo das ipestedo EJC durante o

splicing o transporte nuclear do mMRNA maduro e tambémndeia mecanismo de NMD.
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Figura 2. Ligacdo funcional entre o splicing, o transporte do mRNA ndcleo-
citoplasmatico e o NMD, com a participacdo das prefnas do EJC.O EJC consiste de
proteinas que se ligam ao mRNA produzido no nugeosplicing Apds o transporte,
algumas prteinas do EJC permanecem ligadas ao n@N#\citoplasma, formando “marcas”
de splicingno mRNA. Apos o transporte, 0 mMRNA pode ser reeoitto pela maquinaria de
NMD se possuir um CTP (cédon de terminacdo preragterser posteriormente degradado.
Neste caso, ndo ha o desligamento das proteind&s)@oquando o ribossomo percorre o
MRNA para traduzi-lo. No caso de mRNAs normaigraseinas do EJC que permaneceram
ligadas ao mMRNA apds o seu transporte para o ago@ serdo removidas apds a passagem
do ribossomo para a sintese da proteina, sendpogteriormente havera a ligacdo de fatores
de terminacdo (eRFs) e da proteina hUpfl, um iraptet efetor do NMD. Esta ultima
proteina, se interagir com hUpF2 e 3, como ocome mRNAs com CTP, disparard o

mecanismo de NMD. Esquema adaptado de édiad, 2001.

Foram mostrados diversos aspectos funcionaisfddesdos introns e dgplicing
em diversas etapas do processo transcricional,edasrmacdo do pré-mRNA até a
degradacdo do mRNA maduro. Desse modo, pode-serigfee os introns funcionam
como elementos moduladores da transcricdo e samrtampes ferramentas na engenharia
de promotores para a construcdo de novos vetoraegpressdo em eucariotos com alta

eficiéncia.

1.2.2) Z-DNA

O DNA pode assumir trés conformacdes distintagiriad A, B e Z (figura 3). A
primeira conformacao ndo é encontrada naturalmegeeres vivos, e a hélice gira para a
direita, sendo necessarios 11 pares de base parhaju uma volta completa na hélice.
Geralmente observa-se o0 A-DNA guando ha poucascuma de dgua no meio para
interagir com a hélice ou em alguns complexos DNdétggna. O B-DNA é a forma mais
encontrada nos seres vivos, e também tem a ditkg@otacdo para a direita. Entretanto,
esta forma € mais longa e fina do que o A-DNA, isetlo-se de 10 pares de base para
gue se complete uma volta na hélice. O Z-DNA, adréoio das outras duas formas, tem
a orientacdo da hélice para a esquerda, e requeEré de base para que se complete uma
volta inteira na hélice. Este tipo ocorre geralraeqiando ha uma grande concentracao

ibnica no meio.
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Figura 3. Trés principais conformacfes assumidas feDNA. Da esquerda para a direita,
observa-se 0 A-DNA, o B-DNA (o mais encontrado seses vivos) e o Z-DNA. Figura
retirada do sitehttp://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirrimacleico em 20 de
dezembro de 2007.

A mudanca da conformacao B para a Z requer um srpefamento negativo da
molécula de DNA (Wolflet al, 1996). Outro fator que estabiliza a conformacadoZ
DNA ¢é a alta concentracao de sais em solucdo devigolucdo da repulsédo eletrostatica
entre os grupamentos fosfato (Blackburn e Gait5l98 Lim e Feng, 2005Além disso,

0 Z-DNA pode se formar quando ocorrem sequénciascéficas no DNA que mostrem a
alternancia entre purinas e pirimidinas. Nessaag#a, as bases puricas assumem uma
conformacacsin e as pirimidinas uma conformacanti em relacdo a pentose (figura 4)
(Wolfl et al, 1995 em Lim e Feng, 2005)
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Figura 4. Conformagéo espacial das bases nitrogerasl no DNA. Em “a” observa-se a
base guanina em conformacgéoti em relagdo a pentose. Em “b” pode ser verificada a
conformacéacsin da guanina em relagdo a pentose. Na conformagdom 2ZNA, as purinas
encontram-se na conformacsio, como se observa em “b”. O B-DNA, ao contrariocsqo as
purinas na conformacdo anti. Figura retirada, em d&2 dezembro de 2007, do site

http://www.personal.psu.edu/rch8/workmag/Struc Nigcl@cids Chpt2.htm

O tipo de seqUiéncia mais relatada na literaturargiie a conformacdo Z no DNA
€ a alternancia (G.g)Klysik et al, 1982; McLean e Weels, 1988; Peekal, 1982 e
Schrothet al, 1992). Entretanto, outras seqiéncias ja se mastrandutoras de Z-DNA,
como a repeticao (A.T)lanqueada por pequenas regides de até 5 repetighéG.C), a
repeticdo (T.G)e a repeticdo (A.GXMcLean e Weels, 1988). Apenas a repeticdo (A.T)
ao contrario, inibe fortemente a formagcdo do Z-DMAsmo em condi¢bes de grandes
torgbes negativas, sendo capaz de induzir a coafg@oncruciforme no DNA (McLean e
Weels, 1988 e McClellaet al, 1986).

Regides de Z-DNA ocorrem naturalmente no genomaudariotos. Entretanto,
pouco se sabe da funcdo biologica das ilhas de E-Didstes locais. Schroth e
colaboradores (1992) mapearam, por meio de um gmgrcomputacional, potenciais
sequéncias formadoras de Z-DNA no genoma humamiicaado que a maioria delas
encontrava-se basicamente em regibes que flanquaiaewtremidade 5 dos genes
avaliados, dentre eles o flactina, fator VII de coagulagéo, desmina e apglipteina A-

I. Na época, o genoma humano ainda ndo estava etmngendo que foram avaliados
apenas 137 genes completos. Devido a localizacssasleegifes proxima a promotores
de genes do cromossomo estudado, especula-se ZHRNA esteja relacionado com a

transcricdo do DNA.

Liu e Wang, em 1987, propuseram um modelo no gquaknte a transcricédo, a

topologia de dominios locais do DNA é dinamica,dmo o acimulo de tor¢do positiva a
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direita do aparato transcricional e torcdo negaéivasquerda (figura 5). No caso de
procariotos, a tor¢do positiva é anulada pela eaZdNA girase e a negativa € eliminada
pela DNA topoisomerase |. Mas em organismos conragpatranscricional mais
complexo, considera-se que a formacao de Z-DNA egides génicas especificas tenha
um importante papel na propria regulacédo da trag@xrfacilitando a abertura da fita e
anulando os efeitos de tor¢Bes negativas, vistoogidNA é estabilizado pelas tor¢des

negativas formadas pelo aparato transcricional.

Oowlia@)

Figura 5. Conformacdo adotada pela fita de DNA quaso h&d a movimentacdo do
aparato transcricional. “R” é o aparato transcricional, que se movimentadiracéo
indicada pela seta. A direita, ha um actimulo dearpositiva na molécula de DNA,
enquanto que a esquerda, observa-se um acumubocde hegativa. Figura retirada de Liu
e Wang, 1987.

Com isso, estudos verificando o real potencial etfiéncias formadoras de Z-
DNA modularem a expressao génica comecaram a sdéiza@os. Em 2002, Oh e
colaboradores estudaram a ativacao da trascricd@yem repérter df-galactosidase em
leveduras. Clonou-se a montante do promotor do gepm@ter um oligonuclotideo que
induz a formagdo de Z-DNA no plasmidio, fusionasdoao dominio de ativacdo da
proteina Gal4 o dominio de ligacdo a Z-DNA, conttec@omo Z. Quando este dominio
ligou-se a regido formada pelo oligonucleotidematip, a regido em Z-DNA proxima ao
promotor foi estabilizada, funcionando como a@nhancertranscricional e aumentando a
expressdo do gene reporter em estudo. O dominéoutm dominio de ligacdo a Z-DNA
presente na enzima Deaminase de Adenosina de RalAdpla double stranded RNA
adenosine deaminaseou ADAR1. (Hebert e Rich, 1996; Schaeteal, 1999, Kimet al,
1994). A caracterizacdo deste dominio ligante aNADoi importante para os estudos de
localizacdo de Z-DNAnN vivo, bem como a caracterizacdo de anticorpos que liecem
Z-DNA, como o Z22 (Sanford e Stollar, 1990; Andraadeal, 2000 e Brigido e Stollar,
1991).

Corroborando a tese de aumento da taxa de trafscgénica por meio da

formacdo de Z-DNA, um estudo abordou a ativacagelze CSF1dolony-stimulating
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factor 1) por meio de BRG1 (uma subunidade com atividad®dasIca que compde o
complexo BAF de remodelamento da cromatina por rdeionodificagbes nas histonas),
resultando na formacédo de Z-DNA na regido promoteste gene (Liet al, 2006).
Quando inativo, o gene CSF1 tem uma regido cofgdipor uma repeticdo TG, que fica
escondida no nucleossomo. Entretanto, a ativacdo BRG1 desestabiliza este
nucleossomo, ocasionando a formacao de uma regj@meida de Z-DNA. Porém, ndo é
a transcricdo ativa do gene que acarreta a formalghaZ-DNA, visto que essa
conformacdo ja é observada mesmo quando o genest@ieendo transcrito. A regido que
contém o Z-DNA se expande a medida que a transcoicarre. Experimentos mostraram,
ainda, que em construgdes génicas sem a repet@gweésente na regido promotora nao
se observou a formacao de Z-DNA.

Outro estudo mostrando a importancia biolégica dDNA na regulacdo da
transcricdo génica foi realizado por Wolfl e colasmres em 1996. Neste trabalho, os
autores demonstraram que o gene do hormonio liberdd corticotropina humano
(human corticotropin-releasing hormaonteem sua expressao dependente da formacao de
Z-DNA préxima a regiao do promotor. Isso foi veréido com a permeabilizacdo do
nacleo da célula estudada e o tratamento com uinogm que reconhece Z-DNA,
indicando a presenca desta conformacdo na regagcticional. Foi observado neste
trabalho que a inibicdo da transcricdo deste genmeaadicdo de dexametasona no meio
de cultura também inibe a formacao de Z-DNA nadegiroxima ao promotor (Wolét
al,1996).

Demonstrou-se que o0 Z-DNA esté associado a moduldgd@xpressao génica em
eucariotos. Desse modo, a adicdo de sequénciasiasule Z-DNA em regides proximas
a promotores é uma ferramenta importante na ca@dsirde vetores para expressao em

eucariotos.

1.3) Principais promotores utilizados em vetores pargressdo de proteinas
heter6logas em células de mamifero: o promotor d@nt&galovirus e o

intron A

Como descrito anteriormente, uma das alternatiaaa p controle da expressao
génica é a manipulacdo de promotores, ou sejapsiragao de promotores quimericos e
que possuem diversos elementos moduladores cothesodtos neste trabalho, os introns

e sequéncias indutoras de Z-DNA. Desse modo, umaafde se otimizar a expressao de
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proteinas heterélogas em eucariotos, como por dreram células de mamiferos, é
construir vetores plasmidiais que contém os promstengenherados.

Dentre os principais promotores utilizados na cogéb de vetores para expressao
em células de mamifero, destacam-se o promotoivd®,2lo virus do Sarcoma de Rous
(RSV), do horménio de crescimento bovino (BGH) @ecCitomegalovirus (CMV) (Xet
al, 2001). Neste trabalho, foram testadas diversas ioages destes promotores com
enhancersde CMV e de SV40, e sinais de poliadenilagdo deHB&SV40 em trés
linhagens de células de mamifero distintas. Desdreombinacdes de elementos usadas,
as melhores em praticamente todas as células dasiftaram aquelas com o promotor e
enhanceide CMV (Xuet al, 2001).

Um dos promotores mais comumente utilizados emteaiiees de vetores de
expressao em células de mamifero € o promotoritgngi do citomegalovirus (CMV).
Paradoxalmente, apesar da lenta replicacao enrasiitelulares e no préprio hospedeiro,
estes virus possuem um dos promotores mais faugticando-se a sua utilizacdo ubiqua
nos vetores de expressao de células de mamifarskiSt1999). Este promotor contém
ainda, na regido 5, um elemergnhancey contendo diversas regides regulatoriascesn
como por exemplo, quatro sitios de ligacdo ao fatoclear 1 (NF1l)em tandem
(Champmaret al, 1991), além de sitios para AP1, CREB/ATF e ®B-(Stinski, M.F.;
1999).

O promotor de CMV e seenhancerdirigem a expressao do gene Imediatamente
Precoce de CMV (IE), que codifica proteinas quedigpam das vias de replicacdo do
virus. O gene sofrsplicing alternativo, originando diversas proteinas querfaparte do
ciclo de replicacédo viral. Ele é constituido paexbns e 3 introns, sendo que o maior dos
introns, o intron A (IA), possui um sitio de ligaca NF1, mais forte que os 4 presentes no
promotor (Champmaet al, 1991; Hennighausen e Fleckenstein, 1986). Neg&smno
estudo, observou-se que o IA possui ainda um bitim6logo ao elemento regulador
interno do gene da troponina I, um elemento simalarm enhancer Além disso, este
intron pode também funcionar como sitio para achgade outros fatores de transcricdo
(Champmaret al, 1991). Desde entdo, ndo foram mapeadas no iAtrmovas regides de
ligacdo a outros fatores de transcricdo, sendoapeeas o estudo de Ghazal e Nelson
(1991) indicou que h& a ligacdo de proteinas néptilicadas no exon 1 do gene. Na
figura 6 observa-se a representacdo esquematiqgaotaotor do CMV, oenhancera
montante do promotor e o IA flanqueado pelos detne do gene. Os sitios de restricdo

mais importantes para este trabalho também foraickeesiados na figura, além das
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regibes dos sitios de ligacdo a NF1, tantenbancerquanto no IA. Nesta contrucéo, o
exon 1 corresponde a regidao 5’UTR do mRNA corredpote ao gene IE1. Ha ainda
apenas parte do exon 2 (que contém o AUG corregpb&@o inicio da traducédo), que

possui originalmente aproximadamente 200 pb

Hind TIT
Ssp I Bg/ IT SspI * ‘
L |
Enhancer  **** | PROMOTOR
7\ 7\
1° Exon (100 Pb) Inicio do 2° Exon (40 pb)

Figura 6. Esquema do promotor completo de CMVY O enhancercom os 4 sitios de NF1
(*), o primeiro e o segundo exon e o intron A, oionaintron deste gene, com
aproximadamente 800 pb, podem ser observados ma fiQ) intron A possui ainda o sitio
mais forte de ligacéo a NF1, representado por.(As)setas vermelhas indicam os sitios de
splicing, sendo que a primeira seta evidencia o sitio doadarsegunda o sitio aceptor de

splicing.Os sitios de restrigdo utilizados para a clonagestedoromotor foram evidenciados.

Diversos grupos de pesquisa utilizaram o IA comess@ em suas construcoes,
comparando niveis de expresséo de diversas prete@npresenca e auséncia do intron. Ja
se sabe que a adicdo de introns em contrucbesagéhicapaz de aumentar os niveis de
producao de proteinas por diversos mecanismosgdos nesta introducdo Desse modo,
alguns dos estudos realizados foram a andliseftassédo de anticorpos (Xéaal, 2006),
do fator VIII humano de coagulacédo e da gp120 dé (@hampmaret al, 1991), além de
proteinas reporteres, como a luciferase €Kal, 2001). Estudos determinando o potencial
de modulacdo da expressdo génica utilizando fotmeagsadas do intron A ainda s&o
bastante restritos, havendo apenas pedidos detgmiggs novas construcoes (Missha e
Shupisu, 2007). Como o grupo de Imunologia Molecdk Universidade de Brasilia ja
utiliza o promotor de CMV nos vetores para expressa células de mamifero (Ruggiero,
2002; Campos-da-Pat al no prelo), o intron A foi escolhido como objete dstudo

deste trabalho.
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1.4) A producéo de proteinas recombinantes ema=ll¢ mamifero

Em 1986 foi produzida a primeira proteina recomti@aom fins terapéuticos em
células de mamifero, a proteina ativadora de plasgénio tissular humanayman tissue
plasminogen activatdr(Wurm, 2004). Atualmente, 60 a 70% de biofarmaegsoteinas
com interesse comercial sdo produzidos em céla@asainifero. Isso porque as células de
mamifero tém caracteristicas fisiolégicas mais laimes aos humanos do que células de
leveduras ou dé&. coli. Desse modo, a existéncia de processos como iHcas de
proteinas, fosforilacdo, formacdo de pontes-dissulfe outras modificacbes pos-
traducionais tornam a producdo de proteinas coereisge comercial mais viavel em
células de mamifero do que em outros tipos celsll@iairm, 2004).

O tipo celular mais utilizado até entdo para tams fé a linhagem parental
imortalizada de células de ovario damsterchinés Cricetulus griseus (CHO), sendo
gue inclusive a proteina ativadora de plasminogéssular humana foi produzida nesta
linhagem. Essas células séo epiteliais, tém a togréofibroblastdide e sdo aderentes ao
material plastico onde séo cultivadas. Um subcldadinhagem parental de CHO foi
estabelecido por Puck e colaboradores em 1958. gegstalacdo celular deu origem a
sublinhagem CHO-K1. Uma das caracteristicas degtagem é a auséncia do gene para a
sintese de prolina, sendo necessaria sua adicateitode cultura. Ja se produziu neste
tipo celular diversas proteinas visando aplica¢éesacoldgicas e industriais, como pode

ser observado na tabela 1.

Tabela 1. Relacdo de proteinas terapéuticas produtzis em CHO.

Proteinas com fins comerciais produzidas em CHO Referéncia
Calicreina 9 humana Memat al (2006)
Eritropoietina humana Restelket al (2006)
Anticorpo anti-IL2 Shet al (2005)
Glicoproteinas do virus da herpes B Perelyginat al (2005)

Fator VIII humano Yonemuraet al (1993)
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Atualmente, utilizam-se outros tipos celularesapar producdo de proteinas
heterdlogas com fins terapéuticos. Dentre eledadese a linhagem HEK293, derivada
de células embrionarias de rim humano transformadaso DNA de adenovirus tipo 5
(Graharet al, 1977). Esta linhagem é utilizada principalmerdeam expressao transiente
de proteinas de interesse, como a glicoproteinanembrana do retrovirus HTLV-1
(Penteadoet al 2006). Outro tipo celular utilizado para trangfex de plasmidios
contendo proteinas de interesse € a linhagem Hap2arcinoma hepatocelular humano
que nao contém o genoma do virus da hepatite Bwlascet al, 1980). Estas células
podem ser utilizadas para a expressao em larglekc&VIIl recombinante, visto que ha
indicios da melhora de sua produgdo quando sépadiis linhagens celulares hepéaticas
(Picancoet al, 2007). Por fim, a linhagem celular denominada &O& também uma
hospedeira de transfeccdo largamente utilizadaa Hshagem celular fibroblastoide,
oriunda do rim do “macaco verde” africanGefcopithecus aethiopsé derivada da
linhagem CV-1 que foi transformada com um mutaet&d40 que codifica o antigeno T
(Gluzman, 1981). As células COS-7 sdo geralmentellddas para a transfeccdo de
vetores que requeiram a expressao do antigenaqienontenham o promotor de SV40.

Desse modo, h&4 no mercado varias opcoes de linbaggulares para a melhor
producdo das diversas proteinas com interesse ciamdestudos massivos visando a
otimizacdo da expressao génica nestes tipos cetularam feitos desde a década de 80,
culminando em producdes de quantidades signifeatide proteinas comerciais. Um
exemplo € a producdo em 1986, que tinha um rendamée 50 mg/L de proteina
recombinante. Quatorze anos depois, ja se conseguig@ndimento de 5g/L de proteinas
(Wurm, 2004), um avanco significativo que tornopraducdo em células de mamifero
um negdécio mais viavel. Entretanto, um dos prinsigdstaculos para a utilizacdo das
células de mamifero em cultura como hospedeirgsraigucdo ainda é o alto custo para
producdo em larga escala quando se compara com daigiroducdo em leveduras e em
E. coli. Para isso, pesquisas buscando o desenvolvimemtovds métodos para melhorar
0s niveis de producédo de biofarmacos e tentar zdimessa relacdo de custo-beneficio
estdo sendo realizadas, para que deste modongeti patamar de producao industrial.
Alguns j& descritos sdo: a mudanca da temperatucaltivo das células (Skt al, 2005),
adicdo de compostos quimicos no meio de culturapoo butirato de sédio (Sureg al,
2005) e derivados de aminoéacidos (Chastgal, 1999); a melhora da eficiéncia de
transfeccéo e a engenharia dos vetores de expneasfiaélulas de mamiferos. Dentro da

engenharia de vetores de expressdo, a principabdmiegia para a otimizagdo da
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expressdo de transgenes em células de mamiferst@mgnte o melhoramento de
promotores por meio da inser¢cado de elementos camaastrados neste trabalho, como

introns e sequéncias indutoras de Z-DNA.

1.5) Modelo Experimental

O grupo de Imunologia Molecular trabalha com a pgd® de proteinas
heter6logas em células de mamifero desde 2001,0squé ja foram produzidos
anticorpos humanizados de interesse comercial amranti-CD18, anti-Z22 (Ruggiero,
2001) e anti-CD3 (Hernandez Silva, 2008 — em peayéar), e também fatores plasmaticos
humanos, como o fator VIl e IX (Campos-da-Razal no prelo). Todos os vetores que
albergam estes genes contém o promotor de CMV psesig nosso modelo de estudo.
Desse modo, sdo necessarios estudos para buso@ntde que, ao modificar este
promotor, possam otimizar a expressao das protek@essas pelo grupo, para que elas

possam futuramente ser produzidas em larga esaaapmercializacao.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a caraetgiiz e o estudo do intron A de
CMV e de sequéncias indutoras de Z-DNA, no contdrtpromotor do gene IE de CMV,
como elementos moduladores da expressao génicafemrantes linhagens de células de

mamifero.

2.1) Abordagem experimental

Para que o objetivo central fosse alcancado,zggaln-se as seguintes etapas

experimentais:

1 — Clonagem do promotor de CMV, com e sem o in&pno vetor pGL4.14 (Promega)

gue contém o gene reporter da luciferase.

2 — Geragdo de formas variantes e inovadoras donirk por meio de delegbes em
determinadas regides do elemento.

3 — Remocéao da regidao 5’do promosémtiancerde CMV com intron A, e nesta regiao

clonagem das sequéncias indutoras de Z-DNA Z1, &3 @ntrole Z5.

4 — Transfeccao transiente das construcdes citadasm em CHO-K1, HepG2, COS-7 e
HEK-293 para a mensuracao da atividade da luce#erss construcdes com as sequéncias

indutoras de Z-DNA foram analisadas apenas em CHO-K

5 — Clonagem do gene que codifica o fragmento deaapo scFv anti-Z-DNA Z22
contendo uma sequéncia codificadora de um sinalodaizacdo nuclear (NLS) e a

proteina A e His-TAG como elementos para a detee¢gdolamento da proteina.

6 — Producéo de clones estaveis com as constregdésndo as sequéncias indutoras de
Z-DNA e co-transfeccdo da construcdo codificadarafrdgmento de anticorpo anti-Z-
DNA com NLS.
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7 — Mensuracao dos niveis de producdo de mRNAdifeiase de vaga-lume das diversas
construcdes por meio de qPCR.

8 — Anadlise dasplicingdas variantes deletadas do intron A de CMV poordeiRT-PCR.



