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RESUMO

MELO, V. A. M. R. Construcdo de ferramentas para estudo da possivel
interacdo entre interferon-beta e p53 . Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

A formagdo de tumores se deve a uma combinacdo de fatores, incluindo
alteracdo no controle de proliferagédo celular, alteracdo na sua resposta a sinais
extracelulares e a tolerancia da presenca do tumor pelo sistema imune. A via de p53
representa um eixo fundamental no controle de proliferacdo e indugcao de apoptose.
O interferon-beta (IFNB) tem um papel importante na modulacdo da resposta
imunoldgica, participa na criagdo de memaria imunoldgica antitumoral e também tem
impacto na poténcia proliferativa e apoptética de células tumorais. Recentemente,
dados da literatura mostraram que IFNB ativa transcricdo de p53 e que Varios
componentes do sistema IFN efetuam sua funcéo utilizando a via p53/pl4arf. Neste
projeto, construimos uma série de ferramentas a serem utilizadas, futuramente, para
explorar as interacées entre p53 e IFNB num modelo de melanoma. A primeira
ferramenta, uma linhagem celular derivada de B16 com expressédo de p53 reduzida
por meio de miRNA, serd (til na medida da resposta a IFNB quando a célula
apresenta ou nao a proteina p53. Este projeto também inclui a construcdo de
vetores plasmidiais e adenovirais portadores dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53
ou IFNB murino. Estes vetores sdo utilizados para a introducédo destes fatores,
sozinho ou em combinagdo, em células alvos para avaliacdo do seu impacto em
expressdo g@énica, proliferacdo ou morte celular. Em ensaios preliminares,
plasmideos contendo o cDNA de luciferase dirigido por um promotor responsivo a
p53 ou responsivo a componentes do sistema IFN foram co-transfectados em
celulas B16 com os vetores de expressdo para p53 e IFNB. Mesmo confirmando a
atividade de p53 ou IFNB sozinho, n&o foi observado um efeito aditivo destes fatores
utilizando este tipo de ensaio. Futuros estudos sobre possiveis interacdes entre as

vias de p53 e IFNP terdo o beneficio das ferramentas construidas neste projeto.

Palavras-chave: p53. Interferon. Melanoma.



ABSTRACT

MELO, V. A. M. R. Construction of tools for study of the possible interaction between
interferon-beta and p53. Master thesis — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2008.

The formation of tumors is related to a combination of factors, including
alteration in the control of cellular proliferation, alteration in response to extra cellular
signals and tolerance of the tumor’'s presence by the immune system. The p53
pathway represents a fundamental axis for the control of proliferation and induction of
apoptosis. Interferon-beta (IFNB) plays an important role in the modulation of immune
response, participates in the creation of anti-tumor immunologic memory and also
impacts the proliferative and apoptotic potential of tumor cells. Recently, data from
the literature has shown that IFNB activates transcription of p53 and that some
components of IFN system exert their function through the p53/pl4arf pathway. In
this project, we constructed a series of tools to be used to explore the interactions
between p53 and IFNB in a melanoma model. The first tool, a derivative of the B16
cell line with reduced p53 expression due to a specific mIRNA, will be useful for the
measurement of the IFNB response in presence or absence of cellular p53 protein.
This project also includes the confirmation of plasmid and adenoviral vectors that
carry the cDNAs of eGFP, Luciferase, p53 or murine IFNB. These vectors can be
used for the introduction of these factors, alone or in combination, in target cells for
evaluation of their impact on gene expression, proliferation or cell death. In
preliminary assays, plasmids encoding the Luciferase cDNA with expression directed
by a p53-responsive promoter or a promoter responsive to components of IFN
system were co-transfected in B16 cells with the p53 and IFNB expression vectors.
Even though the activity of either p53 or IFN3 alone was confirmed, an additive effect
of these factors was not observed using this assay. Future studies of the possible
interactions between the p53 and IFNB pathways will benefit from the tools
constructed in this project.

Keywords: p53. Interferon. Melanoma.
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1 INTRODUCAO

Melanoma é um tipo de cancer que atinge o tecido epitelial, mais
especificamente a pele, podendo ser do tipo benigno ou maligno. O melanoma
origina-se dos melandcitos (células produtoras de melanina). A transformacao
oncogénica dos melandcitos epidermais ddo origem ao melanoma cutaneo primario.
Embora apresente uma incidéncia de 3% a 7% dos casos de carcinomas da pele, 0
melanoma € o tipo mais grave da doenca devido a sua alta probabilidade de
metastase (GIGLIA-MARI e SARASIN, 2003; LENS e DAWES, 2004).

Até agora ndo ha uma terapia adequada para controle ou cura do melanoma
tanto na sua forma priméria como em metastases. Nas ultimas décadas, a incidéncia
de melanoma vem crescendo mundialmente e a mortalidade pela doenca
permanece alta. Embora a maioria dos melanomas primarios seja curavel por
excisao cirurgica, a expectativa de vida cai dramaticamente, abaixo dos 3%, quando
ha ocorréncia de metastase (EBERLE et al., 2008). O uso de uma terapia que
agregue o combate ao melanoma primario e a possiveis metastases levaria a um
aumento significante da sobrevida dos pacientes. Por isso a utilizagdo da resposta
imunolégica mediada por IFNB no tratamento, j& que uma de suas funcbes é a
ativacao da resposta adaptativa do sistema imune, podendo assim inibir formacéo de
metéstases posteriores.

Atingir a via de p53 no tratamento de melanoma talvez fosse interessante ja
gue o p53 é um dos genes supressores de tumor mais comumente mutado em
neoplasias (HOLLSTEIN et al., 1994). Normalmente, h4 pouca proteina p53 na
célula, mas em resposta a varios fatores, como dano por UV, altos niveis de p53 séo
induzidos. Com os altos niveis da proteina p53 ocorre uma parada em G1 do ciclo
celular, permitindo a via de reparacao celular remover as leses causadas antes da
sintese de DNA e mitose, e promove também um aumento da apoptose. Em
melanoma, somente 10% dos casos apresentatam p53 mutado (GIGLIA-MARI e
SARASIN, 2003). No entanto, mesmo que as células de melanoma apresentem p53
endbégeno, este esta inativo (LANE, 1992; LEVINE, 1997, BENJAMIN e
ANANTHASWAMY, 2007). Tratar as células de melanoma repondo o p53 na sua
forma normal ndo foi satisfatério em nossos estudos (Setor de Vetores Virais, dados

nao publicados). Alternativamente, aproveitando-se do fato de que o melanoma
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apresenta p53, outra estratégia seria utilizar radiacdo, uma droga ou outro gene que
ative o p53 endogeno. Dados da literatura indicam que IFNB exerca sua fungéo, em
parte, através da via de p53 (TAKAOKA et al.,, 2003). Por estes motivos, temos
interesse em explorar as possiveis interacdes entre IFNB e p53.

1.1 p53 como alvo de inibicdo tumoral

Em protocolos clinicos de terapia génica, o gene p53 foi utilizado como gene
terapéutico em 69 protocolos, mas nenhum para melanoma
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). Como descrito a seguir, p53 é um
candidato para o tratamento de cancer devido ao seu papel central em controle de
proliferacdo e inducdo de morte celular. Isto se deve ao fato da proteina p53 ser
fator transcricional de varios genes ligados ao ciclo celular (tais como p21 (WAF1),
14-3-3, GADD45 e B99), genes pro-apoptdticos (Bax, Fas/APOL1, Killer/DR5, PIGs,
p85, PAG608, IGF-Bp3) e genes ligados a inibicdo da angiogénese (Tspl, BAI1, GD-
AiF) (EL-DEIRY, 1998). A p53 age também como inibidora de transcricdo de uma
variedade de promotores, incluindo genes que bloqueiam apoptose, como Bcl-2
(MIYASHITA et al., 1994), e genes que proporcionam resisténcia a drogas
quimioterapicas, como o multidrug resistance gene, MDR1 (STRAUSS et al., 1995).

A p53 age como indutor de transcricdo se ligando diretamente no promotor de
seus genes alvos. Um dos primeiros elementos responsivos a p53 identificados foi
isolado do RGC (Ribossomal Gene Cluster) (KERN et al., 1991). Na sequUéncia
reporter PG13-CAT, 13 cépias do elemento PG (derivado do RGC) foram unidas a
um promotor minimo e ao cDNA da cloranfenicol acetil transferase (CAT), resultando
uma unidade regulatéria muito sensivel a p53 (KERN et al., 1992). A sequéncia geral
reconhecida pela p53, PUPuPuCA/TA/TGPIPiPi (onde Pu=purina e Pi=pirimidina) foi
definida logo depois (EL-DEIRY et al., 1992; FUNK et al., 1992) e esta presente no
promotor de todos os genes ativados por p53.