25

3. MATERIAS E METODOS

3.1) MATERIAIS
3.1.1) Linhagens bacterianas

As linhagens da bactérigscherichia coliutilizadas para os procedimentos de

clonagem neste trabalho sdo destacadas a segtémjente com o seu genotipo:

e XL1-blue (Stratagene)ecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl[Ric
proAB lacgZAM15Tn10 (Tetr)]. Os genes listados indicam alelos mutantes.

« DH5a: FlendAlhsdR1Tr« mk*) supE44thi recAl gyrA(Nal) relAl D(laclZYA-
argF)U169 deoR K8QdlacD(lacZ)M15) Os genes listados indicam alelos
mutantes.

» XL10-gold (Stratagene): T&(mcrA)183 D("'CB-hsdSMR-m)i73 endAl
SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lddte [F” proAB lackZzDM15 Tn10 (Tet)
Amy Canl]. Os genes listados indicam alelos mutantes. lifstagem deE. coli
foi desenvolvida para a transformacdo de moléaildaBNA grandes, e com alta

eficiéncia.
3.1.2) Linhagens de células de mamifero

Para a transfeccdo das construcoes de DNA plasnubislas neste trabalho,

foram utilizadas as seguintes linhagens de cétldaramifero:

e CHO-K1 (ATCC n°CCL-61): linhagem celular derivada délulas epiteliais de
ovario dehamsterchinés Cricetulus griseus As células foram cultivadas em
meio HAM-F12 (Hyclone) contendo soro fetal bovir@-8) a uma concentracéo
de 10% (v/v).
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e COS-7 (ATCC n°CRL-1651): esta linhagem celular évpniente de células
fibroblastéides do rim do macaco verde africa@@r¢opithecus aethiopsAs
células foram cultivadas em meio DMEM (GIBCO) comte SFB a uma

concentracdo de 10% (v/v).

« HEPG2 (ATCC n°HB-8065): esta linhagem celular é ivédela de um
hepatocarcinoma celular humano. As células foraftivadas em meio RPMI-
1640 (GIBCO) contendo SFB a uma concentracéo de(¥086

« HEK-293 (ATCC n°CRL-1573): € uma linhagem derivadia células de rim
embrionario humano que contém o genoma do adersowba 5. As células foram
cultivadas em meio DMEM (GIBCO) contendo SFB a wuacentracdo de 10%
(VIV).

Todas as linhagens celulares utilizadas nestelti@lsao linhagens aderentes.

3.1.3) Plasmidios utilizados nas clonagens e teotgies

- pGL4.14 (Promega) (figura 7a).este vetor comercial possui o tamanho de 5,8
kb, e foi utilizado como arcabouco para a clonagenodos os promotores construidos
neste trabalho. Ele apresenta o gene reporter déerhse de vaga-lume lu¢ 2),
controlado pelos promotores desenvolvidos nestmltta, um sinal de poliadenilagao
sintético, e a marca de resisténcia a higromicinaeBdo que este gene tem a expressao

controlada pelo promotor de SV40.

- pCMVLacl (Stratagene) (figura 7b): este vetor de 8 kb foi utilizado nos
procedimentos de clonagem do promotor de CMV ca@®ane intron A no vetor pGL4.14.
Ele possui o promotor completo de CMV (cemhancere intron A), o gendacl, o sinal
de localizagcéo nuclear (NLS) de SV40 (para queodlyto do gendacl seja direcionado

para o nucleo), marca de resisténcia a higromBjraigem de replicacdo puUC g f

- pPGEM-T Easy (Promega):este vetor comercial possui o tamanho de 3,15 kb, e

foi utilizado para a clonagem de produtos de PCBoristituido pelo promotor T7 e SP6,
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multiplos sitios de clonagem, geakacZ, gene dgi-lactamase, origem de replicacdo de

fago (f ori) e origem de replicagéo plasmidial.

A B urnpici”inL - 'lﬂ .

Safl 2624 d 7
n pUC oriy

é pCMVLacl
TK pA/ 8.0 kb

pGLA. 14[fwe2/ Hygro]
Vector

Svig eary  (SE4H10P)
enhancer,
promotar 52 |'1ygrorw,rcir1J

2018 BamH 1—%

SV4D late
Fatyia) signal

AmeA

Figura 7. Mapas dos vetores utilizados para as clagens do promotor com e sem intron
A. No painel “A” esta representado o esquema do \@&ir 4.14 (Promega, figura retirada
do sitewww.promega.cof) utilizado como arcabouco das novas contrucoegraeotores
de CMV para a andlise da atividade do gene repdatéuciferase. Em “B” observa-se o vetor
pCMVLac | (Stratagene, figura retirada do sie/w.stratagene.condo qual retirou-se o

promotor com e sem intron A para as clonagens.

- pGL4.73 (Promega) (figura 8):este vetor comercial tem o tamanho de 3,9 kb, e
foi utilizado neste trabalho para co-transfecc@aes o vetor contendo o gene da luciferase
de vaga-lume. Ele possui 0 gene reporter da laséedeRenilla (hluc) controlado pelo
promotor de SV40 e o sinal de poliadenilacao taméérgVv40.

- — Synthatic poky(A)
f’ b signaltranscriptional
= pausa sita (for

Amp" background reduction)
)
)
|
III
|
=1
pGLA. T3[R e SV40] |
Vector
(Z321bp)
1705 |5al |
1o i N
240 late W40 aarly
palby{A) sigral hAlue enhancer/pramotar
. - ;

Figura 8. Mapa do vetor pGL4.73 (Promega)Este vetor foi utilizado para a co-transfeccéo
com as demais construcdes feitas neste trabalha, quee desta forma a atividade da
luciferase seja aferida como uma relacdo entretigiglaades da luciferase de vaga-lume

(construcbes testadas) e Benilla (vetor pGL4.73). Esta figura foi retirada do sda

Promegayww.promega.con
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- pPMACIA (figura 9a): este vetor de aproximadamente 5,5 kb foi constrp@o
Hernandez Silva em 2007 durante sua dissertacanedgado. Ele é derivado do vetor
PMAC (Ruggiero, L. A, 2001 — dissertacdo de mestygukla substituicdo do promotor

minimo de CMV pelo promotahhancerde CMV com intron A.

- plgl6 (Brigido et al, 1993) (figura 9b):este vetor de 4,1 kb possui 0 gene que
codifica do fragmento de anticorpo na forma scF2,48n anticorpo anti-Z-DNA. Ele foi
utilizado como substrato para a reacdo de PCR gueita a introducdo da sequéncia
codificadora de NLS no gene do fragmento de argxora forma scFv (do inglé&sngle
chain variable fragmentZ22 anti-Z-DNA.

A BanH | B

Nhel —I 3

Smal 168

SV40-polyA

PMACIA
5500 pb

pCMV
NeoI 214

bla

Figura 9. Mapas dos vetores pMACIA e plgl6, utilizdos para a construcdo do pMACIA
Z22 NLS. No painel A esta representado o esquema do mapatdo pMACIA, onde foi
clonado o gene do scFv de Z22 com NLS. O vetor@lgiilizado para a amplificacdo do
produto correspondente ao scFv Z22 com NLS, eststrattm no painel B. Os sitios de

clonagem no vetor pMACIA estéo evidenciados em edtm



3.1.4) Meios de cultura

- Cultura de bactérias

LB (Luria-Broth)
Peptona de Caseina
Extrato de Levedura
NaCl

pH 7,2

LB-agar

Adicionar agar bacteriologico a uma concentragaal fie 1,4% (p/v).

SB (Super-Broth)
Peptona de Caseina
Extrato de Levedura
MOPS

pH 7,0

SOB

Peptona de Caseina
Extrato de Levedura
NacCl

KCI

HO gsp

pH 7,0

SOC (100 mL)

Solucéo estoque de KgeM
Solugéo estoque de glicose 2M
Meio SOB

1,0%(p/v)
0,5% (p/v)
1,0% (p/v)

3,0% (p/v)
2,0% (p/v)
1,0% (p/v)

209
39
0,584g
0,1869
1L

ImL
1mL
98mL

29



30

Estoque de Magnésio 2M

MgSQO,.7H,0O 24,659
HO qsp 100mL

Estoque de Glicose 2M
Glicose 26,04g
H.O qsp 100mL

Os meios de cultura para bactéria foram autoclas/pdo 15 minutos a 120°C.

Para a cultura das linhagens de células de mamifdimadas neste estudo, foram
utilizados os meios de cultura HAM-F12, DMEM e RPM#40. Todos esses meios de
cultura apresentam uma composi¢do quimica bastaotaplexa, contendo sais
inorganicos diversos, vitaminas, aminoacidos eosutompostos, como piruvato de sédio.
Desse modo, todos os meios para cultura de cétldamamiferos foram adquiridos
prontos (em pO) para serem posteriormente dissidwan agua, sendo necessaria apenas
a adicdo de determinada quantidade de bicarbonatsodio (agente tamponante)

dependendo do tipo de meio.

HAM-F12 (Ham’s Nutrient Mixture F-12)
Dissolver o contetdo do pacote em 1L de agua ddatié acrescentar 1,176g de

bicarbonato de sodio.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Dissolver o conteudo do pacote em 1L de agualaeéstie acrescentar 3,7g de

bicarbonato de sodio.

RPMI-1640

Dissolver o conteudo do pacote em 1L de agua ddatie acrescentar 2g de
bicarbonato de sadio.

Os meios de cultura foram filtrados com filtro Mibbre de 0,2@2m para

esterilizacéo e o pH foi ajustado com NaOH 2M paga



Meio de Congelamento de Células

DMEM
Soro Fetal Bovino 20% (v/v)
DMSO 5% (v/Vv)

3.1.5) Solucdes

- Solucdes utilizadas para cultura de células

BSS (Solucéo Salina Balanceada) — GIBCO

NacCl 89
KCI 0,49
CaCb 0,014g
MgSO,. 7H,O 0,098¢g
NapHPO, 0,048g
KH.PO, 0,069
Glicose 1g
Vermelho de fenol 0,019
H.O qsp 1L

pH 7,3

BSS.CMF (Solugéo Salina Balanceada sem Célcio e Meggio) — GIBCO

NacCl 89
KCI 0,49
NaHPO, 0,048g
KH,PO, 0,069
Glicose 1g
Vermelho de fenol 0,019
H.O qsp 1L

pH 7,3

Soro Fetal Bovino (GIBCO)

Foi adicionado aos meios de cultura na concerarded 0% (v/v).
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Tripsina-EDTA (GIBCO)

Tripsina 2,59
EDTA 0,389
BSS.CMF  gsp 1L
pH 8,0

Azul de Tripan
Corante Azul de Tripan 400mg
PBSpH 7,2 qsp 100mL

Reagente de transfeccado Lipofectamine 2000 (Invitgen, P de catadlogo 11668019)
E um lipideo catidnico cuja formulacdo especifimermite a transfeccdo de

diversas linhagens de células de mamifero, conpode observar neste trabalho.

- Solucdes utilizadas para extracdo de DNA

Solucéo |

Tris-HCI pH 8,0 25mM
EDTA pH 8,0 10mM
Glicose 50mM

Quando necessario, adicionou-se a esta solugcdos®&MAem uma concentracao
final de 20@ug/mL.

RNAse A
RNAse A 10mg/mL

A enzima é dissolvida em 10mM Tris-HCI pH 7,5 en\ de NaCl. Esta solucéo
foi fervida por 15 minutos para a inativacdo de BN# contaminantes e em seguida
resfriada lentamente até que fosse atingida a tetypa ambiente. Depois, foram feitas

aliquotas estocadas a -20°C.



Solucéo Il
NaOH
SDS

Solucéo llI
Acetato de Sédio

Acido Acético Glacial

Etanol 100%
Etanol 100% (v/v)

Etanol 70%
Etanol 70% (v/v)

Acetato de Amonio

Acetato de Amonio

Acetato de Sddio
Acetato de Saodio

pH 5,2

Clorofane

Fenol (equilibrado em pH 7,6)
Cloroférmio
B-Mercaptoetanol

Hidroxiquinolina

Equilibrado com igual volume de Tris-HCI 0,01M e 8,0.

Clorofil
Cloroférmio

Alcool Isoamilico

0,2M
1,0% (p/v)

3M
2M

7,5M

3M

1v
1lv
0,02%
0,1%

24v
1v

Equilibrado com 0,25v de tampéao TE

33
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Tampéao TE

Tris-HCI pH 8,0 10mM
EDTA pH 8,0 1mM
Tampao Tris

Tris-HCI pH 8,0 10mM
Glicogénio

Glicogénio 20mg/mL

- Solucdes para preparo de células competentes arisformacao

CaCl,
CaCb a uma concentracdo de 50mM, dissolvido em agudladse filtrado com
filtro Millipore de 0,22im

CacCly/glicerol
CaChb a uma concentracdo de 50 mM contendo 15% de dlli¢efv) para o
congelamento de células competentes para choguéceerA solucéo foi filtrada com

filtro Millipore de 0,22um.

Solucéo de Glicerol
Glicerol 10% (v/v)

Solucédo de X-Gal

Solu¢do de 5-bromo-4-cloro-3-indofitb-galactosideo (X-Gal) dissolvido em
N,N-dimetilformamida em solucdo estoque de 2,5%ug@m armazenada a -20°C e
protegida da luz. Usada no meio de cultura na pgdoode 1:100.

Solucéo de IPTG
Solucéo de isopropil-ti-D-galactosideo (IPTG) dissolvido em agua em saluca
estoque de 100 mM e esterilizado por filtracdo eembrana Millipore de 0,22m. Usada

no meio de cultura na proporgéo de 1:1000.
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- Solugdes para preparo de gel de agarose

Tampao de corrida para gel de agarose (TEB) 10X

Trizima-base 0,89M
Acido Boérico 0,89M
EDTA 0,02M

pH 8,0 a 8,4

Tampao de corrida para gel de agarose (TAE) 50X

Tampao Tris-acetato 2M
Trizima-base 2429
Acido Acético Glacial 57,1mL
EDTA pH 8,0 0,05M

Tampao de Amostra para gel de agarose

Tampao de corrida TEB 10X 50% (v/v)
Glicerol 50% (v/v)

Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno Cianol 0,1% (p/v)

Brometo de Etideo
10mg/mL dissolvidos em agua e protegidos da luz.

3.1.6) Antibioticos

Ampicilina

A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em aglestilada na concentracéo de 20
a 50 mg/mL. ApOs a ressuspensdo, ela foi estatdizpor filtracdo em membrana
Millipore de 0,22um. Apds a filtracao, ela foi estocada a -20°C dggida da luz. Este
antibiético foi utilizado como marca de selecacapalasmidios transformados em células
deE. coli
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Tetraciclina

A tetraciclina liofilizada foi ressuspendida enuaglestilada na concentragdo de
50 mg/mL e esterilizada por filtracdo em membrandligdre de 0,22um. Apos a
filtracdo, ela foi estocada a -20°C e protegiddudaEste antibidtico foi utilizado para a
semeadura e manutencdo de céliasoli das linhagens XL1-blue e XL10-gold, que
possuem o gene de resisténcia a esse antibiotico.

Cloranfenicol

O cloranfenicol liofilizado foi ressuspendido enaratl 100% na concentragdo de
50 mg/mL e esterilizado por filtracio em membrandlipdre de 0,22um. Apods a
filtracdo, ele foi estocado a -20°C e protegidduda Este antibiético foi utilizado para a
semeadura e manutencao de ceélilasoli da linhagem XL10-gold, que possui o0 gene de

resisténcia a esse antibioético.

Higromicina

A higromicina liofilizada foi ressuspendida em aglestilada na concentracdo de
40 mg/mL e esterilizada por filtracdo em membraniflipgdre de 0,22um. Apds a
filtracdo, ela foi estocada a -20°C e protegidduda A higromicina foi utilizada para a
obtencdo de clones estaveis de construcfes conérsegsl indutoras de Z-DNA na
linhagem CHO-K1.

Antibiético/Antimicético 100X (GIBCO)

Penicilina 10.000U
Estreptomicina 10.00@
Anfotericina B 2hg/mL

Preparada em 0,85% de salina

Solucéo utilizada como antibacteriano e antimemdtjue foi adicionada aos meios

de cultura das células de mamifero, na concentrfagadl X.
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3.1.7) Materiais e solugbes para a mensuracao dadatde da luciferase

Para os ensaios de atividade da luciferase reabzatilizou-se o kit comercial da
PromegaDual-Luciferase Reporter Assay Systen{n® de catalogo E1910). Ele contém
0S seguintes componentes:

- Luciferase Assay Buffer (tampé&o de ensaio ddduase)

- Luciferase Assay Substrate (produto liofiliza¢g)bstrato de ensaio da luciferase)
- Stop and Glo Buffer (tampé&o Stop and Glo)

- Stop and Glo Substrate 50X (substrato Stop andl Gl

- Passive Lysis Buffer 5X (tampéao de lise passiva)

Além dos reagentes fornecidos pelo fabricanteufitizado PBS na concentracdo
final 1X. Para isso, foi preparado um estoque Ifi foi em seguida autoclavado, com a

seguinte formulagao:

PBS 10X

NaPO, 11,59
KH,PO, 29
NacCl 80g
KCI 29
pH 7,4

3.1.8) Materiais e solugdes para extracao de RN& tte CHO-K1

Todos os reagentes e materiais foram manipuladasoadicoefkNAse free

- DEPC (dietil pirocarbonato)

Preparar solucéo estoque a 1% (p/v).

- Cloroférmio
Foi aliquotado no momento da extracdo em tubos$ipido Falcon, devido a sua

volatilidade.
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- Isopropanol
Este reagente foi estocado em um tubo Falconposerathipulado com luvas para

gue nao fosse contaminado com RNAses.

- Etanol 100%
Etanol 100% manuseado com luvas e estocado entipgbBalcon.

- Etanol 75% (v/v)
Etanol 100% 75mL
Agua destilad&®NAse free 25mL

- Acetato de Saodio
Acetato de Sédio 3M
pH 5,2

Este reagente foi manuseado com luvas e dissodvidagua MiliQ RNAséree

- Plasticos e vidrariasRNAse free

As vidrarias foram incubadas a uma temperature8@éCLdurante a noite para que
ficassem livres de RNAses. As caixas das pont@rasitros materiais plasticos foram
incubados com DEPC a 0,01% a 4°C durante a nogptesteriormente autoclavados para a

remocao do reagente residual.

- Agua RNAse free
Agua destilada
DEPC 0,01% (V/v)

Apos a mistura, autoclavar a 120°C por 15 minutos.

- Materiais para preparo de gel de agarosBNAse free

A cuba de eletroforese, os pentes e a forma ddogain tratados com DEPC a
0,1% (v/v) durante 1 hora (temperatura ambiente)aadl°C durante a noite. Apos este
periodo, os materiais foram lavados exaustivamente dgua MiliQ para a remocédo do
DEPC. O tampao TEB foi preparado com a mesma f@rohda anteriormente, sendo
que foi preparado com agiRiNAse freeToda a vidraria e espatulas necessarias para a

pesagem da agarose foram incubadas a 180°C darantte. O tamp&o de amostra para a
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corrida do gel e o brometo de etideo também forapgpados com a mesma formulagéo
ja descrita, sendo que a agua utilizadeRNase free

3.1.9) Tampdes de reacao

- TampOes de Endonucleases de Restricao da BiolgbEB) 1X

NEBuffer 1

Bis-Tris-Propano-HCI 10mM
MgCl, 10mM
DTT 1mM
pH 7,0

NEBuffer 2

Tris-HCI 10mM
MgCl, 10mM
DTT 1mM
NaCl 50mM
pH 7,9

NEBuffer 3

Tris-HCI 50mM
MgCl, 10mM
DTT 1mM
NacCl 100mM
pH 7,9

NEBuffer 4

Tris-acetato 20mM
Acetato de Magnésio 10mM
Acetato de Potassio 50mM
DTT 1mM

pH 7,9
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- TampoOes de reacéo da GIBCO 1X

REACT 2

Tris-HCI 50mM
MgCl, 10mM
NaCl 50mM
Espermidina 25mM

- Tampéo de reacao da enzima Fosfatase Alcalina @amarao (SAP) — Promega 1X
Tris-HCI 50mM

MgCl, 10mM

pH 9,0

- Tampé&o de Reacdo da Enzima T4 DNA Ligase — Promed X

Tris-HCI 30mM
MgCl, 10mM
DTT 10mM
ATP 1mM
pH 7,6

- Tampé&o de Reacdo da Enzima T4 DNA Ligase — Inviigen 1X

Tris-HCI 50mM

MgCl, 10mM

ATP 1mM

DTT 1mM

Polietileno Glicol (PEG)-8000 25% (p/v)

pH 7,6

- Tampéo de Reacédo da Taq DNA Polimerase CENBIOT/RE0X
Tris-HCI 0,1M

KCI 0,5M

BSA 0,1% (p/v)

Na PCR foi adicionado cloreto de magnésio para conaentracao final de 1mM.
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- Tampao de Anelamento de Oligonucleotideos

Tris-HCI 1M
MgCl, 100mM
pH 7,6

- Tampé&o de Reacdo da DNAse | RNAdeee 10X (Promega)

Tris-HCI pH 8,0 400mM
MgSOy 100mM
CaCb 10mM

- Stop Solution da DNAse | RNAsdree 10X (Promega)
EGTA pH 8,0 20mM

- Tampé&o de Reacédo da Transcriptase Reversa (5X RBuffer) (Invitrogen)

Tris-HCI pH 8,3 250mM
KCI 375mM
MgCl, 15mM

- Outros componentes de reacéo

Mistura dNTP: com dGTP, dATP, dCTP e dTTP na concentragcdo deM@ada.
Albumina Sérica Bovina (BSA):10 mg/mL (100X)

MgCl,: 50 mM, utilizado nas reacfes de PCR (concentragdbde 1 mM)

DTT: 0,1 M, utilizado nas reacdes de transcricdo revesisasoncentracao final de 0,01M.
RNAse OUT (40 U/uL): um inibidor de RNAse para as reacdes de sirteseDNA.

3.1.10) Enzimas

- Enzimas de Restricédo
Biolabs

Bgl Il (10U/ulL)

Hind III (10U/pL)
Sacll (20U/uL)
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Miu | (10U/uL)
Sspl (5U/uL)
Xcml (5U/ul)
BsiE | (10ULL)
Bsd Il (20U/uL)

- Outras enzimas

Invitrogen

T4 DNA Ligase (1UdL)

Fragmento Klenow da DNA polimerase (0,nUY
Superscript I (transcriptase reversa) (20QU)

Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (2X) (Ing#ro — numero de catalogo
11733046)

Este mix contém a enzimlaaq Platinum além do corante SYBR Green, Mg@l
mM, 400uM de dATP, 400uM de dCTP, 40uM de dGTP, 80QuM de dUTP,uracil
DNA glicosilaseUDG), estabilizadores e outros reagentes naccégpelos. A presenca
da enzima UDG previne a reamplificacdo de prodd®®CR entre os passos da reacao,
permitindo apenas a amplificacdo de seqUénciasgdwninas. Esta enzima € inativada

pelas altas temperaturas durante a ciclagem da PCR.

Promega

T4 DNA Ligase (1UdL)

Fosfatase Alcalina de Camaréao (SAP) (ly/
DNAse | RNAsefree (1U/ uL)

CENBIOT/RS
Taq DNA polimerase (2L)
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3.1.11) Marcadores de massa molecular de DNA

1 kb plus DNA LADDER (Invitrogen — numero de catalgo 10787018)
Fragmentos de DNA em pb: 100, 200, 300, 400, 580, 850, 1000, 1650, 2000, 3.000,
4000, 5.000, 6.000, 7000, 8000, 9000, 10.000, 1,10POO00.