Mutacbes no gene p53 sao as alteragbes mais comuns de cancer humano
(HOLLSTEIN et al., 1994). Em geral, p53 mutado perde sua fungdo como fator de
transcricdo, mas em alguns casos, a proteina mutada pode ganhar novas fungdes,

como promocdo de proliferacdo celular ou ativacdo de genes né&o desejados
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(DITTMER et al., 1993; HSIAO et al., 1994; STRAUSS e HAAS, 1995). A perda da
atividade de p53 deixa a célula vulnerdvel a proliferacdo n&o controlada e
relativamente resistente para apoptose induzida por quimiotergpicos ou radiacdo
(LOWE e RULEY, 1993; LOWE et al.,, 1993a; LOWE et al., 1993b). Por estes
motivos, a reposicdo de p53 como alvo terapéutico continua como uma nova
esperanca no tratamento do cancer.

Mutacdes no gene de p53 foram detectadas em 50% dos céanceres humanos
e em quase todos os carcinomas de pele. A maioria dos carcinomas possui
mutacdes onde ocorre a alteragdo de um aminodcido produzindo a proteina
completa, porem, com sua funcdo alterada. Andlise de mutacdes no gene p53
estabeleceram uma conexao entre exposicoes a radiacdes ultra violeta(UV), dano ao
DNA e carcinogénese de pele, e outros trabalhos ja mostraram que p53 tem um
importante papel na protecao celular contra danos ao DNA causados por exposi¢cao
a UV (Zahn et al., 1993; BENJAMIN e ANANTHASWAMY, 2007). Porém, no caso de
melanoma, p53 se encontra mutado em somente 10% dos casos (GIGLIA-MARI e
SARASIN, 2003). Em contraste, o locus CDKN2a onde reside o gene do pl4ARF
(humano) é perdido em 50% dos casos de melanoma (SHARPLESS e CHIN, 2003).

Melanoma é um dentre outros tipos tumorais onde p53 mantém-se selvagem,
indicando que outros eventos contribuem para inativagdo de p53. p53 é mantido
inativo e a baixos niveis predominantemente pelo produto do gene mdm2, que se
liga diretamente a p53 e a degrada por um mecanismo de ubiquitinagdo. A
expressdo de mdm2 por sua vez € regulada pelo proprio p53 através de feedback
negativo. Apesar de p53 se manter selvagem, na maioria dos casos de melanoma, o
mdm2, regulador negativo de p53, apresenta-se super-expresso em grande parte
dos casos de melanoma inibindo a funcdo de p53. Enquanto isso a perda da
expressdo protéica de pldarf, que inibe a acdo de mdmz2, ocorre em 50-70% dos
melanomas com alta capacidade de proliferagdo. Em estudos recentes foi mostrado
que pl9arf possui um importante papel antitumoral (HA et al., 2008; BOX e
TERZIAN, 2008).

Nas células tumorais, a inativacdo do p53 primariamente ocorre por mutacdes
no p53, super-expressdo dos seus inibidores, como o0 mdm2, e perda ou inativagcao
dos seus ativadores como o pldarf (pl9arf em camundongos). Diferentes
combinacdes de eventos que promovam a reducdo ou inibam os niveis e atividade

de p53 selvagem levam a perda de apoptose, proliferacdo descontrolada e
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transformacgao celular. Transformacdes malignas sempre envolvem a desregulagao
de pontos restritos do ciclo celular, no entanto, eventos adicionais sdo necessarios
para o0 surgimento de um fendtipo maligno, devido ao fato que sinais
hiperproliferativos ativam um mecanismo de defesa que resulta na parada do ciclo
celular, senescencia ou apoptose. O maior efetor desse mecanismo é a via ARF-
MDM2-p53. Sendo que a célula de melanoma possui p53 enddgeno, a utilizacdo de
ARF, ao invés de p53, na terapia génica poderia ser melhor explorado, visto que a
ativacao de ARF inibe a interacdo de MDM2 com p53, permitindo que p53 promova
a parada da progresséao celular e induza apoptose ou senescéncia (SANDOVAL et
al., 2004; HA et al., 2008; BOX e TERZIAN, 2008).

1.2 Interferon-beta (INF B): gene candidato para terapia génica de melanoma

Interferons (IFNs) s&@o proteinas multifuncionais secretadas envolvidas na
defesa antiviral, regulacdo do ciclo celular e ativagdo de imunidade. IFNs fazem
parte da familia das citocinas com efeitos biolégicos pleiotropicos (CHAWLA-
SARKAR et al., 2003). Classificam-se como a, B, w, y, de acordo com suas bases
estruturais e propriedades antigénicas, e sdo agrupadas em duas familias: Tipo | e
Tipo II. IFN a, B e w pertencem a familia do Tipo | e sdo produzidas pela maioria dos
tipos celulares em resposta a infeccdo viral ou outro estimulo. IFNy, o Unico que
pertence a familia Tipo Il, € secretado por linfocitos T e células NK em resposta a
mitégenos ou antigenos especificos (PORTA et al., 2005).