High DNA Mass LADDER (Invitrogen — niumero de catalgo 10496016)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb d®d®. 6.000, 4000, 3.000, 2000 e
1000. Quando se utiliza gdL do marcador, correlaciona-se as bandas ja citaolasas
seguintes massas: 200, 120, 80, 60, 40 e 20 mpa@smmente.

Low DNA Mass LADDER (Invitrogen — namero de catalog 10068013)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de02a@200, 800, 400, 200 e 100.
Quando se utiliza 4L do marcador, correlaciona-se as bandas ja citemasas seguintes
massas: 200, 120, 80, 60, 40 e 20 ng, respectiamen
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3.1.12) Oligonucleotideasilizados para sequenciamento, clonagens e reagédxCR

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizzainas diversas etapas deste trabalho

(os oligonucleotideos citados foram sintetizados [lpdDT, Integrated DNA Technologies,

Inc.).

OLIGONUCLEOTIDEO

SEQUENCIA

UTILIZACAO

M13 Universal

5 GTAAAACGACGGCCACT &

Utilizado par
sequenciamento
de fragmentos de
PCR clonados no
vetor pGEM T-

easy.

M13 Reverso

5" CAGGAAACAGCTATGAC &

Utilizado para
sequenciamento
de fragmentos de
PCR clonados no
vetor pGEM T-

easy.

Z0 Ssp

5" ACGCGGCCGCACGCGT &

Utilizado para se
anelar com Z1,
Z3 e Z5.

Z1Ssp

5'CGCACACACGCACACGCACGCACACACACGCGG
CCG3’

Quando anelado
com Z0, é
clonado no sitio
de Sspl no vetor
pGLCMYV para
formacéo de Z-
DNA. Derivado
de seqliéncias
repetitivas que
induzem Z-DNA
no genoma de

camundongo.

Z3 Ssp

5 CACGCACGCACGCACGCACGCACGCGGLeCG &

Quando anelado

com Z0, é
clonado no sitio
deSspl no vetor
pPpGLCMYV para
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formacéo de Z-
DNA. Derivado
de seqliéncias
repetitivas que
induzem Z-DNA
no genoma de

camundongo.

Z5Ssp

5 ACGCGGCCGCACGCGT & Quando anelado
com Z0, é
clonado no sitio
deSspl no vetor
pPpGLCMYV para
formacao de Z-

DNA.

Seq pGL4.14

5' CTAGCAAAATAGGCTCCC 3 Utilizado para
sequenciamento
de regibes
clonadas no vetor
pGL4.14

(Promega)

Z22NLS int. UP

5'GAAGAAGCGGAAGGTAGGTAAGGTGCAACTT
GTTGAGT 3

Iniciador de PCR
para a
amplificacéo
interna do
fragmento scFv
Z22 com NLS

Z22NLS int. LOW

5’AGCCATGATGATGGTGATGGTGAGCTTTTGGT Iniciador de PCR
GCTTGT 3’ para a
amplificacdo
interna do
fragmento scFv

Z22 com NLS

Z22NLS ext.Nhe

5'GGCTAGCCACCATGGCTCCAAAGAAGAAGCGG Iniciador de PCR
AAGGTA 3 para amplificacédo
externa do
fragmento scFv
Z22 com NLS.
Adiciona o sitio

deNhel.

Z22NLS ext.Bam

5'CTCGGATCCTTAGCCATGATGATGGTGATGGT  Iniciador de PCR
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GAGCTT 3

para amplificacdo
externa do
fragmento scFv
Z22 com NLS.
Adiciona o sitio
deBanH I.

5' pCMV 5' GGCGTGTACGGTGGGAGGTCTA 3’ Utilizado para
sequenciamento
do promotor de

CMV
3' pCMV 5' GCATTCTAGTTGTGGTTTGTTCC 3 Utilizado par

sequienciamento
do promotor de
CMV

Primer pCMV 1088 Low

5" CCGTGCCAAGAGTGACGTA 3’

Utilado para a
reacdo de PCR a
partir do cDNA
produzido pelo
primerRT pCMV

1115 Low

Primer pCMV104 Up

5" CCGTGCCAAGAGTGACGTA 3’

Utilizio para a
reacdo de PCR a
partir do cDNA
produzido pelo
primerRT pCMV

1115 Low

Primer RT pCMV 1115

Low

5 ATATGTGCGTCGGTAAAGGC 3’

Primer especifico
tilizado para a
sintese da fita de
cDNA do
promotor de
CMV e intron A

ChGAPDH Foward *

5" CCATGTTCCAGGAGGGAGATC 3’

Utileo na
reacdo de gPCR
para a
amplificacdo do
gene constitutivo
de CHO GAPDH

ChGAPDH Reverse *

5" GCCTTCTCCATGGTGGTGAA 3

Utiaglo na
reacdo de gPCR

para a




a7

amplificacdo do
gene constitutivo
de CHO GAPDH

H Luc Foward * 5' CTCGCTGCAAGCAAATGAAC 3 Utilizad na
reacdo de gPCR
para a
amplificacdo do
gene da luciferase

deRenilla

H Luc Reverse * 5" GCAGCGTTACCATGCAGAAA T Utilizaal na
reacdo de gPCR
para a
amplificacdo do
gene da luciferase

deRenilla

Fly Luc2 Foward * 5 CAGCTGCACAAAGCCATGAA 3’ Utilzado na
reacdo de gPCR
para a
amplificacdo do
gene da luciferase

deRenilla

Fly Luc2 Reverse * 5" CGAAGTACTCGGCGTAGGTAATG 3 tilzado na
reacao de Qpcr
para a
amplificacdo do
gene da luciferase

deRenilla

* Os iniciadores destacados foram desenhados c@mograma Primer Express Program for Real-Time
PCR, versao 3.0. Eles foram sintetizados pela SigmaIRAD Institute (Fran¢a), em colaboracdo com o

professor Alan Andrade, da Embrapa Cenargen dédlarasDF.

3.2) METODOS

3.2.1) Preparo e transformacao de células compéeasetie Escherichia coli.

- Células competentes preparadas com Cafpara choque térmico (adaptado de
Sambrook e Russel, 2001)

1 — Inoculou-se 50mL de meio LB com p00de um pré-in6culo dé&. coli crescido

durante a noite.
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2 — Incubou-se este indculo a 37°C sob agitac&bferpm, até que fosse atingida uma
Asoode 0,1 a 0,3 (inicio da fase exponencial de amestio).

3 — Depois de crescida, a cultura foi centrifuga®000 xg a 4°C por 15 minutos.

4 — O sedimento foi ressuspendido em 10mL de soldeaCaCl 50mM gelada por meio
de suave agitacdo. A partir deste momento, a ssdpafe células foi mantida sempre no
gelo.

5 — Centifugou-se a amostra a 3.00§por 15 minutos a 4°C.

6 — Em seguida, descartou-se o sobrenadante eémesed foi ressuspendido em 1mL de
solucdo de Ca@l50mM gelada. Alternativamente, quando as célubaani preparadas
para congelamento, o sedimento foi ressuspendidbneinde solugéo de CaCs0mM /
glicerol 15% (v/v) gelada.

7 — O tubo contendo as células foi mantido por petmos meia hora, quando as células
entdo foram consideradas competentes. Desse nwdm fisadas imediatamente apds o
preparo ou entdo congeladas em banho de gelo seetarn®l e posteriormente
armazenadas no freezer a -80°C.

8 — ApOs os procedimentos realizados acima, 1000al2de células competentes foram
incubadas com 100 a 5¢§ de DNA plasmidial em banho agua/gelo por peloase30
minutos.

9 — Em seguida, os sistemas de transformacéo foreubados a 42°C por 3 minutos, e
apos este periodo eles foram rapidamente retorrzaxigslo por até 1 minuto.

10 — Adicionou-se 1mL de meio LB aos sistemas stidogao choque térmico. Depois,
0s tubos foram incubados por pelo menos 1 hor&@. 3p0os este periodo, semeou-se 50
a 10QL (plasmidio intacto) ou 200 a 500 (sistema de ligacdo) das células
transformadas em placas contento meio LB agar copicéina a uma concentracao final

de 15@g/mL. As placas foram mantidas a 37°C durante & noi

- Preparo de células competentes para transformacdmor eletroporacdo (Maranhdao,
A. Q, em Azevedcet al, 2003).

1 — Uma coldnia isolada dg. coli foi inoculada em 10mL de meio SB. A cultura foi
incubada durante a noite a 37°C sob uma agitacad@epm.

2 — No dia seguinte, utilizou-se 500do pré-inéculo para 500 mL de meio SB contendo
2,5mL de glicose 2M e 2,5mL de solucdo estoque d& BM. A cultura foi incubada a
37°C sob a agitacdo de 250 rpm até que fosseadirrgDD a 60§m de 0,7 a 0,9. Apds
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esse passo, o frasco contendo a cultura ja naddelesoptica desejada deve ser resfriado a
0°C (no gelo), bem como todas as solu¢bes a seikradas, ponteiras, pipetas e outros
materiais necessarios para o procedimento.

3 — As células foram centrifugadas a 3.0@Ppor 20 minutos a 4°C.

4 — Apos a centrifugacéo, o sedimento foi ressudigerem 25mL de glicerol 10% (v/v)
gelado, utilizando pipetas pré-resfriadas. A seaailicionou-se mais 75mL de glicerol
10% (v/v) e centrifugou-se por 20 minutos a 3.00@ x 4°C. O sobrenadante foi
descartado e esse procedimento foi repetido maasvem

5 — O sedimento foi ressuspendido em 25mL de glid€)% (v/v) gelado. Em seguida, as
células foram transferidas para um tubo de 50mlerdridugadas a 3.000 g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado.

6 — As células foram ressuspendidas com gliceréd (Mv) para uma densidade 6ptica a
6001m de 200 a 250 (aproximadamente 1 a 2mL). Em ge&al,é necessario adicionar
mais solucédo de glicerol, sendo as células resssapeno volume residual presente no
tubo da centrifuga apds o descarte do sobrenadante.

7 — Neste ponto, as células foram consideradas etemies, sendo utilizadas
imediatamente ou, alternativamente, sendo congelagrnaliquotas de 10D em tubos
novos no banho de gelo seco e alcool, sendo armdasia — 80°C.

- Transformacéao por eletroporacédo (Maranhédo, A. Qem Azevedcet al, 2003).

1 — Adicionou-se a um microtubo tipo Epperndorgvpamente resfriado em gelo picado,

a amostra de DNA a ser transformada. As cubetagleteoporacdo também foram
previamente resfriadas. O volume maximo de DNAraetsroporado deve corresponder
a 1/10 do volume de células usadas a fim de gammibndutancia adequada ao impulso
elétrico.

2 — ApoOs o descongelamento das aliquotas de céulsesrem utilizadas, elas foram
misturadas ao DNA com movimentos circulares e siave

3 — A mistura de DNA com as células foi transferrd@idamente para a cubeta de
eletroporagdo previamente resfriada. Os parametémscos para tal procedimento foram
0s seguintes: 2,5 kV, 29 e 200Q. O t (tempo em que a corrente passa pela amostra)

esperado nessas condicdes € de 4,0 a 5,0 miliskegun



50

4 — Imediatamente apds a eletroporacdo, adicioacueso SOC a cubeta (trés lavagens
com 1mL de meio para assegurar a remocao totatélatas eletroporadas). Os 3mL
resultantes das lavagens foram juntados em unmfale®OmL estéril.

5 — O recipiente contendo as células transformémlascubado a 37°C por 1 hora sob
agitacao de 250 rpm.

6 — Em seguida, diluicdes desta cultura foram sdageam placas contendo meio LB agar
e ampicilina a uma concentracao final de  2thL. As placas foram incubadas a 37°C
durante a noite.

7 — No dia seguinte, observou-se o crescimento alénias isoladas de bactérias,
indicando a presenca de células transformadasjauresistentes ao agente seletivo.

3.2.2) Preparacao de DNA plasmidial

- Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala pelmétodo de lise alcalina
(adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

1 — Uma coldnia bacteriana contendo o plasmidiontdgesse foi inoculada em 5mL de
meio LB com 150g/mL de ampicilina . A cultura foi crescida durad& a 20 horas sob
agitacao de 250 rpm a 37°C.

2 — No dia seguinte, 0 meio foi coletado em um atidso de 1,5mL e centrifugado a
5.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi demdarte a coleta foi realizada
novamente, sob as mesmas condigdes.

3 — O sedimento foi ressuspenso emp20@e solucéo | por meio de vigorosa agitacéo ou
pipetagem.

4 — Em seguida, adicionaram-se gD@e solucéo Il (feita na hora). As amostras foram
homogeneizadas por inversdo de tubo (delicadamester de 5 vezes. Apos a adi¢édo da
solucdo Il, as amostras ndo devem ficar mais ddqumutos a temperatura ambiente.

5 — Ao lisado celular foram adicionados g00de solucéo lll, sendo feita hovamente a
homogeneizacdo das amostras por inversao de tolvezés). Depois, incubou-se no gelo
por 10 minutos.

6 — As amostras foram centrifugadas a 100@@or 15 minutos a 4°C.

7 — O sobrenadante foi entdo coletado em novosstdleol,5mL, onde adicionou-se
RNAse A a uma concentracao final degnL. Para a acdo da enzima, as amostras foram

incubadas a 37°C por 1 hora.
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8 — Apés a incubacdo com RNAse, as proteinas depamcdes foram extraidas
adicionando-se 30QL de clorofane as amostras. Essa mistura foi eatfitada em
aparelho do tip&/ortexpor aproximadamente 2 minutos.

9 — Os tubos foram centrifugados a 10.@0§por 5 minutos, e a fase aquosa da mistura
(que continha o DNA plasmidial) foi transferida g@asutro microtubo de 1,5mL. Em
seguida, ao tubo com as amostras recolhidas, adicise 300L de clorofil, e as
amostras foram novamente agitadas no apar&bdex por 2 minutos e depois
centrifugadas a 10.000g por 5 minutos.

10 — ApoOs a centrifugacao, a fase aquosa foi atdetsen um microtubo de 2 mL, onde
adicionou-se etanol 100% gelado até que se corspttavolume do tubo. As amostras
foram entdo incubadas a — 20°C durante a noitetd@o @ — 80°C por pelo menos 1 hora,
para a precipitacdo do DNA plasmidial. Essa metmglalfoi realizada conforme descrito
na sesséao 3.2.12.

11 — Apds a precipitacdo, o sedimento foi ressudigenem 4QL de tampdo Tris ou
tampdo TE (como o TE tem EDTA, que pode inibir adgs reacbes enzimaticas

subsequentes, optou-se por ressuspender as anoostrastampao Tris).

- Extracdo de DNA em larga escala pelo método désé alcalina (adaptado de
Sambrook e Russel, 2001).

1 — Uma col6nia bacteriana foi inoculada em 3mlLnago LB contendo 15®/mL de
ampicilina. A cultura foi incubada sob agitacad@86 rpm, por 12 a 16 horas, a 37°C.

2 — Desse pré-inoculo, utilizou-se pl0para inocular 250mL de meio LB com 1&@mL

de ampicilina. A cultura foi incubada a 37°C soltem@o de 250 rpm por 16 a 20 horas.

3 — A cultura foi entdo coletada por centrifuga@d6.000x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado.

4 — O sedimento foi ressuspenso em 5mL de solugéorheio de vigorosa agitacao.

5 — Adicionaram-se 10mL de solucéo Il (feita naah@s células ressuspendidas. O tubo
foi homogeneizado por inversdo (cuidadosamente)acde 5 vezes. As amostras nao
ficaram mais do que 5 minutos a temperatura andient

6 — Depois, foram adicionados 7,5mL de solucdo délada, sendo feita nova
homogeneizagcdo por inversdo de tubos. As amostrasnfincubadas no gelo por 20
minutos.

7 — Em seguida, os tubos foram centrifugados 0B @ por 30 minutos a 4°C.



52

8 — O sobrenadante foi transferido para um tuboomes a ele foram adicionados 0,6
volumes de isopropanol a temperatura ambientestensa foi incubado por 5 minutos.
Depois, centrifugou-se a amostra a 12.0@®or 30 minutos a 4°C.

9 — O sedimento foi seco e ressuspenso emub@e TE, onde adicionou-se RNAse A a
uma concentracao final de@mL. As amostras foram entdo incubadas a 37°Chelor
menos 1 hora e meia.

10 — ApOs a incubacdo com RNAse, as proteinas paqacoes foram extraidas com 1
volume de clorofane. Elas foram agitadas vigoroséenem aparelho do tipdortex por

2 minutos e centrifugadas a 10.004 por 5 minutos. A fase aquosa foi coletada em outro
microtubo e este procedimento foi repetido mais ueza

11 — ApOs a segunda extracdo com clorofane, adigise 1 volume de clorofil. A
mistura foi novamente agitada e centrifugada aQlOx0g por 5 minutos. A fase aquosa
foi transferida para um novo microtubo.

12 — A (ltima fase aquosa coletada, adicionou-s@l4me de acetato de aménio 7,5M e
2 volumes de etanol 100% gelado. As amostras fers@o incubadas a — 20°C durante a
noite ou a — 80°C por pelo menos 1 hora. Apds stedo, foi seguido o protocolo de
término da precipitacdo descrito da sessao 3.2.12.

13 — Em seguida, o sedimento correspondente ao [QpiN&midial extraido foi
ressuspendido em 200 de tampao Tris ou tampao TE (como o TE tem EDJue pode
inibir algumas reacdes enzimaticas subsequentésy-8p por ressuspender as amostras

com o tampao Tris).

- Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala ligando o kit comercial

QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen — nimero de catabgo 27106)

1 — Foi inoculada uma colGnia bacteriana em meiochBr ampicilina a 150@Q/mL. A
cultura foi incubada a 37°C por 12 a 16 horas gith@io de 250 rpm.

2 — As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpmbpminutos a temperatura ambiente
em tubos de 1,5 mL. O sobrenadante foi descartasbse@ procedimento repetido, sendo
gue no final o volume de células coletadas foi mé.3

3 — O sedimento foi ressuspendido em [25@le tampdo P1l. A este tampdao ja foi
adicionada RNAse A.

4 — A essa mistura, adicionaram-se A5@e tamp&do P2 (promove a lise celular), e

misturou-se vagarosamente por inversao de tub® vieaes.
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5 — Em seguida, foram adicionados 3b0de tampdo P3 previamente resfriado as
amostras. Elas foram homogeneizadas por inversidbdel a 6 vezes.

6 — Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm Panihutos a temperatura ambiente.

7 — O sobrenadante foi coletado e aplicado na edlientroca i6nica do kit (QIAprep spin
columm).

8 — As colunas contendo o sobrenadante do pass@ai® tentrifugadas a 13.000 rpm por
30 a 60 segundos. O liquido que saiu da colundefetartado.

9 — Em seguida, a coluna foi lavada comul5@de tampéao PE e centrifugada a 13.000
rpm por 30 a 60 segundos. O liquido que saiu daedioi descartado.

10 — As colunas foram centrifugadas novamente regsmas condicdes para que o tampéao
PE residual fosse removido.

11 — As colunas foram colocadas em tubos novos,%lenl. Para a eluicdo do DNA,
foram adicionados 50L de tampao EB (Tris-HCI 10 mM pH 8,5) previameatpiecido
por 10 minutos a 75°C no centro da coluna. Apoés ifutm, as amostras foram

centrifugadas por 1 minuto, sendo o DNA recuperamomicrotubos.

- Extracdo de DNA plasmidial em larga escala utilando o kit comercial QIAGEN
Maxi Kit (QIAGEN-tip 500) (Qiagen — nimero de catdbgo 12163).

1 — Uma colbnia bacteriana foi inoculada em 3mLndeio LB com ampicilina a
150ug/mL e incubada por até 8 horas a 37°C sob agide2&0 rpm.

2 — Quinhentos microlitros desse pré-inéculo foraaicionados a 250mL de meio LB
com ampicilina a 15@g/mL. A cultura foi entdo incubada a 37°C sob ggibade 250
rpm por 12 a 16 horas.

3 — As células foram centrifugadas a 6.00Q por 15 minutos a 4°C. Descartou-se o
sobrenadante.

4 — O sedimento foi ressuspendido em 10mL de tarBgao

5 — Adicionaram-se 10mL de tampao P2 e misturoousgadosamente por inversao de
tubo (cerca de 5 vezes).

6 — A mistura, adicionaram-se 10mL de tamp&o P@gmeente resfriado. Homogeneizou-
se o liquido por inversao de tubo (também cercakzes).

7 — Os tubos foram centrifugados a 20@0§ por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
removido, colocado em outro tubo, e centrifugadeantente a 20008 g por 15 minutos

a 4°C.
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8 — Enquanto a centrifugacdo do passo 7 ocorri@olana QIAGEN-tip 500 foi
equilibrada com 10mL de tampéao QBT, que passoungiw da acédo da gravidade.

9 — O sobrenadante do passo 7 foi aplicado na agéuaquilibrada, e também passou por
meio da acao da gravidade.

10 — A coluna foi lavada 2 vezes com 30mL de tan{p@o

11 — O DNA foi eluido com 15mL de tampao QF. O idgucontendo o DNA plasmidial
foi coletado em um tubo de 50 mL.

12 — O DNA foi precipitado com 10,5mL de isopropaactemperatura ambiente (0,7
volumes). Misturou-se o liquido por inversdo deotelcentrifugou-se a 15.0&0y por 30
minutos a 4°C. Descarte cuidadosamente o sobreteadan

13 — O sedimento foi lavado com 5mL de etanol 7@%adp e centrifugado a 200@Qy
por 15 minutos a 4°C.

14 — O sobrenadante foi descartado e o sedimeoctniea temperatura ambiente. Apés a
secagem, foi ressuspendido emZ0de tampéo EB.

3.2.3) Extracéo e purificacdo de DNA de gel de agar

- Purificacdo de DNA a partir de pedacos de gel dagarose com o kit comercial
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen — numero de ca@logo 28104).

1 — A banda correspondente ao fragmento de DNA awdicado foi cortada do gel de
agarose feito com tampao TAE.

2 — A banda foi pesada. Adicionou-se 3 volumesateptio QG para 1 volume de gel
(100mg correspondem a 1Q9.

3 — A mistura foi incubada a 50°C por 10 minutos, adé que o gel se dissolvesse
completamente no tamp&o. Para que esse processesseomais rapidamente, a mistura
foi agitada vigorosamente em aparelho do Wpotexa cada 2 minutos.

4 — Apos a dissolucao do gel no tampéo, a mistgaieu a cor amarela. Caso contrario,
se a cor da mistura fosse laranja ou violeta, dmveser acrescentadosylOde acetato de
sédio 3M, pH 5,0.

5 — Foi adicionado 1 volume de isopropanol (esses@doi realizado quando os
fragmentos de DNA possuiam tamanho menor que 5@0npaior que 4 kb).

6 — A coluna de troca io6nica do kit foi posicionaaa tubo coletor de 2mL, também

fornecido pelo fabricante.
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7 — A amostra foi aplicada na coluna e centrifugad&.00x g por 1 minuto.

8 — O liguido remanescente foi descartado.

9 — A coluna foi lavada com 7pD de tampédo PE. Centrifugou-se a 13.60Q por 1
minuto e descartou-se o liquido remanescente.

10 — A coluna foi centrifugada novamente nas mestoadicdes para que o tampao PE
residual fosse removido.

11 — A coluna foi colocada em um microtubo novd.demL, e o DNA foi eluido com 50
uL de tampé&o EB previamente aquecido a 75°C poritQtos. Apos a adicdo do tampao,
a coluna ficou em repouso por 1 minuto, e depaiscéatrifugada a 13.00R g por 1

minuto.

- Purificacdo de DNA de gel de agarose utilizando método de Freeze/Squeeze
(Barbas Il et al, 2001).

1 — A banda correspondente ao fragmento de DNA awdicado foi cortada do gel de
agarose feito com tampéao TAE.

2 — Fol feita uma bolsa com um pedaco de Parafdma pe colocar o pedaco de agarose
cortado. Essa bolsa teve as extremidades seladasgssdo com a parte inferior de um
microtubo de 1,5mL, e na parte ndo-selada a bandiaskrida.

3 — A bolsa contendo o pedaco de gel foi congedad®0°C por pelo menos 15 minutos
ou a -80°C por 5 minutos.

4 — Ap6s o congelamento, o fragmento de agarosanfi@issado com o auxilio da tampa
de um microtubo de 1,5mL. Quanto mais eficientesdoa trituracdo da banda, maior o
rendimento da eluicao.

5 — O liquido que foi obtido com o processo deutaitdo e o gel triturado foram
transferidos para uma unidade de pré-filtro de [ @5Millipore Ultrafree Collum)
adaptada em um tubo de 1,5mL.

6 — O sistema foi centrifugado a 12.00@ por 10 minutos, e apds este procedimento a
unidade de filtro foi descartada.

7 — O liquido contendo o DNA foi precipitado cons 2plumes de etanol 100%, 1/10 do
volume de acetato de s6dio 3M pH 5,21 8le glicogénio 20mg/mL, como descrito na
sessdo 3.2.12.

8 — Ap0s a precipitacdo, o sedimento foi ressusderein 1@L de tamp&o Tris, e 0 DNA

plasmidial foi quantificado em gel de agarose.
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3.2.4) Digestao de DNA plasmidial com enzimas d&igéo

As digestdes das amostras de DNA plasmidial atlis neste trabalho foram
realizadas conforme as instrucdes do fabricanteenemas de restricdo apresentadas no
item 3.1.8 sdo do tipo I, ou seja, reconhecem sequénciamdpamicas do DNA,
cortando-o no sitio de restricdo, e com isso fodnaextremidades coesivas ou cegas,
dependendo da enzima utilizada. A quantidade denenatilizada foi padronizada para
1U de enzima popg de DNA, sendo que esta reacdo ocorreu durant® haas, na

temperatura recomendada pelo fabricante.

3.2.5) Reacédo de defosforilagdo com a enzima Sédfathse alcalina de camaréo -

Promega).

Essa enzima remove o grupamento fosfato da exdeslai5’ de DNASs fita-dupla,
impedindo desse modo a auto-ligacdo. Para ess@ordacam incubados cerca dad de
DNA, 2U de enzima e 0 seu tampéo apropriado. @rastfoi entdo incubado a 37°C por

1 hora e inativado por 20 minutos a 65°C.

3.2.6) Reacao de polimerizacdo de extremidadesNi& Otilizando o fragmento Klenow

da DNA polimerase | (Invitrogen).

Para a extensdo das extremidades coesivas ggradaseio de digestdo com
enzima de restricdo, utilizou-se a mistura de dMi@Pconcentracdo final da reacao de
1mM e 0,5U de enzima para cada 100 ng de matdiielado na digestdo. O tampéao
utilizado foi o tampao da propria enzima de redtigtilizada para a digestdo do DNA,
visto que o fragmentKlenowtem atividade 6tima em qualquer tampé&o. A reac@oreu
a 37°C durante 40 minutos e depois a enzima favada a 65° C por 20 minutos.

3.2.7) Reacédo de anelamento de oligonucleotideos

10moles de cada oligonucleotideo foram colocados mmmicrotubo de 1,5mL,
juntamente com 6,6L de tampado de anelamento e agua MiliQ para ummelfinal de
50 uL. Essa mistura foi fervida durante 10 minutosgepais a temperatura do banho foi

caindo lentamente, até que fosse atingida a temparambiente. Esse processo durou
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cerca de 3 horas. A partir dai, os oligonucleoSdaoelados ja estavam prontos para a
reacao de ligagao aos vetores plasmidiais.

3.2.8) Analise de DNA em gel de agarose (Sambraétkssel, 2001).

A agarose foi derretida em tampéo TEB 1X (gel délise) ou TAE 1X (gel de
eluicdo) no microondas. ApoOs o resfriamento do gedicionou-se brometo de etideo a
uma concentracao final de §/mL. Apos a gelificacdo, o gel foi colocado em wnha
de eletroforese com tampéo de corrida (TEB ou TAEX) e submetido a uma corrente
elétrica. A amostra contendo o DNA a ser analisémla@dicionado o tamp&o de amostra
para a concentracdo de 1X. ApGs a corrida, o DNAvikualizado a partir da incidéncia

de luz ultravioleta.
3.2.9) Ligacao de fragmentos de DNA

As concentracdes de DNA (vetor e inserto) utilegadhos sistemas de ligacao
variaram de acordo com o experimento, sendo norerdbBnuma razdo molar que variou

de 1:1,5 a 1:5, aplicando-se a seguinte férmula:

ng vetor x tamanho do inserto em pb x razdo ioserg de inserto

tamanho do vetor em pb vetor

As reacoes de ligacdo foram preparadas em tampélgade 1X contendo 1U de
T4 DNA ligase. Os sistemas possuiam 10 al2@e volume final, sendo incubados por
16 horas a 16°C ou 4°C, dependendo do tipo deneixide do DNA. ApdOs este periodo,

o sistema foi transformado em células competerg&s dol..

3.2.10) Sequenciamento de DNA com o kit DYEnamicDEFE€ Terminator Cycle
Sequencing kit for MegaBACE (Amershan PharmaciteBig

As reagbOes de sequenciamento foram realizadasorooaf as instrucées do

fabricante. Os parametros de ciclagem da PCRaditig sdo mostrados a seguir:
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- desnaturagéo: 94°C por 20 segundos
- anelamento: 50°C por 15 segundos
- polimerizagéo: 60°C por 1 minuto
25 ciclos

Em seguida, a reacdo de PCR foi precipitada e A Bi¥suspendido. Apos estes
tratamentos, realizou-se a reacao de sequenciamenaparelho MegaBACE 500 Plus,
que ocorreu por 100 minutos a 9 kVa. As sequéricrasn depositadas no banco de dados

do Laboratorio de Biologia Moleculaht(ps://www.biomol.unb.b)/ sendo a qualidade

das mesmas analisadas com o programa PHRED (Ewvalgl998).

3.2.11) Precipitacdo de DNA utilizando glicogénan carreador.

O volume do material a ser precipitado foi aferilon seguida, acrescentou-se, na
ordem, 3L de glicogénio 20mg/mL, 1/10 do volume de aceti&asddio 3M pH 5,0 e 2
volumes de etanol 100 % gelado. O sistema de pragio foi incubado a — 20°C durante
a noite. No dia seguinte, as amostras foram cagadas a 12.000 g por 45 minutos a
4°C. Descartou-se o sobrenadante e o sedimentavimio com 200L de etanol 70%
(v/v) gelado, centrifugando-se a 12.00@ por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi deixado a temperatakaente por cerca de 15 minutos para

secar.

3.2.12) Cultura de células

Durante toda a manutencdo da cultura, as céldeanf observadas em no

microscopio invertido de constraste de fase NIKONRDH.

Congelamento de células eucarioticas — Criopresergao (Ruggiero, 2002)

1 — As células em cultura aderente foram lavadaszZgés com BSS.CMF. ApoOs esse

procedimento, foram adicionados 3mL de tripsinaapguie as células se soltassem da
garrafa de cultura.

2 — A suspensao celular foi transferida para uro falcon de 15mL, ao qual se adicionou

3mL de meio apropriado (dependendo do tipo celdam SFB, para a inativacdo da

tripsina.
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3 — As células foram centrifugadas a ¥3®por 8 minutos.

4 — O sobrenadante foi descartado e o sedimenBug@snso no meio de cultura
remanescente do tubo.

5 — As células foram distribuidas em aliquotas @86ub em criotubos, onde foram
adicionados 500 de meio de congelamento. Os criotubos foram ifieatios com nome
da linhagem celular e data do congelamento.

6 — Os criotubos foram incubados a 4°C por 30 rosjutepois a — 20°C por 30 minutos e
depois a — 80°C durante a noite. As células padeparmanecer estocadas a esta

temperatura ou ser transferidas para a estocagenitreggénio liquido.
Descongelamento de células eucaridticas (RuggieRf02)

1 — Os criotubos foram transferidos para um barh8®C até o total descongelamento
das células.
2 — As células foram plaqueadas em densidade dE02células por garrafa de 25¢mm

meio adequado com SFB.
Tripsinizacéo e inéculo celular (passagem de céldp(Ruggiero, 2002)

1 — Este procedimento foi realizado quando adahtingiram a confluéncia de 90% na
garrafa.

2 — O meio de cultura da garrafa foi descartado.

3 — A monocamada de células aderentes foi lavad@z&s com cerca de 1mL de
BSS.CMF.

4 — Foram adicionados 3mL de tripsina.

5 — Ap6s 3 minutos, as células comecaram a se ldesizosuperficie da garrafa.

6 — A tripsina foi neutralizada com cerca de 3mloago com SFB.

7 — A suspensédo celular foi transferida para tulaton de 15mL, e centrifugados a
130x g por 8 minutos.

9 — O sobrenadante foi descartado e o sedimergogesnso em 3mL de meio com SFB.
10 — Foram transferidas @élulas por garrafa de 25 troontendo 5mL de meio com
SFB. As células foram repicadas a cada confluénaia,ocorria geralmente a cada 2 dias.

As garrafas foram incubadas na estufa a 37°C cod&b@0 e 70% de umidade.
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Estimativa do niumero de células por meio de contageem camara de Neubauer
(adaptado de Spectoet al 1998)

1 — As células foram tripsinizadas e ressuspemaanel de meio de cultura.

2 — A céamara de Neubauer foi coberta com a lamieufaram aplicados 14 de
suspensao de células em cada compartimento da &a@&so0 alguma diluicdo tivesse
sido necesséria, o numero de células contado dtgpicado por esse fator de diluicao.

3 — As células foram observadas em microscopiac@itia objetiva com aumento de 40

vezes) e contadas nos quadrantes. Em seguidailiftada a férmula:

namero de células contadas X fator de diluicdo X 26 n° de células / mL

ndmero de quadrantes contados
Viabilidade celular (adaptado de Spectoet al, 1998)

1 — As células foram tripsinizadas e transferidas um tubo falcon de 15mL, ao qual se
adicionou 3 mL de meio com SFB.

2 — As células foram centrifugadas a X3§por 8 minutos.

3 — O sobrenadante foi descartado e as célulasspssas em 3mL de meio de cultura
remanescente.

4 — Vinte microlitros da suspenséo celular foranubados com §Q. da solugéo de Azul
de Tripan (diluicdo de 5 vezes da cultura).

5 — A camara de Neubauer foi montada, e nela apbeaum volume de L0 da mistura.

6 — Foram contadas 200 células, entre viaveis gjia@entes) e ndo-viaveis (azuis). A
célula ndo-vidvel tem a membrana celular mais pé&velee por isso, o corante entra na
célula, tornando-a azul. Ap6s a contagem, foi edtaitla a porcentagem de células

viaveis.

Transfeccdo utilizando o reagente Lipofectamine 2@ (Invitrogen - n°® de catalogo
11668019)

1 — Em uma placa de cultura de 24 pocos foram s#amezerca de 5 x 1@élulas por
poco, adicionando-se em seguida@0@e meio contendo SFB.
2 — As células foram incubadas em estufa a 37°GJ&%Q e 70% de umidade durante a

noite, até que se atingisse a confluéncia de 90%.
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3 — No dia seguinte, a monocamada celular foi lavaain 20QL de BSS, e depois se
adicionou 50QL de meio de cultura sem soro.

4 — O DNA a ser transfectado foi diluido em meiccdiura sem soro. Para placas de 24
pocos, a quantidade a ser utilizada é: 800 ng d& padla um volume final de pHaQ,
completado com meio sem soro.

5 — O reagente lipidico também foi diluido em nasccultura sem soro. Para placas de 24
pocos, a quantidade de lipideo a ser utilizada ¢ @ara um volume final de hQ.

6 — As duas diluicdes, do DNA e do lipideo, foramstaradas e incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos.

7 — ApOs este periodo, a mistura foi adicionadéateente sobre o poco em movimentos
cruciformes (no total, foram adicionados §D@a mistura por poco).

8 — As células foram incubadas a 37°C com 5% deeCl0% de umidade.

9 — Transcorridas 5 horas apés a transfeccédo, o deecultura sem soro foi trocado para
um meio de cultura com soro. Em seguida, a placantmbada durante a noite nas
mesmas condicdes descritas no passo 8.

10 — No tempo de 24 e 48 horas pos-transfeccaélalss foram submetidas ao ensaio de

leitura da atividade da luciferase.

Curva de morte celular e transfeccéo estavel (adaptio de Spectoret al 1998).

Para a obtencdo de clone estavel e que expregseeode interesse € necessario
determinar a concentragdo minima requerida do egesietivo que leve a morte de

células nao transfectadas (controle).

1 — Para a selecéo com Higromicina B, foram testadacentracdes que variavam de 50 a
550ug/mL.

2 — As células foram semeadas (com meio contend6 d® SFB) para que no dia
seguinte fosse atingida a confluéncia de 20 % erapl de 24 pocos (18élulas). As
placas foram incubadas a 37°C, 5% de €@0% de umidade.

3 — No dia seguinte, o meio de cultura foi trocgdw meio contendo concentragbes
variadas de Higromicina (50, 150, 250, 350, 456@§/mL) e 10% SFB.

4 — O meio de cultura com antibidtico foi trocadeaaa 48 horas, e as células foram
visualizadas diariamente ao microscopio, por umoger de até 14 dias, até que fosse

determinada a concentragdo onde a maioria dasséléb-transfectadas morresse.
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5 — Apés a determinacdo da concentracao do arntibiatser usada, a populacdo mista de
células transfectadas estavelmente foram passadagjarrafas de 25 éme a partir daf
mantidas com metade da concentracdo de Higrométéa obtencdo dos clones estaveis
finais.

6 — Para células CHO-K1, a concentracdo minima rdiiatico a ser utilizada foi
determinada em 1Q@/mL, e o tempo para que as células do controleassem foi de 10
dias (durante a observacao, verificou-se que aerdragdo de 5@/mL ndo matava as
células em 14 dias, e que a concentracdo degl®l. matava as células com apenas 6
dias, entédo optou-se pela concentragdo intermagddei10Qg/mL).

7 — ApOs a transfeccdo desta linhagem celular ewaplde 24 pogos com os plasmidios
contendo os plasmidios com luciferase, intron A elgonucleotideos Z3 e Z5, as células
foram mantidas durante 10 dias com meio de cuttareendo 10% de SFB e 1QmL

de Higromicina B.

8 — ApOs este periodo, verificou-se que todas latasédo controle morreram. As células
que foram transfectadas com o DNA plasmidial cadea marca seletiva ainda foram
mantidas nas placas de 24 pocos por mais 4 dias rfogio contendo 10% de SFB e 100
ug/mL de higromicina B), até que a confluéncia desigo chegasse a 90%.

9 — Em seguida, as células do poco foram tripsilsigae transferidas para garrafas de 25
cnt.

10 — Ap6s 1 semana, as ceélulas (ainda mantidas @omesma concentracao de
antibiotico) atingiram a confluéncia de 90% na gfar

11 — A populacdo mista de células estaveis fobittipada e transferida para um tubo
falcon de 15mL, ao qual se adicionou meio com S&fa jp inativacdo da tripsina.

12 — O tubo foi centrifugado a 1@ por 8 minutos.

13 — O sobrenadante foi descartado e o sedimentessuspendido em 5mL de meio de
cultura.

14 — Em seguida, as células foram contadas na edteadeubauer.

15 — ApoOs a contagem, foram feitas diluicdes sadate 0,1 célula por poco, 1 célula por
poco e 10 células por poco, em placas de 96 p&psedos para cada diluicdo para cada
construcdo). Ao poco foi adicionado 100de meio com 10% de SFB e &fimL de
Higromicina B.

16 — As células na placa foram observadas durasgmhna no microscépio de contraste
de fase invertido. Quando era possivel observarpagqueno aglomerado celular, que

possuia aproximadamente 3 a 5 células agrupadasneimrmato circular, considerava-se
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que no poco havia um clone estavel. Se houvessedaaim aglomerado celular no poco,
ele era excluido da analise, pois ndo eram clawsdos, e sim uma populacado mista.

17 — Este clone foi propagado da placa de 96 ppamsuma de 48 pocos, e em seguida
para uma garrafa de 25 gnainda contendo antibiético a/EmL e SFB a 10%. A partir

de entdo, as células ja poderiam ser congeladas.

3.2.13) Ensaio de atividade da luciferase utilizaralKit Dual Luciferase Assay System

(Promega — n° de catalogo E1910)

Os ensaios foram realizados em um Luminémetro TZDR0, Turner Designs,
com tempo de atraso de pré-leitupgefneasurement delpyle 5 segundos e tempo de
leitura (neasuremetde 30 segundos. Todos os ensaios foram feitostaphcatas de
cada amostra, em placas de transfecgcéo de 24 mocada ensaio foi repetido pelo menos
trés vezes.

Este kit permite a leitura simultdnea da atvidaée?2 luciferases distintas, a
luciferase de vaga-lume (V) e a luciferaseRamilla(R). O valor da atividade apresentada
pela primeira enzima é dividido pelo valor da aade da segunda enzima, que funciona
como um controle para minimizar diferencas na @ficia de transfec¢do. Assim, os dados
apresentados nos graficos indicam a razdo entrédade de V/R.

Apoés a abertura do kit, o tampéo Luciferase Ad3affer (tampéo de ensaio da
luciferase) foi utilizado para ressuspender o larege Assay Substrate, sendo que este
reagente foi utilizado como substrato da lucifeds&aga-lume. A este reagente deu-se o
nome de LAR Il, e este foi aliquotado em tubos denl. e estocado a — 80°C. O tampéao
Stop and Glo Buffer também foi aliquotado em tutbesl,5mL e estocadoa - 20°C. O
subtrato Stop and Glo Substrate 50X foi diluido tamp&o para a concentracdo 1X
somente na hora do uso, pois esse reagente é seastvel a degradacdo. Esse reagente,
apos a diluicdo, foi utilizado como substrato parduciferase deRenilla Durante os

ensaios, os substratos sdo mantidos no gelo.

1 — No tempo de 24 e 48 horas pos-transfeccéclame transfectadas em placas de 24
pocos foram retiradas da estufa de incubacéo, segoida foram lavadas com 200de
PBS 1X, fora do fluxo laminar.

2 — Apos a lavagem, o Tampao de Lise Passiva 5B)Ril diluido para a concentracao

1X, e a cada pog¢o adicionou-se iD@e PLB.
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3 — A placa foi incubada a temperatura ambientelpaninutos com suave agitacdo, para
permitir a lise celular.

4 — Enquanto as células eram lisadas, foram prépatabos novos de 1,5mL para leitura
das amostras, sendo que elas foram diluidas 1r®P@oprio tampéo de lise 1X.

5 — ApoOs a lise, AL das amostras diluidas foram utilizados paratarkeida atividade das
duas luciferases.

6 — A amostra diluida, foram acrescentadosul@fe LAR Il para a leitura da atividade da
luciferase de vaga-lume. O tubo foi homogeneizado gipetagem e colocado no
lumindmetro para a leitura. Em seguida, o valoafwtado.

7 — ApOs a adicdo do LAR Il, foram adicionados il00de Stop and Glo
(tampéao+substrato) ao mesmo tubo de leitura. A umastfoi homogeneizada por
pipetagem e o tubo foi colocado no lumindmetro ataitura da atividade da luciferase

deRenilla O valor foi anotado, e em seguida foi feita @ca¥/R.

Os plasmidios contendo o gene reporter da lucdedss vaga-lume foram co-
transfectados na proporcéo 10:1 com o plasmidio. p&lque contém o gene reporter da
luciferase deRenilla Com isso, a atividade da luciferase de vaga-lda®e construcdes
testadas € normalizada de uma forma mais facth gge a leitura da atividade das duas
luciferases pode ser feita sequencialmente e tamimEmmesmo tubo, utilizando o kit
comercial Dual Luciferase Assay System (Promega).

Cada construcédo foi transfectada em triplicatadseque cada poco transfectado
fornece uma leitura da atividade da luciferaseatmMume e d&enilla Com isso, havera
trés leituras para cada construcdo testada. Osegatidbtidos na leitura da atividade da
luciferase de vaga-lume sédo divididos pelos valafetsdos na leitura da atividade da
luciferase ddRenilla, obtendo-se uma relacédo V/R. Dos trés valoredicamos para cada
construcdo testada é feita uma média aritméticadeswio-padrdo para essa média. Os
valores obtidos sdo plotados em um grafico complaraneficiéncia de cada construcao.

Cada experimento foi repetido como descrito acigla menos trés vezes.
3.2.14) Analise estatistica dos valores de atividdd luciferase
O programa utilizado para as analises estatisticgs dados provenientes dos

ensaios de atividade da luciferase foi o Minitals&e 14.0. Os valores foram avaliados

por meio de testes de ANOVA.
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3.2.15) Extracdo de RNA total de células de mamif@HO-K1) com o reagente Trizol
(Invitrogen)

Esse método baseia-se na acdo do reagente cdnieixad, que consiste em uma
solucdo monofasica de fenol e isotiocianato de igirea) promovendo a extracdo de RNA
em um passo unico (Chomczynski e Sacchi, 1987addedo com a metodologia, durante
a homogeneizacéo e lise da amostra, o Trizol maaténtegridade do RNA enquanto
rompe as células e destroi componentes celulanes) proteinas e lipideos. Além disso,
esse é um método que pode ser utilizado tanto @muemas quantidades de amostra ou
tecido celular quanto com grandes quantidades. quilsed apresentado o protocolo

seguido para a extracao de RNA de células de mamife

1 — Ap6s a transfeccéo das células (6, 12, 24 leofds pos-transfeccdo), 6 X k#lulas
em um poco de 10 cnfcorrespondente ao da placa de 6 pocos) foradesdiretamente
com a adicdo de 1mL de Trizol no pocgo. As amogtiasn homogeneizadas para melhor
eficiéncia de lise.

2 — Em sequida, o volume correspondente ao lisalitec foi transferido para microtubos
de 1,5mL e incubado a temperatura ambiente porrutos, permitindo desse modo a
completa dissociacdo do complexo de nucleoproteinas

3 — Foram adicionados 200 de cloroférmio para cada mL de Trizol, misturasgo
vigorosamente por 15 segundos (com o vortex).

4 — As amostras foram novamente incubadas a tetnpgerambiente por 3 minutos e
depois centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minuto)sAp centrifugacdo, a fase aquosa
(superior, que contém o RNA) foi coletada em umonmicrotubo, ao qual se adicionam
50QuL de isopropanol. Estas foram homogeneizadas éauas a temperatura ambiente
por 10 minutos.

5 — As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm 1o minutos a temperatura
ambiente, sendo que houve a formacédo de um sediroent aspecto vitreo, dificil de ser
visualizado.

6 — O sedimento do passo 5 foi lavado comulOfe etanol 75% (v/v) e centrifugado a
12.000 rpm por 10 minutos.

7 — Descartou-se o sobrenadante e o sedimenteifcadb a temperatura ambiente para

secar. Em seguida, ele foi ressuspendido grh 8@ agua MiliQRNAse free
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3.1.16) Tratamento do RNA total extraido de CHOeKth DNAse RNAse free (Promega)

Apoés a extracdo e quantificacdo do RNA total édtrale CHO-K1, as amostras
foram tratadas com a enzima DNAse | RNAss2 uma endonuclease que degradara
somente as moléculas de DNA que por ventura estefataminando as amostras de
RNA. A reacao foi realizada comu$® de RNA total, tamp&o de reagdo 10X, e uma
unidade da enzima por micrograma de RNA tratadoal®ente o volume final da reacdo
ficava em torno de 2. Em seguida, esse sistema foi incubado a 37°@%paoninutos, e
apos este periodo, foi adicionada a solugp Solutiorl0X, que contém EGTA e inibe
a enzima, a uma concentracao final de 1X. Pordisistema foi aquecido a 65°C por 10
minutos para a inativacado da enzima. Para a renaggicompostos que poderiam inibir
as reacoes subsequientes (a de sintese da fitaAed@hplementar, por exemplo), como
0 EGTA, o sistema foi precipitado com 2,5 volumesethnol 100% e 1/10 do volume de
acetato de sodio 3M, todos RNABee Essa mistura foi precipitada a — 20°C durante a
noite. No dia seguinte, as amostras foram cenadag a 12.000 g por 45 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento fadtacom 100L de etanol 75% (v/v).
As amostras foram novamente centrifugadas 12x00®or 15 minutos a 4°C, e apés o
descarte do sobrenadante, o sedimento foi deixagmperatura ambiente para secar e

ressuspenso em {10 de agua MiliQ RNAsdree.

3.2.17) Sintese do DNA complementar (cDNA) por mieitranscrigdo reversa (RT) com
a enzima transcriptase reversa Superscript lllnatrogen.

A reacdo de sintese da fita de DNA complementanmmio de transcricdo reversa
foi realizada com células de mamifero da linhaget®EK1 que foram transfectadas com
os plasmidios construidos neste trabalho. Os Rikgtados com a DNAse RNAdeee

foram utilizados como molde para a reacéo.

1 — A fita de cDNA foi sintetizada utilizando-seg2de RNA total tratado com DNAse.

2 — Adicionou-se {IL de oligo(dT)o e uL de um mix de dNTPs a 10 mM.

3 — O volume da reacéo foi completado pana 1&m adgua MiliQ RNAsdree

4 — A mistura foi aquecida a 65°C por 15 minutascetbada no gelo por pelo menos 1

minuto.
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5 — Apos breve centrifugacdo, aos componentes agioeforam adicionadou4 do
tampdo 5X de sintese de cDNAylLlde DTT a 0,1M, L de RNAse OUT e L de
SuperScript 111

6 — A reacéo foi incubada a 50°C por 1 hora evadt por 15 minutos a 70°C.

7 — O cDNA sintetizado era entdo utilizado para lgioacéo por PCR, geralmentg4

da amostra.

3.2.18) Reacao de gPCR (PCR quantitativa) utilizand cDNAs preparados a partir de
amostras de RNA de CHO-K1 tratadas com DNAse ISeNi&e

Este experimento visa verificar os niveis de esgie do mRNA de luciferase das
construcdes transfectadas em CHO-K1 para avalian spiantidade dos transcritos
corresponde a atividade da luciferase observadeensaios. Para isso, a maquina cuja
reacao foi preparada foi a 7500 Fast Real-Time Bg&em, da Applied Biosystems. O
programa utilizado para a leitura da corrida fgi5®0 Fast System SDS Software, verséo
1.3.1. Foi feita uma reacédo de qPCR relativa, ¢a, sevalor obtido correspondente aos
niveis de mMRNA da amostra sera comparado relatinareo valor dos niveis de mRNA
de um controle. No nosso caso, foi feita uma coaydar entre os valores dos niveis de
MRNA de luciferase de vagal-m&ange) e deRenilla (endogenoys Foi feita também
uma reacdo com GAPDH, para verificar se a amptifioadas amostras foi homogénea,
mas os valores dos niveis de mMRNA de GAPDH nanfartilizados para os calculos.

Para a reacdo de PCR, utilizou-se oRtdtinum SYBR Green gPCR SuperMix-
UDG (2X) da Invitrogen. Esse kit contém a enzifag o corante SYBR Green, a
mistura de dNTP, e a enzima UDP, que impede a idaragdo de transcritos durante os
ciclos da reacdo. Para este experimento, que &izado em placas especificas de 96

pocos, a reacdo padréo foi a seguinte:

SYBR Green Mix 2X quL
Primer 1 (10 mM) 0,aL
Primer 2 (10 mM) 0,2L
cDNA (diluido 1:50) L
H,O MiliQ 2,6l

Volume final 10uL
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Apoés a pipetagem da reacdo na placa, que ocoeetnoddo fluxo laminar, foi
ajustado o padréo de ciclagem da PCR no progra@@ F&st System SDS Software, que

€ descrito a seguir:

Estagio 1 — Ativacao/Inativacao da enzima UDP

1) 50°C 2 minutos
2) 95°C 5 minutos
3) 95°C 20 segundos

Estagio 2 — Ciclagem
4) 95°C 3 segundos
5) 60°C 30 segundos

O estagio 2 foi repetido 40 vezes.

A placa foi bem selada com um adesivo antes daniaguina. Apos a reacao de
PCR, foi feita uma reagdo que fornece uma curvadideociacdo dos iniciadores
utilizados, indicando se eles formam dimeros e éambe amplificam um sé produto de

PCR. Os parametros de ciclagem para esta curvagstoados abaixo:

1) 95°C 15 segundos
2) 60°C 1 hora
3) 95°C 15 segundos

Apés a obtencdo dos dados brutos, eles foramsadak por meio de uma
ferramenta existente no proprio programa, denomairRelative Quantification Study
Nesta ferramenta, os valores correspondentes astrastalvo séo divididos pelo valor de
uma amostra escolhida pelo préprio usuario, o alitr. Esta ferramenta ja calcula os
valores deACt, AACt, 2*' e 2**“", Este Ultimo valor foi plotado no grafico mostraut
sesséo de Resultados e Discussao.

A analise de quantificacBes relativas pode séa for meio do Método da Curva
Relativa Padrdo ou pelo Método Comparativo deAXAQt). O primeiro método requer
que cada placa de reacdo tenha uma curva-padr@oie odemanda maior gasto de
reagentes, visto que devem ser feitas varias diésigeriadas das amostras. O segundo

método, por nés utilizado, ndo requer essa curdadpa havendo menor gasto de
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reagentes. Entretanto, para a utilizacdo destedoétieve-se estabelecer se a eficiéncia da
reacdo de PCR entre a amostra-alvo e a controtpiigadente. Feito isso, utiliza-se a
formula aritmétic ™",

Para a determinacdo da\Ct, primeiro deve-se obter o Ct, que € o ciclo oade
linha de base se intercepta com a curva de rededominaddl hreshold Cicleou Ciclo
de Limiar. O valor de Ct ja é fornecido pela praggrramenta de analise do programa. O

valor deACt é dado pela férmula:
ACt = Ct amostra-alvo — Ct amostra controle

Utilizando os valores d&Ct, € possivel calcular®ACt, que é dado pela formula:

AACt = ACt amostra-alvo —ACt amostra controle

Em seguida, este ultimo valor é submetido & féanauitmética2**“" e os valores

obtidos sdo mostrados no gréafico de analise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Clonagem dos elementos génicos

4.1.1) Clonagem do promotor de CMV sem intron (pRMG)

A expressao de proteinas heterdlogas em célulanateifero esbarra em uma
questao ainda dificil de resolver: qual o melhanpotor a ser utilizado? Em seu trabalho,
Xu e colaboradores (2001) verificaram que a efm#@ndo promotor em um vetor
plasmidial para expresséo heteréloga depende da¢iplar utilizado. Em nosso trabalho,
foi avaliado o potencial de expressdo do gene tepda luciferase em 4 linhagens de
células de mamifero distintas: CHO-K1, COS7, HERGZEK-293. Em todos os tipos
celulares estudados, foram testadas diversas uodstr do promotor de Citomegalovirus
(CMV).

Este promotor j& foi utilizado por diversos gruplespesquisa para a producao de
proteinas recombinantes em varias linhagens cetul@iafréet al, 1998; Berdozt al,
1999; McLearet al 2000; Schiednest al, 2002; Papagatsias al, 2007; Thanaketpaisarn
et al, 2008). Alguns trabalhos mostram ainda que o ptonae CMV, juntamente com o
enhancer é mais eficiente do que outros promotores quebéamsao utilizados em
vetores para expressdo em células de mamifero, ogrmmotor de SV40 e o do virus do
Sarcoma de Rous (Mc. Leat al, 2000; Xuet al, 2001; Gruhet al, 2008; Ogawaet al,
2007). Com base nesses estudos que demostram a eficlm@aomotornhancerde
CMV, o nosso grupo de Imunologia Molecular vemizathdo este promotor para a
expressdo e producao de anticorpos recombinanteartiizados e fatores de coagulagéo
sanguinea, e por isso, foi 0 nosso objeto de estudo

Como neste trabalho pretendemos avaliar o poledeiatimizacdo da expressao
génica do promotor de CMV juntamente com o elemeni@is denominado intron A, é
necesséria a constru¢ao do vetor com um gene eegootpromotor de CMV sem o intron
A, para que posteriormente a atividade da lucieepasssa ser comparada. Na figura 10 é
mostrado um esquema da clonagem do promotor de §#viV/intron A no vetor pGL4.14

(Promega), arcabouco que contém o gene reportacifierase de vaga-lume.
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Figura 10. Clonagem do promotor de CMV sem intronresultando no vetor pGLCMVI-.

O vetor pGL4.14 foi digerido cornlind 11l e tratado com o fragment&lenow da DNA
polimerase | para a obtencéo de extremidades astupi seguida, digeriu-se 0 mesmo vetor
com Bgl Il, obtendo-se o vetor linearizado de 5800 pb matmacdo com o promotor sem
intron. J& o vetor pCMVLacl foi utilizado para atecdo do inserto. Ele foi digerido cé@ac

Il e posteriormente tratado coflenow, para a formacgéo de extremidades abruptas. Dapois,
vetor foi digerido comBgl Il, obtendo-se um fragmento de 1200 pb, correspaoied ao
promotor eenhancerde CMV, sem intron A. O vetor e o inserto foragatios e obteve-se 0
vetor pGLCMVI-, que contém o gene reporter da kreie de vaga-lumaic2 o gene de beta-
lactamase que confere resisténcia a ampicilinag gin resisténcia a Higromicina B, cuja
expressao é dirigida pelo promotor de SV40, o ptomie CMV sem intron (que foi clonado),
o sinal de poliadenilacdo de SV40 (para o geneuddetase) e um sinal de poliadenilagcédo
sintético (para o gene de resisténcia a HigromiBna
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Para a obtencdo do vetor pGLCMVI-, os fragmentesDiNA obtidos apds as
digestdes com as enzimas de restricao indicadégura 10 foram analisados em gel de
agarose para eluicdo. As bandas correspondentasses &agmentos de DNA foram
cortadas do gel e eluidas pgoreze-squeez®©s fragmentos de DNA foram ligados e esta
reacdo transformada em células competentes XLXDqml choque térmico. Os clones
transformantes foram analisados por perfil de igggircom as enzimdgl Il e Pstl. Os
clones considerados positivos foram também sec@@o€i com 0s iniciadores
seqpGL4.14, 5’pCMV e 3'pCMV.

4.1.2) Clonagem do promotor de CMV com intron ALBGIV)

O vetor pGLCMV ¢é o vetor para a expressdo do gepérter da luciferase de
contém o intron A de citomegalovirus. O procedimergara a clonagem do
promotorénhancerde CMV com intron A no vetor pGL4.14 foi o segeintigeriu-se
este plasmidio comBgl Il e Hind Ill, obtendo-se um fragmento linear com
aproximadamente 5800 pb, sendo as duas extremidbddigacdo coesivas. O vetor
pCMV Lacl foi digerido com as mesmas enzimas, sersdtado um fragmento de
aproximadamente 2100 pb. O vetor e o inserto foigados com a enzima T4 DNA
Ligase, e este sistema de ligacdo foi transformamoceélulas XL10-gold por choque
térmico. Os clones obtidos foram tiveram seu pelél restricdo analisado em gel de
agarose 0,8% com as enzinigd Il e Hind 1ll, liberando o fragmento clonado em torno
de 2000 pb. Além da confirmacao por digestdo, &é&wsrja do clone positivo foi também
confirmada por seqglenciamento com os mesmos imi@adutilizados para o vetor

pGLCMVI-. A figura 11 mostra o esquema da estraélgi construcdo do vetor.
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Figura 11. Clonagem do promotor de CMV com intron A resultando no vetor pGLCMV.

O vetor pGL4.14 foi digerido cordind Il e Bgl Il, obtendo-se o vetor linearizado de 5800 pb
para a ligacdo com o promotor com intron A. J& rv@CMVLacl foi utilizado para a
obtencédo do inserto. Ele foi digerido cétind Ill e Bgl Il, obtendo-se um fragmento de 2100
pb, correspondente ao promotoerghancerde CMV com intron A. O vetor e o inserto foram
ligados e obteve-se o vetor pGLCMV, que contémregeporter da luciferase de vaga-lume
Luc2 o gene de beta-lactamase que confere resist@naiapicilina, gene de resisténcia a
Higromicina B, cuja expressao € dirigida pelo prtonale SV40, o promotor de CMV sem
intron (que foi clonado), o sinal de poliadenilagio SV40 (para o gene da luciferase) e um
sinal de poliadenilacdo sintético (para o genesdisténcia a Higromicina B).
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4.1.3) Construgéo de versdes deletadas do intrdiA

O potencial de melhoramento da expresséo de pasteie interesse foi avaliado
por diversos autores (Chapmat al 1991; Xiaet al 2006; Xuet al, 2001), que
compararam a producdo dos produtos por meio désesduantitativas do sobrenadante
das culturas celulares, como ELISAMestern Blat Entretanto, pouco se sabe sobre as
regides especificas do intron A necessarias paaaafuncdo, sendo que apenas uma
patente teve como abordagem a delecdo de uma mgi&dron A (Missha e Shupisu,
2007). Desse modo, foram construidas 3 versfe®ieeg contendo o gene reporter da
luciferase de vaga-lume, cada uma com uma delasfotd do intron A. Assim, busca-se
um intron minimo que possa funcionar de maneirdairao intron selvagem, ou melhor.
A figura 12 mostra um esquema de como foram reddizaas delecdes no intron A do
vetor pGLCMV.

A -
CMV A A A IA inteiro
B CMV IA A400
C CMV IA A600
D CMvV IA A200

Figura 12. Delecbes realizadas no intron A de CM\Os quatro painéis mostram constru¢des
com o intron A deletado (B, C e D) comparadas comom@stru¢cdo contendo o intron A
selvagem (A). Os triangulos azuis representam mptar eenhancerde CMV, e o0s tracos
pretos o intron A, inteiro ou deletado. No painél’ “estdo evidenciados os trés sitios de
restricdo utilizados para a realizacdo das delegimpotenciais sitios doador e aceptor de

splicing ( A ), e 0 ATG predito‘ .JO promotor e intron ndo estdo em escala.

Como observado na figura 12, foram construidasr83es de vetores com o intron
A deletado e o gene reporter da luciferase. NoegbdiA” € mostrada a construcéo
pGLCMV, e nos painéis “B”, "C” e "D” as constru¢cdesm as delecdes de 400, 600 e
200pb, respectivamente. Elas foram denominadas pMA2100 (B), pPGLCM\VAG00 (C)
e pGLCMVA200 (D). No anexo 1 sdo fornecidos maiores detalbbee a construcdo das

versoes deletadas do intron A.
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4.1.4)Introducéo de sequéncias indutoras de Z-DNA noryeEE. CMV

Tendo em vista o potencial da conformacao Z do ¥Anterferir na expressao
génica (Schrotlet al, 1992;Liu e Wang, 1987; Olet al, 2002), foi adicionado ao vetor
pGLCMV, que ja contém o intron A, seqiéncias queepo induzir a conformacgéo Z do
DNA proximas a regido do promotor de CMV. Suas éagias podem ser verificadas na
tabela 2 da sessdo Materiais e Métodos. A figurand8tra um esquema de como foi
realizado o anelamento dos oligonucleotideos dememios Z1, Z3 e Z5 e a clonagem
deles no vetor pGLCMV.

Oligo 71 U == Oligo Z3 ouU = Oligo Z5
s Oligo Z0 mm—— Oligo Z0 e Oligo Z0

Anelamento dos oligos,
preenchimento das extremidades

com o fragment&lenowe

ligacao no vetor pGLCM

Sspl Sspl

|

CMV

Digestéo do vetor pPGLCMV
com a enzima de restric&spl.
Os sitios estédo evidenciados em

thetic poli &
i po vermelho

Higromicina
luc 2
5V 40 early enhancerpromoter

5V 40 late poli A signal
Figura 13. Anelamento dos oligonucleotideos Z1, 2875 e clonagem no vetor pPGLCMV.
Os oligonucleotideos foram todos anelados ao dligeotideo Z0, e em seguida, as
extremidades sobressalentes foram preenchidas par de tratamento com o fragmento
Klenowda DNA polimerase I. ApGs esse tratamento, asésigis resultantes foram clonadas
no vetor pGLCMV, entre os sitios de restricdo dareaSspl, evidenciados em vermelho na

regido 5'do promotor de CMV.

Como foi verificado na figura 15, o oligonucle@ttdZ0 foi usado como base para
o anelamento dos outros trés (Z1, Z3 e Z5). E pekseérificar também pela figura e pela
analise da tabela 2 (Materiais e Métodos) que giseias dos oligonucleotideos Z0 e Z5

sao inteiramente complementares, sendo que desde, moanelamento ndo originara
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extremidades sobressalentes. Diferentemente dasrsggs Z1 e Z3, que apos o

anelamento com Z0 e extensdo céllenow resultam em alternéncias de purinas e
pirimidinas, a seqUéncia Z5 nao possui esse padeéioepeticbes. Com isso, esta
sequéncia ndo induz a formacao de Z-DNA, mas fmacapenas como um controle para
a manipulacado do vetor, sendo uma sequéncia nadeaeada introduzida no mesmo sitio

de clonagem das demais sequiéncias, os objetosud® es

Com a analise da figura 13, observa-se que atdme® vetor pGLCMV com a
enzima de restrica8spl removeu propositalmente a regido inicial do poton de CMV.
Esta regido contém 4 sitios de ligacdo ao fatotraescricdo NF1 (Hennighausen e
Fleckenstein, 1986), como foi representado na dighirda Introdugcdo, sendo que eles
foram eliminados do promotor apos a digestdo doorveSegundo Chapman e
colaboradores (1991), esses sitios de NF1 na régiopromotorénhancerfuncionam
como moduladores negativos na expressao de trassgem células da linhagem COS-7.
Com isso, a remocao desta regido nessas constrdgdestor pGLCMV com sequéncias
formadoras de Z-DNA pareceu ser importante paralaonatividade do promotor.

Apés a digestdo do vetor com a enziiBap |, o vetor linearizado e o0s
oligonucleotideos (anelados e tratados &demow) foram ligados com a enzima T4 DNA
ligase. O sistema de ligacao, antes de ser tranaflw, foi digerido com a enzingspl, a
fim de que fossem eliminados os plasmidios queasim. Isso impede que varios
oligonucleotideos se liguem entre si, permitinderss a ligacdo de uma sequéncia
indutora de Z-DNA no vetor. Apenas depois desgartranto que o sistema de ligacéo foi
transformado em células Dh5por choque térmico. Os clones transformantes foram
analisados por digestdo com a enzima de restiN@iol e por sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram alinhadas no programadBia@®m a seqiéncia predita dos
oligonucleotideos. Na figura 14 sdo mostrados iobamnentos dos clones obtidos para os
vetores pGLCMVZ5 e pGLCMVZ3. Nao foi obtida nenhuseguéncia de qualidade do
vetor pGLCMVZ1, mas ele foi confirmado como sendisippvo pela digestdo com a
enzima de restricdo citada acima. Uma outra cog@trulerivada da digestdo do vetor
pGLCMV com a enzima de restric&spl foi denominadgpGLCMV A5’, pois ela resulta
apenas da digestdo do vetor e remocdo da regiaprdgimadamente 700 pb do inicio
(5’) do promotor de CMV, que tinha sido descritancoinibotéria COS-7 (Chapmagt al,
1991).



77

A

10 Z0 20 40 =] &0 70 80
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olig 25 CCATATGTCTATATGACCCETRATTAHTBCAATGECCAATAGCCCCCECGTGCGTACGCGATTGAAAAAGGACEABTATE
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segquencia oligo 23 -——————————-—-—————— ACGCETECEFCCHCGTHCHGTGCEGTHCGTGCGTGCBTG————————————————————

Figura 14. Alinhamento da sequéncia dos vetores p&MVZ5 (painel A) e pGLCMVZ3
(painel B). As seqiiéncias obtidas por sequenciamento autométitoo MegaBace foram
alinhadas no programa BioEdit com as sequénciatapsepara os oligonucleotideos Z5 e Z3
(painel B e A, respectivamente) apds o anelamemto £0 e preenchimento das extremidades

comKlenow

4.1.5) Construcao do vetor pMACIA scFvZ22NLS

O grupo de Imunologia Molecular da UnB ja utilzanticorpo recombinante anti-
Z-DNA denominado Z22 ha mais de 10 anos (Brigetl@al, 1993; Andradeet al, 2000;
Ruggiero, 2001; Vaz de Andraée al, 2005; Burteket al, 2007), tanto na forma scFv (do
ingléssingle chain fragment variablguanto na forma FvFc, que consiste na forma scFv
com a porc¢ao cristalizavel do anticorpo (Fc), audaicomo Fab recombinante. O Fab é
um fragmento de anticorpo que contém o sitio denteecimento do antigeno, com uma
cadeia leve e parte de uma cadeia pesada, obtidtigestdo enzimatica. Apesar de ja ser
conhecido e utilizado desde a década de 80 conmgrd monoclonal, foi somente na
década de 90 que o gene codificando este anticogpdorma scFv foi clonado,
sequenciado e expresso &mcoli (Brigido et al 1993) Este anticorpo reconhece o Z-
DNA, independentemente da seqUéncia associada &@Hormacao (Brigido e Stollar,
1991).

Desse modo, a fim de verificar se as regides dodan clonadas as sequéncias
indutoras de Z-DNA realmente promovem a formac¢&iadeonformacéo, foi construido
um plasmidio para transfeccdo em células de mamifgre continha o gene
correspondente ao fragmento scFv do Z22. Entretaado contrario dos vetores ja
existentes que possuem um peptideo sinal pararac8ecdo anticorpo apos a sua

producao, este vetor contém uma sequéncia codifiaadio sinal de localizacdo nuclear
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(NLS, do inglésnuclear localization signa) que direciona o anticorpo para o nucleo apos
a producéo. Isso porque as sequéncias indutordsDd¢A encontram-se nos plasmidios
que foram transfectados em células de mamifermiaeaf transiente ou estavel, e dessa
forma, permanecem no nucleo de forma epissomal miggrada. A sequéncia
correspondente ao NLS foi inserida no lugar da &ecja do peptideo sinal, na regido
5'do gene. Essa mesma constru¢do de um vetor chilnSodepois do gene também foi
feita por Stallings e Silverstain em 2005, quefieiam a presenca do NLS na regido 5’
da ORF (do ingléspen reading framedo virus da Varicella. Esta construcéo, alpem do
NLS, contém a proteina A e uma sequéncia His-TA@ paleteccdo e recuperacao desta
proteina. Segundo losef e colaboradores (2007 paconstrugdo de uma proteina
recombinante com NLS, é fundamental que a molécesgaltante tenha o tamanho
maximo de aproximadamente 40 kDa, visto que prageicom tamanho maior tém
dificuldade para atravessar o poro nuclear. No daswonstrucéo realizada neste trabalho,
o tamanho da proteina com o NLS, proteina A e & hao ultrapassa este valor, tendo
um tamanho aproximado de 30 kDa.

Para a construcao do vetor pMACIA scFvZ22NLSafforrealizadas as seguintes

etapas:

a) Realizacdo de 2 PCRs com 2 pares de iniciados&iatds (sequéncias observadas
na tabela 2 da sessdo Materiais e Métodos). NaepanPCR o vetor utilizado
como molde foi o vetor plgl6, cujo mapa esquemdticanostrado na figura 9.
Esta PCR utiliza um par de iniciadores que ampiifico gene do fragmento
scFvZ22 e inserem a sequéncia correspondente apriitiitando em uma banda

correspondente a um fragmento de DNA de aproximeadte1000 pb (figura 15).
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2 Kb
1,65Kb—

1 Kb

|
I

Figura 15. Obtencao do fragmento scFvZ22NLS — 12 &pa. O primeiro po¢o do gel mostra
o marcador de tamanho molecular 1 Kb plus da lmyé&n (MM). Em “1” e “2” sdo mostrados
dois controles negativos sem o DNA molde. O po¢cé“a reacdo sem o iniciador 5’, e 0 pogo
“4” € a reacdo sem o iniciador 3'. As duas bandas gparecem nos pocos “3" e “4”
representam o DNA plasmidial utilizado como moldgue foi colocado nas reacdes. O poco
“5” é a reacdo de PCR completa, com os dois inicesle 0 DNA plasmidial molde. Na seta
foi indicado o tamanho esperado da banda de anggldio. No gel foi aplicado 1/10 do volume
total da PCR.

Os componentes utilizados para a primeira readom®strados a seguir:

DNA molde (50 ng) = LL
Tampéao 10X CenBIOT = pL
dNTP 10mM = 1ulL

MgCl, 50mM = 2uL

Primer 5 10mM = 4.1L
Primer 3’ 10 mM = 4iL

Tag CenBIOT (2 uil) = 1 uL
Agua MiliQ = 32uL

Volume Final = 5QuL



80

O padréo de ciclagem realizado nesta reacao éadosabaixo:

1- 94°C 5 minutos

2- 94°C 1 minuto

3- 58°C 1 minuto
4-72°C 2 minutos

5- ir ao pass@ 30 vezes

6- 72°C 10 minutos

7- 4°C indefinidamente
8- Fim

Tendo em vista o aparecimento de bandas inespesifia reacdo, tentamos
realizar a mesma PCR em outras condi¢bes: modifacc@anconcentragédo de cloreto de
magnésio da reacdo e aumentando a temperatura efi@manto dos iniciadores. A
primeira condicdo n&o evitou o0 aparecimento dasasuiandas no gel, e 0 aumento da
temperatura de anelamento néo resultou no apamgcirda banda esperada na reacéo. A
combinacdo do aumento da temperatura de anelarsedéoconcentragcdo de magnésio
também n&o resultou na amplificacdo de bandas In€€gm isso, optamos por seguir 0s
parametros citados acima, que apesar de mostraman amplificacdo inespecifica,

resultam no aparecimento do fragmento de DNA d@tdno esperado.

b) No proprio gel de agarose, visualizou-se a band&sgondente ao fragmento de
DNA do tamanho esperado. Apesar de ter ocorrido ammalificacéo inespecifica
que resultou no aparecimento de mais duas ban@aspresentam fragmentos de
DNA de tamanhos diferentes do esperado, a bandar i isolada para o
préximo passo da PCR. Com uma micropipeta, ins&ia-ponta de uma ponteira
na regido do gel onde se observava a banda, coitpade luz UV. Recolheu-se
um pouco de liquido que continha o DNA a ser w@daz como molde para a
segunda PCR. Na segunda PCR, foram utilizadosidiciadores que inseriram
sitios para as enzimas de restriBaoH | e Nhel nas extremidades do gene. Estes
sitios sédo fundamentais para a clonagem deste toradwetor pMACIA, que é o
vetor para a expressao heterologa em células défeman© produto dessa reacéo
de PCR também é um fragmento de DNA com aproximadseml000 pb (figura
16).
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Figura 16. Obtencdo do fragmento scFvZ22NLS — 22 &pa. No primeiro poco do gel
mostrado na figura verifica-se o marcador moleclil&b plus da Invitrogen (MM). No poco
representado por “1”, observa-se a segunda rea&CR completa, utilizando como molde o
DNA oriundo da banda de tamanho esperado do gefiaeeira PCR. No gel foi aplicado 1/10
do volume total da PCR.

Os componentes utilizados nesta reacao foramgosnses:

DNA molde da primeira PCR =4
Tampé&o 10X CenBIOT = pL
dNTP 10mM = IuL

MgCl, 50mM = 2uL

Primer 5 10mM = 4uL

Primer 3 10 mM = 4uL

Taq CenBIOT (2 usL) =1 uL
Agua MiliQ = 28uL

Volume Final = 5QuL

Os parametros de ciclagem da segunda PCR foranmidoé aos da primeira
reacdo. Neste caso, ainda apareceram algumas batedagagmentos de DNA
inespecificas, mas a banda correspondente ao fragrde DNA com tamanho esperado

era mais forte e mais nitida.

c) A banda no gel correspondente ao fragmento de DRA@DO pb oriundo da
segunda reacao de PCR foi cortada do gel e o DNAuigficado da agarose por
freeze-squeez® fragmento de DNA resultante foi ligado no vgi@EM T-easy,

da Promega, com a enzima T4 DNA Ligase. Este vptmsui extremidades
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coesivas com o desoxinucleotideo timidina. Em paglWe PCR amplificados
com a enzimalaq polimerase ha a formacdo de extremidades contendo um
nucleotideo de adenosina. A sequiéncia do clonddsyadgo positivo € observada

na figura 17.

L AT MAPIKI KI KRIKVGKV QL VES GGG GL VAQ
1 GGCTAGCCACCAT GGCTCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTAGGTAAGGT GCAACT TGT TGAGT CTGGTGGAGGATTGGTGCAG . 80

P K GSLKLSCAASGFNFNTYAMNWYVYROQA

81 CCTAAAGGGT CATTGAAACT CTCATGTGCAGCCT CTGGAT TCAACT TCAATACCTACGCCATGAACTGGGTCCGOCAGGE 160
P GKGLEWVYARI RSKSNNYATYYADSM
161 TCCAGGAAAGGGT TTGGAAT GGGT TGCTCGCATAAGAAGT AAAAGT AATAATTATGCAACATATTATGCCGATTCAATGA 240
K DRFTI SRDDSENMLTYLGO OQQMI NLKATETDT
241 AAGACAGATTCACCATCTCCAGAGATGATTCAGAAAACAT GCTCTATCT GCAAAT GATCAACTTGAAAGCTGAGGACACA 320
A MY YCVROQAYSNYGAMDYWGOQGI SV TV
321 GCCATGTATTACT GTGTGAGACAGGCATATAGT AACT ACGGT GCTATGGACT ACT GGGGT CAAGGAATTTCAGTCACCGT 400
S S R G DLQMTGOQTT
401 CTCCTCTAGAGGT GGGGACGGT TCOGGT GROGAGGECT CGEECGREEGAGECT CAGAT CTCCAGATGACGCAGACTACAT 480
S SLSASLGDRVYTI SCSASOQGI SNYLNW
481 CCTCCCTGTCTGCCTCTCT GGGAGACAGAGT CACCAT CAGT TGCAGT GCAAGT CAGGGCATTAGTAATTATTTAAACTGG 560
Y QQKPDGTVKLTLTIYYTS SRLHSGVPSR RETF
561 TATCAGCAGAAACCAGATGGAACT GTTAAACT CCT GATCT AT TACACAT CAAGAT TACACTCAGGAGTCCCATCAAGGTT 640
S GSGSGTDYJSLTI SNLTETPETGDI ATYFSC
641 CAGTGGCAGT GGGT CTGGGACAGATTATTCTCT CACCAT CAGCAACCT GGAACCTGAAGATATTGCCACTTATTTTTGTC 720
Q QY SKFPFTFGSGTU KLTEI KHHHUHIHGTDP
721 AGCAGTATAGTAAGT TCCCATTCACGT TCGGCT CGGGGACAAAGT TGGAAATAAAACAT CATCATCACCATGGTGATCCG 800
K ADNZKTFNEKTEO QQQQNATFYETILHLZPNLNETEDQ
801 AAAGCT GACAACAAAT TCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAACTTAAATGAAGAACA 880
R NGFI QSLKDDPSOQSANTLTLAEATE KTKTLN
881 ACGCAATGGT TTCATCCAAAGCT TAAAAGAT GACCCAAGCCAAAGCGCTAACCT TTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAATG 960

DAQAPIKAHUHHUHIHIHG:*
961 ATGCACAAGCACCAAAAGCT CACCATCACCATCATCATGGCTA 1000

Figura 17. Seqiéncia do scFvZ22NLSE mostrada a seqiiéncia do clone 7 do vetor pGEM
scFvZ22NLS obtida por meio do sequienciamento automdAcima da sequéncia de
nucleotideos foi evidenciada a seqiéncia de amithm&da proteina predita. Em vermelho esta
representada a sequéncia do NLS. Em verde obser@assqiéncia da regido varidvel pesada
(VH) do anticorpo, em amarelo o peptideo conectotinker, em roxo a seqiiéncia da porcao
variavel leve (VL) do fragmento scFv, em marroneqig&ncia da proteina A e em azul o o His-

Tag.
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d) O clone do pGEM scFvZ22NLS foi digerido coRhe | e BanH |, mesmas
enzimas usadas para a digestao do vetor pMACIAdseptado na figura 9). Apés
as digestdes dos dois vetores para a obtencdo destomlinear e do inserto, os
fragmentos de DNA foram ligados com a enzima T4 DINfase, e os clones
obtidos a partir da transformacdo do sistema decdig por choque térmico em
células DHo. foram digeridos conBgl Il para analise do perfil de restricdo e
confirmacado da clonagem final. Assim, obteve-setivpMACIA scFvZ22NLS
para a co-transfeccao com os plasmidios contendeg#ncias indutoras de Z-
DNA. Um esquema da clonagem do fragmento scFv Z&Na vetor pMACIA
pode ser verificado na figura 18.



¥ SV40-polyA

pPMACIA

PCAMY 5500 pb

Digestao com
Nhel e BamH |

Vetor linear de

BamHI

scFvZ22NL

pGEMT

scFv NLS
4000 pb

Nhe |

bla

Digestao com
Nhel e BamH |

B

Inserto de 1000 pb

84

5500 pb

T4 DNA Ligase

SV40-poliA

ScFVZ22NLS

pPMACIA
scFvZ22

NLS
6500 pb

bia

Figura 18. Clonagem do fragmento scFvZ22NLS no vetopMACIA. A clonagem do
fragmento de DNA de aproximadamente 1000 pb norvedtoa a expressdo em células de
mamifero pMACIA (vetor com promotor de CMV e intrdk) foi realizada conforme o
esquema acima. Os sitios para as enzimas de &eswigizadas foram evidenciados em
vermelho. A seta azul identificada pgbfa” é o gene df-Lactamase, que confere resisténcia a

ampicilina para a amplificagéo dos plasmidios entdvas.
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4.2) Determinacgdo dos niveis de expressdo génicas dhiferentes construcdes em

células de mamifero

4.2.1) O Cultivo de diversas linhagens de célulasndmifero

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes ¢jahs para a transfeccéo transiente
dos plasmidios contendo o gene reporter da lusger@HO-K1, COS-7, HepG2 e HEK-
293. A linhagem CHO-K1 foi cultivada com meio HAM-E suplementado com 10%
(v/v) de SFB. As linhagens COS-7 e HEK-293 forasscidas em meio DMEM, também
contendo 10% de SFB. Por fim, a linhagem HepGZ2udtivada em meio RPMI com 10%
de SFB. Todas as garrafas foram mantidas na est@#®C, 70% de umidade e 5% de
CO,. Quando o meio de cultura tornava-se amareladmifsiando maior acidez), as
células eram tripsinizadas e passadas em menotidpds para as garrafas. Apos trés
passagens (metodologia descrita na sessdo Materddiétodos), as células ja estavam
prontas para serem transfectadas com os plasmidimendo os elementos a serem

testados.

4.2.2) Transfecgdo Transiente

Apbés o0 numero minimo de passagens requeridas g#aransfeccdo, as células
foram transferidas para placas de cultura de 2dgpe¢ransfectadas com os plasmidios de
interesse utilizando-se o lipidio catiénico LipdBrnine 2000 (Invitrogen). Em todas as
linhagens celulares estudadas, foram testadas qasnt&s constru¢cdes por meio de
transfeccédo transiente: os plasmidios contendo re geporter da luciferase com o
promotor de CMV sem intron, com intron A inteiraleletado (delecées de 200 pb, 400
pb e 600 pb). Nas linhagens CHO-K1 e COS-7 forastatlas a construcao que contém o
promotor de CMV deletado na regido 5 e com intdnnteiro. Por fim, apenas na
linhagem CHO-K1 foram testadas todas as construg@®sintron A e oligonucleotideos
indutores de Z-DNA (Z1, Z3 e Z5).
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4.2.2.1) Efeito do intron A inteiro na atividade dfizciferase nas linhagens celulares
CHO-K1, COS-7, HepG2 e HEK-293

As construcbes pGLCMVI- e pGLCMV, que contém resipamente 0 promotor
de CMV sem o intron A e com o intron A inteiro, dan transfectadas transientemente em
CHO-K1, COS-7, HepG2 e HEK-293, e apo0s a transteecatividade da luciferase foi
medida 24 e 48 horas apdés a transfeccdo. Na fi@rado mostrados os gréaficos
referentes a esses valores em todas as linhagelee® citadas. Cada gréafico representa

um experimento significativo de trés repeticOedizadas.
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Figura 19. Efeito do intron A inteiro na atividade da luciferase em CHO-K1 (painel A),
COS-7 (painel B), HepG2 (painel C) e HEK-293 (pairiéD). As construcdes referentes aos
plasmidios com o gene repérter da luciferase da-iage e promotor de CMV sem intron A
(pGLCMVI-) e com intron A (pGLCMV) foram transfeatas em quatro linhagens de células
de mamiferos e posteriormente mediu-se a atividdmeluciferase 24 e 48 horas pés-
transfeccdo. O asterisco vermelho indica que oereslapresentados sdo estatisticamente
significativos, com P<0,05.
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Os resultados acima mostram a grande eficiéncimtdan A para a melhora da
atividade da luciferase induzida em condic¢Ges aesteccéo transiente, sendo que foram
observados aumentos de 100 até quase 1000 veatisidade da enzima, dependendo da
linhagem celular. Destaca-se a linhagem celular 128 que apresentou os maiores
niveis de atividade da luciferase. Este dado coreol afirmacdo de que esta linhagem
celular € uma das mais eficientes para a obtengdoveis significativos de proteinas em
transfeccdes transientes (Durockeral, 2002). O intron A ja foi utilizado na sua forma
inteira em diversos trabalhos (Tripatétyal, 1996; Chapmast al, 1991; Xuet al, 2001;
Xia et al, 2006), sendo que em todos os estudos foi mostjadaeste elemento tem um
grande potencial de otimizacdo da expresséo gécaca,aumentos de 2 a 9 vezes da
expressdo do produto de interesse, dependendmalceiular utilizado e da proteina
produzida. Apesar destes aumentos observadoeratuita serem bem menores do que 0s
apresentados neste trabalho, deve-se considerap digm de ensaio é diferente. Na
maioria dos autores analisados, o0 estudo compardtv realizado com proteinas
secretadas e que sofrem modificacdes pos-tradusjamemo glicosilacdo. Nossos ensaios
foram feitos verificando a atividade da enzima fereise, que é uma proteina menos
complexa que as dos demais estudos, tendo prodoffacelular e ndo apresentando
nenhuma modificagdo poés-traducional. Com isso, auosl de aumento da atividade da
luciferase mostram o real potencial de otimizac@@xpresséo génica do intron A sem a
influéncia de fatores complicadores, como a comgéele da proteina de estudo, dos tipos
celulares e de suas capacidades de secregéo.

No trabalho de Xu e colaboradores (2001) demomsteotambém que o intron A,
dentre os outros introns utilizados (intron [@actina e intron quimérico), foi o que
apresentou melhor eficiéncia de expressdo gémcaio e in vitro) dentre todas as
linhagens de células de mamifero por ele testtasexperimentom vitro, 0s aumentos
em relagcdo aos introns @aactina e quimérico variaram de 3 a 8 vezes, depwiuida
linhagem celular. A atividade dos outros dois ingreera similar. Nos experimentos
vivo, 0 aumento foi de 2 vezes para células hepatieasezes para células musculares.
Com isso, os resultados obtidos corroboram os ddaditeratura, que mostram o intron A

como um importante elemento para a otimizacao geeegao génica.
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4.2.2.2) Efeito das delec¢des do intron A na atigelda luciferase nas linhagens celulares
CHO-K1, COS-7, HepG2 e HEK-293.

Uma vez definida a acdo positiva da presenca donim, passamos a tentar a
delimitar a regido capaz de exercer essa atividem®, 0 objetivo de tentar identificar
introns mais curtos com menor impacto nos vetotéizados. Foram feitas construgcdes
em que o intron A foi deletado em algumas regiadsn de verificar a porcado minima do
intron que fosse funcionalAs diferentes constru¢oes com o intron A deletadtiio
descritas na figura 13. Todas elas foram translestale forma transiente em CHO-K1,
COS-7, HepG2 e HEK-293, e 24 e 48 horas pos-tragéfefoi medida a atividade da
luciferase. Na figura 20 sdo mostrados os graftons os valores relativos da atividade da
luciferase para as quatro linhagens de célulasachdas. Cada grafico representa um

experimento significativo de trés repetices realas.
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Figura 20. Efeito das dele¢des do intron A na atigade da luciferase em CHO-K1 (painel A), HepG2 (pakl B), COS-7 (painel C) e HEK-293 (painel D).

As construcdes referentes aos plasmidios com orggideter da luciferase de vaga-lume e promotoCldé com intron A (pGLCMYV), intron A deletado em
200 pb A200), intron A deletado em 400 ph400) e intron A deletado em 600 ph6Q0) foram transfectadas em quatro linhagens dgasétle mamiferos e
posteriormente mediu-se a atividade da luciferakse 28 horas pés-transfeccdo. Os asteriscos varmeidicam que os valores apresentados tém diferenc
estatisticamente significativa, com P<0,05. Osrssies verdes indicam que nao ha diferenca sigtifia entre o valor de pGLCMA600 e de pGLCMYV para as
linhagens celulares em questéo.
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Os valores mostrados nos graficos acima indicamagumnstrucdes com intron
A deletado funcionam tdo bem quanto ou até melbajue a construgdo com intron A
selvagem. A delecéo de 200 pb no intron A foi aapresentou melhores resultados em
relacdo ao aumento da atividade da luciferasefajuke aproximadamente 4 a 6 vezes,
dependendo da linhagem celular.

A delecao de 400 pb, ao contrario, resultou em quela brusca da atividade
da luciferase em todas as células estudadas, geedsssa reducdo chegou a mais de 10
vezes. A delecao de 600 pb melhorou a atividadeicierase apenas em HepG2 (em
torno de 3 vezes) e em CHO-K1 (em torno de 2 veeasjuanto que nas outras células
essa construgcdo ndo mostrou uma diferenca signficaa atividade da luciferase
quando comparada com a atividade da construcoirtoom A inteiro. E importante
ressaltar também que os valores da atividade dierase na linhagem celular HEK-
293 foram os maiores dentre todas as linhagensaceduestudadas, o que pode ser
verificado pela analise da escala dos graficos,&qaé vezes maior em HEK-293 do
gue nas outras trés linhagens.

Uma possivel explicacdo para os valores obtidesdeéecdes no intron A esta
na presenca de um sitio de ligacdo a um fatordaribila transcricdo na regiao de 200
pb deletada na construcdo pGLCKR00. Com a remoc¢ao desta regido, o fator n&o
mais se ligaria e consequentemente ndo inibiridvedade da luciferase. Porém, no
intron A inteiro essa regido esta presente e meassion ndo se observa um efeito de
modulacdo negativa na atividade da luciferase. Bf81,1Ghazal e Nelson mostraram
que um sitio de ligacdo a um fator transcriciorecdnhecido é encontrado no exon 1,
e que apenas este elemento, sem o intron A, jp&zcde melhorar a expressédo da
enzima CAT (do ingléshloranphenicol acetyltransferasem quase 10 vezes em
células da linhagem HeLa. Como observado na fi§uta Introducdo, o exon 1 contém
a regido 5’UTR do mRNA do gene IE1 de CMV. Alémsdisha a presenca do sitio de
ligacdo ao fator NF-1 (Chapmatnal 1991), que € um ativador transcricional. Portanto
o sitio inibidor putativo, estando dentro do cotdesto intron A, exon 1 e 2 teria um
efeito atenuado. Além disso, pode haver outrosssfjue anulem ou atenuem o efeito
deste possivel sitio de ligacdo a um fator inibidoealizados na regido mais distal do
intron A, que em conjunto contribuiriam para o &fedo intron A na sua forma
completa. Apesar do extenso estudo sobre o intreno”Agene IE de CMV, ainda n&o
foram identificados ou mapeados muitos sitios figegdo de fatores transcricionais.

Apenas o trabalho de Ghazal e Nelson indicou aepgasde um sitio onde se liga um
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fator de transcricdo desconhecido de ativacaorabalho de Chapman e colaboradores
(1991) descreveu a presenca e funcao do sitioligagio ao fator NF-1. O que ainda
se encontra na literatura sobre fatores de inibig@mostrado por Stinski (1999), relata
a ligacéo do fator de inibicdo YY1 no promotor dd\; mas nao no intron A.

A presenca de um sitio de ligacdo a um fator theci#o da transcricdo também
explicaria a reducao abrupta da atividade da ltaste na construcdo pGLCMMOO.
Como nesta constru¢cdo ndo foi removida a regidopgumsamos conter um sitio de
ligacdo a um fator transcricional de inibicdo, edtuara de forma a regular
negativamente a expressao do gene estudado, sardestg efeito é verificado pela
reducdo significativa da atividade da luciferasé&nh disso, nesta construcdo foram
removidos 0 exon 2 e o sitio aceptorsgécing o que pode ter alguma influéncia para a
atividade da lucifease.

Por fim, os valores da atividade da luciferasetigamente inalterados
observados para a construgcdo pGLCA6G0 podem também estar relacionados a
remocao desta regido de 200 pb, onde se ligariafaton de inibicdo. Apesar da
remocao de 75% do elemento (o intron A, juntameanta os exons 1 e 2 contém 800
pb, aproximadamente) e do sitio aceptorspicing 3’, a atividade ainda permaneceu
em niveis semelhantes aos observados para a gdwstram o intron A inteiro para as
linhagens COS-7 e HEK-293, ou maiores, para aadg@ehs CHO-K1 e HepG2 . Com
isso, pode-se dizer que a atividade minima de méigdio do intron A estd compreendida
nesta regidao contida na construcdo pGLQMUO0. Outra observacao a ser feita sobre
os resultados obtidos com esta construcdo € qteito é varidvel dependendo do tipo
celular estudado. Na regido mais distal do introm do exon 2 pode haver algum sitio
para ligacdo de um fator transcricional tipo-cehalspecifico. A delecdo desse sitio
putativo ndo teve efeitos detectaveis em COS-7 elEK-293, mas em CHO-K1 e em
HepG2 a remocéo desta regido promoveu um aumegndicativo da atividade da
luciferase.

Ghazal e Nelson (1991) mostraram que parte dadatiei otimizadora do
elemento estava contida no exon 1 devido a pres#mgan sitio para ligacdo de um
fator transcricional de ativacdo. Além disso, adegnicial do intron A contém um sitio
de ligacdo a NF1, mais forte que os quatro sitiemsgntes na regido inicial do
promotorénhancerde CMV (Chapmart al, 1991). Desse modo, os dados observados
neste trabalho poderiam indicar que o intron A poam forte sitio de ligacdo a um

fator transcricional de inibicdo, mas que pode p&cer atenuado devido a presenca
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de outros sitios complementares de ligacdo a fatireadores. Cabe ainda mostrar que
mesmo com a remoc¢do da regido correspondente ao Z2)® ao sitio aceptor de
splicing a atividade da luciferase apresentada por estatrogdo ainda € tdo boa
quanto, ou melhor, do que a atividade do introrelkagem.

A fim de verificar se o0 efeito da regido de 200 gbletada no vetor
pGLCMVA200 é em nivel pré ou poés-transcricional, podegiafaita uma construcao
em que a seqUéncia correspondente a essa regi@sssicom sua orientagao invertida.
Se o efeito estiver realmente relacionado ao fatbaler uma regido de ligagcdo a um
fator transcricional no DNA, a melhora da ativida@eluciferase ainda sera verificada.
Entretanto, se o seu efeito residir em alguma seigi@o pré-mRNA, a inversdo da
sequéncia no DNA alterara os niveis da atividadeidiéerase. Este experimento ainda
esta em fase de andamento.

Outro efeito verificado na linhagem COS-7 no teng® 48 horas pos-
transfecgcdo foi a redugao significativa da ativelada luciferase em todas as
construcdes analisadas. Entretanto, esse resskadieve a um aumento muito maior da
atividade da luciferase denilla presente no vetor pGL4.73 (Promega), em detrionent
da atividade da luciferase de vaga-lume, em valabs®lutos. Este vetor comercial
utilizado como controle da transfeccdo contém omptor de SV40 dirigindo a
expressdo do gene reporter da luciferasBet@lla. Desse modo, fazendo-se a razéo, a
atividade relativa diminui bastante. Na literatm&o h& relatos sobre a eficiéncia do
promotor de SV40 em células COS-7, mas provaveknesse aumento repentino da
atividade da luciferase deenillase deve a um melhor funcionamento deste promotor
em relacdo ao promotor de CMV, ja que a linhagensZ0doi desenvolvida a partir da
infeccdo de células CV1 com o virus SV40 (Gluzni®&a1).

A fim de verificar se o efeito modulador do intrdne de suas delecdes na
atividade da luciferase esta diretamente relacioreadima mudanca na expressao do
MRNA da luciferase de vaga-lume, foi realizado urpeeimento de RT-PCR
quantitativa em tempo real, que sera melhor dedalte seguir. Além disso, sera
verificado se osplicing do intron A nas constru¢cdbes com as delecdes ocorre
normalmente, e se isso tem alguma relacdo comlosesamostrados da atividade da

luciferase.
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4.2.2.2.1) Efeito do intron A inteiro e deletado epapressdo do mRNA da

luciferase de vaga-lume.

Desde 1983, quando a reacédo de PCR (do ipglégsnerase chain reactigrioi
criada, ja foram descritas diversas modificaco@spgyoporcionaram o uso mais extenso
dessa tecnologia. Uma reacado derivada da PCR &kagjBénhtitativa em tempo real, ou
gPCR. Nesse tipo de experimento, é realizado otoramiento do progresso da PCR na
medida em que ela ocorre, e ndo somente no finakagho, com a verificagcdo do
produto que foi acumulado. Desse modo, a aferigiprdgresso da reacéo € feita a
partir do inicio da fase exponencial da reacdcde ma fase de platd, como ocorre na
reacdo de PCR normal. Apés a afericdo dos niveisatscritos produzidos apds os
ciclos de amplificacdo, estes sdo comparados conivess iniciais de DNA ou RNA
molde. A gPCR é também uma metodologia mais sdnsive é capaz de detectar uma
diferenca de até duas copias de DNA ou RNA na amasd contrario da deteccdo da
PCR normal, que é feita por meio de analise entlgelgarose corado com brometo de
etidio, uma técnica bem menos sensivel.

Para o estudo dos niveis de expressdao de um dwedeontranscrito, pode ser
realizada a RT-gPCR, a transcri¢do reversa do Rt &ssociada a reacdo de gPCR.
Nesse caso, 0 molde para a reacdo serd o cDNAaAtidade do cDNA obtido sera
entdo medida a cada ciclo da reacdo. A quantificdgdexpressdo de um determinado
MRNA pode ser absoluta ou relativa.

Na quantificacdo relativa, o que se busca € a ngadda expressao génica em
uma determinada amostra relativa a outra amostreef@eéncia, um controle. Um
exemplo para esse uso pode ser o0 estudo da mudangadréo de expressao de um
determinado gene em resposta a um tratamento demileada linhagem celular com
uma droga. Nesse caso, serédo utilizadas as amastrBNA no tipo celular que foi
tratado com a droga e do RNA de células ndo-tratayplee sera a amostra de referéncia.

Em nosso estudo, foi realizada uma quantificaghativa, ja4 que se desejava
verificar a mudanca da expressao do gene repatérciferase quando o promotor de
CMV foi modificado por meio da adicdo do intron Ateiro e deletado. Com isso, a
amostra de referéncia, ou seja, o controle a agy&irdo promotor de CMV sem intron.

O experimento foi entdo realizado da seguinte #rfaram transfectadas em
células CHO-K1 as construcbes do vetor contend@ree geporter da luciferase de
vaga-lume (pGLCMVI-, pGLCMV, pGLCM¥200, pGLCMVA400 e pGLCM\A600)
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e Renilla Apos 6, 12, 24 e 48 horas, o RNA total das cgltiansfectadas foi extraido,
e a partir dele foi sintetizada a fita de cDNA imhdo-se como iniciador um
oligonucleotideos de politimidina (OligodT). A qu@alade de RNA utilizada para esta
reacao foi a mesma para todas as amostras.

Para a realizacdo da reacdo de gPCR, foi utilizadorante SYBRGreen, que
intercala no DNA dupla-fita (dSDNA). A medida a ¢da de amplificacéo ocorre, mais
corante se liga ao dsDNA, havendo um aumento dud proporcional ao aumento da
quantidade de DNA sintetizada . ApoOs todos os side reacdo, o programa da
maquina para a leitura e analise dos dados forowm@s sigmoides que representam
todo o processo da reacdo em cada amostra. Egsas sdo mostradas na figura 21,
sendo que cada painel representa a amplificacdo woniniciador especifico (os
iniciadores de GAPDH dbamstey da luciferase d&enilla e da luciferase de vaga-

lume).
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Figura 21. Curvas de amplificagdo das amostras coms iniciadores para os genes de
GAPDH de hamster(painel A), da luciferase deRenilla (painel B) e para a luciferase de
vaga-lume (painel C).Cada linha colorida nos graficos é de uma amesipecifica, sendo
gue no total foram utilizadas 24 amostras (4 tent@extracdo de RNA e 6 construcdes —
ndo-transfectado, sem intron, intron A200, A400 e A600). No eixo das abscissas é
mostrado o numero do ciclo da reacdo, e no eixoodsnadas o valor de leitura da
florescéncia do corante (Rn).

As curvas sigmoides indicam que a fase exponedeia@mplificacdo comeca a
ocorrer em ciclos variados, dependendo da amostta iciador utilizado. Quanto
menor € o ciclo onde se iniciou a detec¢do do sie@mplificacdo, maior é a expressao
do gene, jA que sdo necessarios menos ciclos paensuracdo do sinal inicial. Em
outras palavras, quanto mais a esquerda estivgrva,enais o gene € expresso. No caso
das curvas com o iniciador de GAPDH, a variacaocttdes de amplificacéo foi menor

e sempre em ciclos avancados, ja que este € unpleorhddgeno, que é expresso
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constitutivamente pela célula e em niveis infesodaqueles encontrados para o
promotor heterdlogo. Desse modo, o gene de GAPRHsofie alteracfes de expresséo
com a modificagdo da construgéo transfectada ou @dempo de extracdo de RNA
pos-transfeccao.

Apo6s a amplificacdo das amostras, foi realizadooutno controle, uma reacao
que é denominada dissociacdo dos iniciadores. Esg#0, cujos parametros foram
descritos na sessdo de Materiais e Métodos, geaacunva que deve ter apenas um
pico. Esse pico indica que o iniciador utilizadopdifita especificamente um produto e
que ndo ha a formacdo de dimero de iniciador. Ardig22 mostra esses graficos,

denominados curvas de dissociagao.
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Figura 22. Curvas de dissociagdo dos iniciadores slogenes GAPDH (painel A),
luciferase deRenilla e vaga-lume (painel B)Cada linha colorida é a curva de dissociagdo
de uma amostra especifica. No eixo das abscissagréficos é mostrada a temperatura de
dissociagéo do iniciador, e no eixo das ordenadeaBoa-se a derivada dos valores de leitura
do corante SYBRGreen. No painel B, a primeira curf@gom temperatura de
aproximadamente 82°C) é a do iniciador da lucitedsRenilla e a segunda curva (com

temperatura de aproximadamente 85°C) é a do inici@alluciferase de vaga-lume.

Todos os graficos mostrados acima mostram uma @oikva, indicando que os
iniciadores utilizados na reacdo nao formam dimergae amplificam especificamente
um produto de PCR.

Para a andlise dos dados obtidos, foi utilizaderramenta do programa 7500
Fast System SDS Software denomin&ddative Quantification Stud¥{sta ferramenta
verifica os dados obtidos na placa de reacaooengebs valores medios de Ct, que € 0
ciclo de limiar threshold. Este ciclo € obtido por meio da interseccaoimtaal de base
(uma linha paralela a linha do eixo das absciggas,elimina obackgroundl com a

curva sigmoide de amplificacdo das amostras.
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Com a obtencao do valor de Ct para todas as aamspstestudo da quantificacao
relativa da expresséo génica pode ser feito poo meiformula aritmética™®“". Este
estudo é denominado estudo pelo Método do Ct catipar Com o uso dessa férmula,
nao é necessario o uso de uma curva padrao, esdewtilizado apenas se a eficiéncia
de amplificacdo da amostra - alvo e da amostrantrae for equivalente. Quando é
usada a sonda Tagman para a amplificacdo, ndoeSs@@ essa verificagdo. Porém,
guando se usa o corante SYBRGreen, que pode dgrem backgroundinespecifico,
deve ser realizado um experimento de validacdealgip.

Este experimento é feito por meio da reacdo deswmasalvo e amostras-
controle em diferentes diluicbes seriadas. Os galata diluicAo sdo quotados no
grafico na forma logaritmica (no eixo X), e o vall@ACt (o calculo deste valor j& foi
mostrado na sessdo Materiais e Métodos) é cologadeixo das ordenadas. A linha
obtida no grafico com as amostras testadas deyg®ama a linha de tendéncia, como
mostrado na figura 23. No nosso gréfico, foramagediluicdes de 1 ng, 0,1 ng e 0,001
ng das amostras com luciferase de vaga-luiRerglla Este experimento ainda n&o foi

realizado para os iniciadores de GAPDH.

Experimento de Validacdo da gPCR
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Figura 23. Validacdo da reacdo de RT-gPCR para a quntificacdo relativa da
expressao génica da luciferase de vaga-lumdo eixo das abscissas sdo mostrados os
valores das diluicbes das amostras utilizadas agicena forma de logaritmo. No eixo das
ordenadas é mostrado o valor Alét das amostras ap6s a reacdo. Esse valor é dido pe

diferenca entre o Ct da luciferase de vaga-lume @ebda luciferase deenilla
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A andlise do grafico acima mostra que a eficiém@aamplificacdo tanto da
amostra alvo quanto da amostra controle é equitealero estudo por meio do Método
Comparativo de Ct pode ser realizado. Com issanideitos dois tipos de calculo para
a obtencdo dos graficos que mostram o0s niveisivegatda expressdo génica da
luciferase de vaga-lume: no primeiro calculo, mwale Ct obtido com os iniciadores da
luciferase de vaga-lume foi diminuido do valor ded@s amostras amplificadas com o
iniciador de GAPDH. Isso porque o GAPDH é o comtrehddgeno da célula, e deve
ser constante para todos os tempos de extracadN@eeRpara todas as construcdes
analisadas. Com esse calculo obtém-se o val@xGte Apesar de nao ter sido feito o
experimento de validagédo da PCR para estes int@ad@oi considerado inicialmente
que a eficiéncia de amplificacdo foi similar a doss outros genes testados. Esse valor
de todas as amostras foi posteriormente diminuddwatbr deACt da construcdo sem
intron, que € a amostra controle (sem “tratamenggjando assim o val&vyACt. Por
fim, esse valor foi utilizado na férmula aritmétied*“', e foi quotado no gréfico
mostrado na figura 24. No segundo calculo, os galobtidos pela amplificacdo com os
iniciadores da luciferase de vaga-lume foram dimtiosi dos valores obtidos com os
iniciadores da luciferase deenillay que € um controle de transfeccdo, e ndo um
normalizador enddgeno. Os célculos foram realizadaso descrito acima, e os valores
obtidos de 2“°' foram quotados no grafico mostrado na figura 25imiBortante
ressaltar que os resultados referentes aos graimigo ainda sdo preliminares, sendo

que devem ser realizadas mais repeticdes e andla@ssefinadas dos dados.

Ensaio de gPCR (utilizando o normalizador GAPDH)

3,00
—e—pGLCMVI-
2,50
—s—pGLCMV
5 200 —a—A200
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N —e— A400
< i
« 1,00 A600
0,50 -
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Tempo de extracao do RNA total pos-transfeccao

Figura 24. Ensaio de RT-gPCR utilizando o normalizedor GAPDH.
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Ensaio de RT-PCR Quantitativa (QPCR) (utilizandc
apenas o normalizador Renilla)
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Figura 25. Ensaio de RT-gPCR utilizando o normalizéor luciferase deRenilla.

A analise dos graficos mostrados nas figuras 246 endstra que ha uma
diferenca do padrdo de expressdo relativa do genduciferase de vaga-lume
dependendo do gene utilizado como normalizadornQuae utiliza o normalizador
GAPDH, as construgdes com intron A inteiro e aggi#s dele mostram um padréo de
expressao semelhante entre os tempos de extracéo, gue a diferenca esta nos niveis
da expressdo do gene da luciferase de vaga-lume.té&opos de 6 e 12 horas, a
expressdo do gene é praticamente inalterada, sprelthvd um pico de expressdo no
tempo de 24 horas e uma reducéo da expressdo po w48 horas. Na construgcao
com intron A inteiro, ha uma tendéncia a uma efitizoie da expressdo nos tempos
analisados, ja que as variagcbes sdo menores donagieoutras construcfes. Na
construcdo com a delecdo de 200 pb, hd o maiordacexpressdo em 24 horas poés-
transfeccdo, sendo que o valor desse pico é o maitwdas as constru¢des analisadas.
As construcdes com a delecdo de 400 e 600 pb apresema semelhanca no padréo
das curvas, sendo que a curva da delecdo de 666tplsempre acima da de 400 pb.
Isso indica que a expressao do gene da lucifemsagh-lume é maior quando ha a
delec&o de 600 pb no intron A do que quando a @elége 400 pb. Por fim, a amostra
sem intron apresenta uma curva com comportamestintdi, apresentando uma queda
gradativa da expressao génica ao longo do tempggacdklo a quase zero no tempo de
48 horas.
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Entretanto, quando o normalizador utilizado ftu@ferase ddRenilla as curvas
apresentaram um padrao distinto do mostrado alara as amostras sem intron, com
intron A inteiro e com a delecéo de 400 pb, osresl@ermaneceram quase constantes
ao longo do tempo. Entretanto, de acordo com dogréb nivel de expressao do gene
da luciferase de vaga-lume na delecdo de 400 pmtdon A é menor do que na
construcdo sem intron, o que nao condiz com ossdddaatividade da luciferase. Na
construcdo de 600 pb, observa-se um aumento gradigiexpressao do gene estudado
até o tempo de 24 horas, e depois ha uma quedeabtasexpressdo. Na construcao
com a delecdo de 200 pb, a expressdo permanecargenaté o tempo de 24 horas,
havendo um grande aumento no tempo de 48 horas dads também néo se relaciona
com os dados observados para a atividade da las#ejd que ela cai no tempo de 48
horas pos-transfeccdo em relacdo ao tempo de a4.hor

Desse modo, visto que os valores apresentadosafioogem que se utilizou o
normalizador GAPDH se relacionam melhor com os daih atividade da luciferase
apresentados em graficos anteriores, parece queEh®mo uso deste normalizador em
detrimento do normalizador da transfeccdo, queliterase deRenilla. Este € um
gene exdgeno (assim como o gene alvo a ser testatlnbém pode sofrer variacoes
distintas da expressao génica que nao foram aaaliadste experimento e que podem
influenciar na relacdo dos dados. Outro ponto a&@esiderado € que apos a leitura da
atividade das duas luciferases é feita uma razéie @s dois valores, e ndo uma
subtracdo, e esta razdo, independentemente daevalbsolutos, tem pouca variacdo
(exceto a variacdo entre os valores referenteféremtes construgbes). Como para as
andlises de gPCR deve ser feito o célculo em qadoo da amostra-alvo é subtraido do
valor da amostra-controle, pode haver uma variag@or que nao mostre uma
correlacéo entre a atividade da luciferase e aesgpp do mRNA, ja que as operacdes
aritméticas para a analise da atividade da lucéepara a quantificacdo da expresséo
de um mRNA por gPCR séo bastante distintas. Eafiesar deste controle ser utilizado
para a normalizacdo da atividade da luciferase pastudo dos niveis de expresséo do
MRNA talvez seja necessaria a utilizacdo de um genddgeno, que seja
constitutivamente expresso pela célula.

A escolha de um normalizador para gPCR é uma étgpartante da delineacao
experimental, visto que pode haver alteracdo radteglos se a variagdo da expressao
do gene controle for muito significativa (Busth al, 2005; Szabeet al, 2004). Foi

entdo realizado o teste estatistico ANOVA paraisasalse havia variacdo entre os
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valores de Ct das diferentes construcfes com csadlures de GAPDH e deenilla No
caso de GAPDH, nao houve variacdo significativaeens valores de Ct, resultando em
um valor de “P” igual a 0,34. Em contrapartida, vadores de Ct para as amostras
amplificadas com os iniciadores Benillativeram uma variacdo significativa, segundo
analises estatisticas da variacdo do valor de @& as construcdes, com valor de “P”
igual a 0,001. Na tabela 3 sdo mostrados os valdass médias de Ct de cada
construcao, os valores de desvio-padréo e de “P”.

Tabela 3. Valores médios de Ct das amostras amptiidas com os iniciadores para
GAPDH e luciferase deRenilla.

Média Ct Desvio-Padréo Ct Renilla Desvio-padrao
GAPDH GAPDH Renilla
Sem Intron 25,84 1,677 25,843 6,456
(6h,12h,24h e 48h)
Intron A 24,44 1,025 18,105 0,784
(6h,12h,24h e 48h)
A200 24,85 2,054 17,733 1,725
(6h,12h,24h e 48h)
A400 26,578 1,038 25,758 0,486
(6h,12h,24h e 48h)
A600 24,275 2,561 18,455 0,849
(6h,12h,24h e 48h)
P=0,34 P = 0,001

Desse modo, tendo em vista a baixa variacdo da&&sgo do controle GAPDH,
ele foi escolhido como normalizador da reacdo degRTR. Em outros trabalhos
também foi mostrado que a utilizacdo de GAPDH caroatrole enddégeno para
experimentos de gPCR era a melhor opgédo dentrestadas em diversos modelos
experimentais (Goossess al, 2005; Liuet al, 2007; Vascott@t al, 2005; Wineret al,
1999; Goswamet al, 1997). Entretanto, alguns autores ainda critiaautilizacdo deste
gene em controles para experimentos de qPCR pois aijumas situagdes
experimentais ha varia¢des significativas da egaiegénica, como por exemplo entre
individuos distintos (Bustiet al, 1999), em células cancerosas (Chah@l, 1998;
Bhatiaet al, 1994) e em diferentes estagios do ciclo celutac@ulas normais humanas
(Mansuret al, 1993). Porém, em determinadas condi¢cdes expet@senomo no caso
de tratamento com farmacos ou observacdo de muslamdalares temporais (ciclo
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celular, diferentes estagios de desenvolvimentdg ge esperar que haja uma mudanca
global do padrdo de expressdo génica, inclusivgethes considerados constitutivos.
Desse modo, a escolha do gene controle do expanordengPCR deve ser avaliada de
acordo com o procedimento experimental a ser atalisComo mostrado na tabela 3,
nao houve variacdo significativa da expressdo dwoe gi#e GAPDH nas condicdes
experimentais avaliadas neste trabalho, ou sefe es tempos pos-transfeccdo e entre
as diferentes construcdes analisadas. Portantop@rtante que se avalie mais de um
gene para ser utilizado como controle da reacé @éim de se determinar qual possui
a expressdo mais constante na condicdo experingestalestudada (Bustn al, 2005;
Goossenset al, 2005; Vascottoet al, 2005). Neste trabalho foram avaliados dois
possiveis genes-controle, o de GAPDH e o da ladterdeRenilla sendo que se
estabeleceu como melhor controle o de GAPDH.

Os dados observados na figura 24 aproximam-se doague Se esperava ao
padrdo da expressdo do gene da luciferase de wamgm-lA queda gradativa da
expressdo génica observada na construcdo semoa item relacdo ao tempo pos-
transfeccéo pode ser explicada pelo mecanismo gladicdo de mMRNAs denominado
NMD (nonsense mediated RNA decaya foi decrito que esse mecanismo é responsavel
pela degradacdo de mRNAs com cddons de terminagioapuros, além de mRNAs
oriundos de genes recombinantes sem introns, @) GBNAs (Le Hir, 2003). Esse
ultimo caso pode explicar o decaimento da exprede&gene reporter da luciferase na
construcdo sem intron A, ja que este € um intraarabde CMV. Além disso, néo se
pode descartar a possibilidade de que o intronndetiina algum elemento que possa ser
fundamental para a estabilidade do mRNA. A con&tiugpm intron A inteiro parece
realmente ter uma estabilidade maior de expressdongo do tempo, ja que 0s niveis
de expressdo do mRNA da luciferase de vaga-lumaltseam pouco nos tempos
estudados. Por fim, os padrdoes apresentados pelagugoes com delegdes no intron
A também correspondem aos valores da atividadadif@iase mostrados, sendo que a
construcdo pGLCMX200 tem maior expressao do gene da luciferase gkeluane do
que a construcdo pGLCNM\600. Esta, por sua vez, apresenta maior expressgerck
estudado do que a construcdo pGLCMV400, que passaenor nivel de expressao
dentre as constru¢gdes com o intron A/delecdes. [EEdEio se relaciona com 0s niveis
de atividade da luciferase observados. Entretardotempo de 24 para 48 horas na
construcdo pGLCM¥200, ha uma queda brusca dos niveis de mRNA dtedase,

sendo que esta queda foi maior do que a obsenzsdautras construcdes. Este padrao
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de expressdo nao condiz com o que se observa agioehos niveis de atividade da
luciferase.

Como ja foi dito anteriormente, esses experimeaitoda necessitam de maiores
ajustes, como repeticbes sistematicas para a maltatiacdo do padrédo de expressao
entre os tempos de extracdo do RNA. E também impiertmencionar que a relacio
entre os tempos de extracdo do RNA celular e dsunagdo da atividade da luciferase
ndo sdo essencialmente equivalentes, visto quedaigio do mRNA é sempre anterior
a producédo da proteina. Em outras palavras, o tefapextracdo de RNA de 24 horas
pos-transfeccdo ndo indica que esses niveis de MENAO presentes nas mesmas
quantidades quando a atividade da luciferase édaetf horas poOs-transfeccdo. Para
que fosse feita uma melhor correlacdo entre ossnd@ mensageiro e os da proteina
(nesse caso representados pela atividade da assferseria necessaria uma afericdo da
atividade da luciferase em tempos anteriores a3tderas pos-transfecgao.

O estudo da expressdo do mRNA da luciferase de-hage em relacdo a
expressdo do gene endogeno de GAPDH corroboradms dfa luciferase e apodia a
hipotese de que o aumento da atividade estarieiorlda a uma maior estabilidade
conferida ao transcrito pelo intron A. A auséncistd elemento, por outro lado,
favoreceria a degradacdo do mRNA provavelmentenpeip do mecanismo do tipo
NMD.

4.2.2.2.2) Andlise do splicing do intron A nas ¢omges com intron A inteiro e

deletado.

O gene IE1 de CMV possui 4 exons e 3 introns, ex@g o intron A (Awastret
al, 2004). Este gene pode sofiglicing alternativo, devido a um sitio aceptor de
splicing criptico no meio do exon 4, gerando uma proteim&/2 kDa quando h& o
splicingnormal e uma de 19 kDa quando hapbcing alternativo (Awasthet al, 2004).
Esta mesma autora também mostrou que havia outros aceptores dsplicing no
chamado gene IE 2, que possui apenas um exon. §samha a juncdo do exon 3 do
gene IE1 com regides distintas do exon do geneftE@ando proteinas de 86, 55 e 18
kDa (Awasthiet al 2004). Quanto asplicing do intron A, ainda n&ao foi encontrado
nenhum sitio que possa substituir o sitio acem@pticing presente no exon 2, que foi

removido nas construcées com a delecao de 400 pl6a0 intron A.
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Para avaliar se splicing do fragmento do intron A nas construcdes em que fo
deletado o sitio aceptor ocorreu de forma nornealiefalizado um experimento com o
objetivo de amplificar o fragmento corresponderdeegon 1 (aproximadamente 100
pb) juntamente com a regido inicial do exon 2 (@pnadamente 50 pb, sendo que a
regido inteira tem 200 pb) aposlicing A hipétese caso o processamento das versoes
deletadas sem o sitio aceptor original ocorressmaimente é a de que pode haver
sitios cripticos desplicing que permitam o correto processamento destas uQdss.
Para isso, extraiu-se o RNA total de células CHiDdiectadas com as construcdes
pGLCMV, pGLCMVA200, pGLCMVA400 e pGLCM\AG600. A partir desse RNA foi
sintetizada uma fita de cDNA com um iniciador esji@r que reconhecia o gene da
luciferase. Depois, utilizando como molde a fitac@NA sintetizada, foi realizada uma
reacdo de PCR com iniciadores que reconheciamgéieseproximais do exon 1 e do
gene da luciferase. Se a construcdo for processadstamente, o fragmento de DNA
amplificado terd um tamanho aproximado de 150 plrespondente ao exon 1, parte
do exon 2 e parte do gene da luciferase. Qualquer padrao de amplificacéo indicara
uma forma alternativa deplicing Na figura 26 € mostrado um esquema de como foi

realizado este experimento.
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A) | L T

mRNA processado
normalmente
(exon 1, parte do exon 2 e parte
do gene da luciferase)

mRNA néo processado
(exon 1,ntron A, parte do
exon 2 e parte do gene da

luciferase)

Sintese da fita de cDNA Sintese da fita de cDNA
A 4 \ 4

Amplificagao por PCR Amplificagdo por PCR
A 4 \ 4

150 pb ¢ > 550 pb (PGLCM\A400) €
350 pb (pGLCM\A600)
Andlise das PCRs em gel de agarose 0,8%
B) 1 2 3 4 MM

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 26. Analise do splicing nas construgbes contendo o intron A deletado.
A) Exemplo de dois mRNAs, um proveniente de umasiraoque sofreu processamento
correto e outra que nado foi devidamente procesgsuids a reacdo de PCR, as amostras
foram analisadas em gel de agarose 0,8% (B). Em“B’representa a amostra com intron
A selvagem, “2” representa a amostra com a delde&00 pb no intron A, “3” é a amostra
com a delecéo de 400 pb no intron A e “4” é a araasim a delecédo de 600 pb no intron A.
“MM” é o marcador molecular 1 kb plus da Invitrogé&to gel foram utilizados 10L de um
volume total de 5QL da reacdo de PCR. A seta preta indica o tamaghmadda esperado

para o transcrito normalmente processado.
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A figura 26 mostra que splicing ocorreu normalmente nas constru¢cdes com o
intron A inteiro e deletado em 200 pb (“1” e "2¥sto que a banda correspondente ao
fragmento de DNA esperado tem um tamanho de apemdmente 150 pb, que € o
tamanho aproximado do exon 1 juntamente com o &xala as amostras “3” e “4”
aparentemente ndo sofreram o0 processamento cojéetque apareceram bandas
correspondentes a fragmentos de DNA de tamanhasesado que 150 pb. No caso da
construgdo com delecdo de 400 pb do intron A, @tdim da banda observada foi de
aproximadamente 550 pb, que é o tamanho correspndeversao nao-processada da
construcdo. Na construcdo com a delecdo de 600 talanho da banda observado foi
de aproximadamente 350 pb, que também é o tamanmhespondente a versdo nao-
processada desta construcdo. Isso indica que e g@ihtron A que néao foi removida
nas construcdes com delecdes de 400 e 600 pb fuifiaada na PCR, resultando no
tamanho da banda visualizado.

Desse modo, pode-se inferir que a remocdo do adéptor desplicing nas
construcées com delecdes de 400 e 600 pb no iAtiorpede que este seja removido
corretamente do transcrito primario, permanecer@mRNA final. Entretanto, para a
confirmacdo exata de que essas bandas observadpgd sgjam mesmo o0s transcritos
processados e nao-processados, o DNA deve seo @aidel e clonado em um vetor
para sequienciamento posterior. Outro ajuste que pedfeito neste experimento é a
utilizacdo de outros iniciadores para que uma baedamanho maior seja amplificada,
melhorando assim a visualizacéo e definicdo no gel.

Com relacdo a funcionalidade das construcdes pamamento da expressao
génica, infere-se que o correto processamentcadsdrito do gene IE1 de CMV nao é
fundamental para a observacdo deste efeito nossrdaeatividade da luciferase. Isso
porque a construcdo pGLCMM00 ainda mantém niveis tanto de expressdo do
transcrito quanto da atividade da luciferase smefaaos da construcdo selvagem
(PGLCMV). Desse modo, com o nao-processamento tbonirA e do exon 1, haveria a
formacdo de um mRNA hibrido de luciferase com aaed URT do gene IE1 de

CMV, mas produzindo uma proteina ainda biologicamativa.

4.2.2.3) Efeito da remocé&o da regido 5’ do promt@ohancer de CMV

Segundo Chapman e colaboradores (1991), a regté® @n sitios dé&spl na

regido inicial do promotoghhacerde CMV tem um efeito de modulagéo negativa para
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a expressao de proteinas heterélogas em COS-7e bexio, a fim de avaliar o efeito
da delecdo dessa porcéo inicial do promotor de Qi contém 2 sitios de ligacdo a
NF1l) na atividade da luciferase em CHO-K1 e COSev,feita uma construcao
denominada pGLCMX5’. Esta construcdo possui o promotor de CMV ddletaa
regido 5’ e o intron A inteiro, e foi transfectamansientemente em CHO-K1 e COS-7
para a afericdo da atividade da luciferase 24 lBo48s pos-transfec¢do. Este plasmidio
foi também utilizado como arcaboucgo para a clonagesoligonucleotideos Z1, Z3 e
Z5, cujo efeito sera analisado no topico seguidtgrafico da figura 27 mostra o efeito

dessa delecao na atividade da enzima reporter.

A

Ensaio de Atividade da Luciferase em CHO-K1
Efeito da delecéo da regido 5' do promotor

160 -
140 - *
120 -
100
80 -
60 -
40 -
20
04

m24h
m48h

Unidades relativas de
luminescéncia (V/R)

pGLCMV A5

Ensaio de Atividade da Luciferase em COS-7 - Efei
da delec¢éo da regido 5' do promotor

300 ~
250 4
200 A

* W24 h
m48h

150 -

100

Unidades relativas de
luminescéncia (V/R)

50 A

pGLCMV A5’

Figura 27. Efeito da delecéo da regido 5 do promot/enhancerde CMV na atividade
da luciferase em CHO-K1 (painel A) e COS-7 (paineB). Foram transfectadas as
construcdes com intron A inteiro (0bGLCMV) e comelet&o na regido 5’ do promotor de
CMV (A5’). Os asteriscos vermelhos indicam que ha difeesngnificativa entre os valores,
com P<0,05.
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Os valores mostrados nos graficos da figura 2icand que a delecao da regido
5 do promotor de CMV diminuiu a atividade da lecdise em quase 50%, tanto em
CHO-K1 quanto em COS-7, sendo que estes valoresstatisticamente significativos.
Os dados acima nédo corroboram os de Chapman eocadimives (1991), que mostraram
que a retirada desta regido aumentava a expressagld humano recombinante e da
glicoproteina do virus HIV gpl120. Talvez as dife@n entre a luciferase e as
glicoproteinas expressas por Chapretnal (1991) reflitam um mecanismo né&o
antecipado que pode envolver a natureza do traas@@nosso modelo de estudo, a
proteina luciferase consiste em uma proteina eluler e sem modificacdes ou
processamento pés-traducional, o que difere despgltiteina estudadas por Chapman e
colegas (1991), que tém natureza complexa quantoodfficacbes pos-traducionais e

aos processos celulares de secrecéo.

4.2.2.4) Efeito dos oligonucleotideos indutoreZe@NA na atividade da luciferase em
células CHO-K1 (transfecgéo transiente).

As construcdes pGLCMV, pGLCMVZ1, pGLCMVZ3 e pGLCM$®Zforam
transfectadas transientemente em células CHO-Kdp6s 24 e 48 horas, as células
foram lisadas para a afericdo da atividade dadtask. A figura 28 mostra esses

valores para as constru¢des com os oligonuclectidéoZ3 e Z5.

Ensaio de Atividade da Luciferase em CHO-K1 - Efed dos
oligonucleotideos indutores de Z-DNA Z1, Z3 e Z5

\
J

160 -
140 -
120 -
100 - *
80 A
60 | * * 0 48 horag

2 B 1

pGLCMV Oligo Z1 Oligo Z3 Oligo Z5

@ 24 horag

Unidades de Luminescéncia (LU
Razéo VIR

Figura 28. Efeito dos oligonucletideos Z1, Z3 e Zba atividade da luciferase 24 e 48
horas pés-transfeccdo em CHO-K1Foram transfectadas as constru¢cdes com intron A
inteiro (pGLCMV) e com intron A e os oligonucleatims Z1 (oligo Z1), Z3 (oligo Z3) e Z5
(oligo Z5). Os asteriscos vermelhos indicam quelifétenca significativa entre os valores,
com P<0,05. Os asteriscos verdes mostram que nadifér@nca significativa entre os
valores, com P>0,05.
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O oligonucleotideo Z3 aumentou significativamerfean mais de 50%) a
atividade da luciferase em CHO-K1 em relacdo atoegéo com o oligonucleotideo Z5,
como mostrado na figura 38. A atividade da conéitvugom a sequiéncia Z3 € ainda
menor do que a da construcdo selvagem pGLCMV, j@ para a clonagem do
oligonucleotideo foi necessaria a remocao da regidlm promotonhancer Como ja
foi mostrado na figura 27, a remocdo desta regidondiu a atividade da luciferase
tanto em CHO-K1 quanto em COS-7, tanto que a aogédrcom o oligonucleotideo Z5,
que é o controle da manipulacdo destes plasmitkyg valores da atividade da
luciferase semelhantes aos da construcdo pGLEW\Gue € apenas a delecao da regido
5 sem a adicdo de nenhuma sequéncia externa. Dmesl®, a comparacdo da
modulacdo da atividade da luciferase deve serdeitgpre com a construgdo que contém
o oligonucleotideo Z5. Nesse caminho, os valoresatiidade da luciferase da
construcdo Z1 mostraram-se equivalentes aos ddregis Z5, indicando que este
oligonucleotideo néo teve o efeito de modulacadipasesperado.

Dentre os oligonucleotideos utilizados neste trahaapenas o Z3 foi capaz de
melhorar a atividade da luciferase como esperadtvetanto, ainda nao se sabe se este
efeito se deve a formacdo de Z-DNA na regido adjacao promotor de CMV. Para
isso, foram estabelecidos clones estaveis dasrugéies com as seqiéncias Z3 e Z5 em
CHO-K1, sendo que este topico sera mais bem dikcatseguir.

4.2.3) Transfeccao estavel

De acordo com o grafico da figura 28, o oligonatitleo Z3 foi a Unica
sequéncia, dentre todas as que foram clonadasnmaéxa regido 5’ do promotor de
CMV, que apresentou o resultado esperado de aunuentatividade da luciferase.
Portanto, para que a hipdétese de que essa seqiiénoia Z-DNA e que foi essa
formacgéo a responsavel pelo aumento da atividadeciferase, foram estabelecidos
clones estaveis em CHO-K1 das construgfes Z3 eathp um controle. Nestes clones,
foi transfectado transientemente o plasmidio pMASEIAVZ22 NLS. A hipdtese é que
se a sequéncia Z3 realmente induzir a conformacaw ZDNA, o fragmento de
anticorpo anti-Z-DNA, que foi produzido no citoptaa e redirecionado ao nucleo, se
ligard nessa regido do promotor, estabilizandooeatéonformacédo Z e proporcionando
maior acessibilidade de fatores transcricionaigpm@motor de CMV. Também como

controle, foi transfectado transientemente o pldempMAC vazio, que é 0 mesmo
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arcabouco onde foi clonado o gene do anticorpoZabNA. A transfeccdo deste
plasmidio ndo deve afetar a atividade da luciferemeclones estaveis, ja que néao foi
introduzido nenhum gene exdgeno para ser transefitaduzido, servindo de controle
para quaisquer efeitos de sequestro de fatoresctraionais, ja que todos 0s vetores sao
baseados no promotor de CMV. O grafico mostrandaivadade da luciferase em
clones estaveis de Z3 e Z5 transfectados transiemnte com o vetor pMAC vazio e
PMAC scFvZ22NLS € mostrado abaixo na figura 29.

Ensaio de Atividade da Luciferase em clones estagsade CHO-K1
- Efeito do fragmento scFvZ22NLS

©
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2 |

8 04 * *
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2 0 EEm= . ‘
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Z3e + pMAC Z3e + NLS Z5e + pMAC Z5e + NLS

Figura 29. Efeito do anticorpo anti-ZDNA Z22 na foma scFv Z22 com sinal de
localizag&@o nuclear (NLS) em clones estaveis de 25 (CHO-K1). Foram transfectadas
transientemente nos clones estaveis (Z3 e Z5) retragbes pMAC (vetor pMAC vazio) e
NLS (vetor pMAC scFvZ22NLS). Os asteriscos vermslhndicam que ha diferenca
significativa entre os valores, com P<0,05. Osristes verdes mostram que ndo ha

diferenca significativa entre os valores, com P50,0

A transfeccdo do gene do fragmento de anticoripZaDNA Z22 no clone
estavel de Z3 aumentou significativamente a atdedda luciferase, comparando-se
com as amostras que foram transfectadas com o pBIAC vazio. Esse aumento foi
aproximadamente 3 vezes. E importante ressaltab&amque a transfeccdo da
construcdo com o anticorpo Z22 e NLS néo alterativadade da luciferase no clone
estavel de Z5, que € um controle cuja sequénciad@a a formacao de Z-DNA.

Da mesma forma que Oh e colaboradores (2002) ddracem para a levedura

Saccharomyces cerevisaigerimos neste trabalho que para a linhagentacéhtHO-
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K1, a clonagem de uma seqiéncia indutora de Z-DMNXima a um promotor pode

melhorar a expressdo do gene associado. Tambémditdos de que esta sequéncia
demonstre esse efeito por induzir efetivamentendocmacdo Z no DNA adjacente ao
promotor, ja que a adicdo de um elementotems nesse sistema proporcionou um
aumento ainda maior na atividade da luciferaselenes estaveis. A fim de verificar se
0 aumento da atividade da luciferase com a adigdsedjiéncia Z3 a montante do
promotor de CMV se deve ao aumento da taxa dectigée, e consequentemente dos
niveis de mRNA, deve ser realizado um experimeetdR@i-gPCR, da mesma forma
que foi feito para as constru¢cdes com delecéesitnoni A. Dessa forma, estariamos
correlacionando diretamente o aumento da atividdaleenzima com aumentos dos

niveis de expressao do transcrito.
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5. Conclusfes e perspectivas

No presente trabalho foi avaliado o potencial divom A e de sequéncias
indutoras de Z-DNA em melhorar a atividade da krei$e, que foi 0 modelo de estudo
para o teste das construgdes realizadas. VeriBeague o intron A inteiro promove um
aumento significativo da atividade da luciferase todas as linhagens celulares
estudadas, sendo que este aumento varia de 1Qfsa §000 vezes, este Ultimo para a
linhagem HEK-293. Este resultado é corroborado patnento nos niveis de expressao
do transcrito da luciferase de vaga-lume, comowsis experimentos de RT-gPCR.
Foram construidas versdes do intron A deletadcaandd descritas na literatura, sendo
que a versao com delecdo de 600 pb pode ser coadad@m intron A minimo
funcional, tendo em vista que a atividade da luage se manteve praticamente
inalterada nas linhagens de células de mamiferiisadas. A constru¢cdo com delecdo
de 200 pb também apresentou aumentos de 2 a 7 mazatvidade da luciferase,
dependendo da linhagem celular utilizada, sendo egti@ foi a melhor construcéo
dentre todas. Os dados do experimento de RT-gP@Béta confirmam que ha uma
relacédo entre a atividade da luciferase observadaonstru¢cées com delecéo de 600 e
200 pb com os niveis de expressdo do mRNA. Foiéaminostrado que splicing nas
construcdes em que foi deletado o sitio 3’ acefgGLCMVA400 e pGLCM\A6G00)
nao ocorre normalmente como na construcao comiitreelvagem e deletado em 200
pb. Nestas constru¢bes o sitio aceptor permanewdterado. Como 0s niveis da
atividade da luciferase na construcdo pGLCMUJO0 s&o tdo bons quanto ou melhores
do que os da versao com intron A inteiro, podea$erir que osplicing nesta regiao
entre o exon 1 e 2 ndo é critico para que hajaoreltta expressao génica. Com isso,
pode ser que o0 mMRNA hibrido de luciferase com &0e§UTR do gene IE1 de CMV
seja funcional, produzindo a proteina biologicaraextiva.

Foi demonstrado também que a sequéncia indutoza@NA Z3 foi capaz de
aumentar em aproximadamente 2,5 vezes a atividatlecdlerase em comparacao com
a construcéo Z5. Os valores um pouco menores ddate da luciferase da construcao
Z3 em comparacdo com a construcao selvagem (pGLAE&AY explicados pela delecéo
da regido 5’ do promot@hhancerde CMV entre os sitios de restricdo $&pl. Esta
regido ao contrario do que foi descrito na liter@tiem uma importancia significativa

para a expressao génica, visto que sua remocacaretrucbes com sequéncias
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indutoras de Z-DNA diminuiram pela metade a atidelaa luciferase em CHO-K1 e
em COS-7. Com a utilizacdo do fragmento de ant@sgv Z22 com NLS foi possivel
demonstrar, em clones estaveis de Z3 e Z5 em CH@ukelha grandes indicios de que
a sequéncia Z3 exerca a sua atividade moduladeranpim da formacdo de Z-DNA,
visto que a transfeccdo transiente desta constragdoclones estaveis aumentou
significativamente a atividade da luciferase eme&Z8do em Z5, o controle.

Com isso, este trabalho mostrou a influéncia denettos enxis (introns e
sequéncias indutoras de Z-DNA) e #nans (fragmento de anticorpo anti-Z-DNA) na
atividade da luciferase. Estes elementos tém mpiatede otimizar a expressao génica
em vérias linhagens de células de mamifero, selbs &teressantes para o estudo
mais aprofundado e posterior construgcdo de vetpeea expressdo de proteinas
heterélogas de interesse comercial.

Dentre as perspectivas futuras para este trabgligotera continuidade por mais

guatro anos como um projeto de Doutorado, estao:

- clonagem e sequenciamento dos fragmentos de Oitidos nas reacdes de RT-PCR

para o estudo dsplicingnas constru¢cdes com delecdes no intron A.

- restauragdo do sitio aceptor sf@icing na constru¢cdo pGLCMAMG00, por meio de
PCR.

- estabelecimento de novos clones estaveis em CHQ@&S construgdes com o0s
oligonucleotideos Z12, Z3 e Z5 para estudos dosdpadie metilagdo no promotor de

CMV por meio de sequenciamento bissulfito e tratsimeom 5-azacitidina.

- imunoflorescéncia e imunoprecipitacdo de cronaatios clones estaveis de Z3 e Z5,
utilizando o anticorpo construido neste traballod-yZ22 NLS), a fim de comprovar a
formacao de Z-DNA na regido adjacente ao promotor.

- monitorar os niveis de expressédo do gene deehasié de vaga-lume por RT-gPCR

nas construcdes com a sequéncia Z3, na presercaus@éncia do scFvZ22 NLS.

- construcdo de um novo vetor para expressao deipas de interesse em células de
mamifero contendo uma associacdo dos elementomgsiearam resultados positivos

para o gene reporter da luciferase. Em outras agm um novo vetor seria testado o
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intron A (e versdes deletadas) em conjunto conemehto Z3 e restaurando-se a regiao
5’ do promotor de CMV, na expressao estavel de proteina de interesse comercial.
Nesse sistema estaria incluso também a expresadsieinte do scFvZ22 NLS. Na

figura 30 € mostrado um esquema de como funcianaoa elementos estudados se
estivessem em um mesmo vetor para expressao logeméd uma proteina de interesse
comercial. Na figura € possivel verificar como t®dws elementos estudados neste

trabalho podem agir de forma cooperativa para nmatteoexpressao de uma proteina de
interesse.
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Figura 30. Mecanismos que ocasionardo aumentos nxpeessdo de um gene de

interesse quando o0s elementos sdo colocados em uresmo vetor para expressao

heter6loga. Na figura observa-se o esquema de um vetor queérmoms elementos

estudados neste trabalho (sequéncias indutorasDd¢AZe intron A), além do promotor de

CMV dirigindo a expressdo de um gene de intereaaségger. Os mecanismos mostrados

agiriam de forma sinergistica, proporcionando umento global da producdo da proteina

de interesse.
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