A atividade do sistema IFN Tipo | pode causar morte celular e necessita de
controle preciso para evitar sua ativagao inapropriada. Na auséncia de infeccéo viral,
células produzem pouco IFNB e, entdo, IFNB ndo esta ligada no seu receptor e nédo
ativa o sistema Jak-STAT. Na fase precoce ap0s infeccéo viral, o IRF-3 (interferon
regulatory factor-3) € modificado por fosforilacdo e torna ativo induzindo expressao
de IFNRB. Agora que IFN esté presente, ele se liga ao seu receptor (Type-I interferon
receptor, IFNAR), inicia a transducéo de sinal mediado pelo sistema Jak-STAT, e
torna ativo o complexo ISGF3 (contendo stat-1 e stat-2 fosforilados e IRF-9). Por sua
vez, ISGF3 ativa transcricdo via elemento ISRE (interferon stimulated response
element) presente no promotor de IRF-7. Na fase tardia apos infeccao viral, indugéo
forte de IRF-7 fosforilado coopera com IRF-3 fosforilado e ativa transcricionalmente
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os genes de IFNa/B. Junto, IFNB e IFNa ligam-se ao seu receptor e fortalecem o
sistema de ativagao de IFN via um mecanismo de feedback positivo. A ativagédo do
sistema IFN resulta na expressdo dos fatores mencionados acima e também a
expressdo de MHC, citocinas e fatores quimiotaticos. A soma destes fatores pode
ativar o sistema imune via células T-CD4, T-CD8, maturagédo de células dendriticas,
atracdo de macréfagos e indugcdo de apoptose (SATO et al., 2001). IFNs podem
mediar efeitos antitumorais tanto indiretamente por imunomodulagdo e respostas
anti-angiogénicas como diretamente afetando a proliferacdo ou diferenciacdo de
células tumorais (CHAWLA-SARKAR et al., 2003).

Cytoplasm
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Figura 1: Esquema da sinalizagdo de tranducgéo e regulagéo transcricional do sistema de IFNa/
(SATO et al., 2001).
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Figura 2: Representacdo esquemética do mecanismo de indugcdo genica por IFNa/B (SATO et
al., 2001).

No comeco dos anos de 1969, foi mostrada que IFNs também apresentavam
uma atividade antitumoral (DE PALMA et al., 2008). Proteinas recombinantes de
IFN-a/B sdo usadas para o tratamento de algumas formas de cancer (SATO et al.,
2001; YOSHIDA et al., 2004). IFN é considerado um fator importante na formacao de
glioma e melanoma devido a delecao frequente do l6cus contendo o grupo de genes
de IFN em tumores humanos (MIYAKOSHI et al., 1990; JAMES et al., 1991). IFNs
foram as primeiras proteinas humanas com acéo afetiva na terapia de cancer e esta
entre os primeiros produtos de DNA recombinante a ser usado clinicamente
(CHAWLA-SARKAR et al.,, 2003). Nos anos de 1980, a proteina IFNB foi usada
clinicamente, no Japao, como uma droga anti-cancer e mostrou um claro efeito
inibitério no crescimento de glioma e melanoma malignos (YOSHIDA et al., 2004).
Atualmente, IFN recombinante é freqlentemente utilizado como terapia coadjuvante

de melanoma, mas este tratamento é limitado pela curta meia-vida da proteina e
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toxicidade associada com altas doses (SABEL e SONDAK, 2003; KAVANAGH et al.,
2005).

Uma alternativa para tratamento de cancer com IFN[( seria a terapia génica.
Pelo menos seis protocolos clinicos de terapia génica do cancer foram abordados
utilizando IFNB como gene terapéutico (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). A
transferéncia do gene de IFNB diretamente para células tumorais devera oferecer
um efeito localizado e evitar toxicidade pela proteina recombinante de IFNB. Ensaios
mostraram que células resistentes ao tratamento com proteina recombinante foram
sensiveis a tratamento génico com IFNB. Em um protocolo desenvolvido por Yoshida
et al. (2004), eles testaram a seguranca e efetividade de usar terapia génica de IFNJ
em pacientes. A proteina IFNB produzida pelo gene foi detectada nos pacientes
assim como outras citocinas proinflamatorias, sugerindo a ativagdo de outras vias
para o controle do tumor. Yoshida et al. comenta que o estudo demonstra seguranca
e aplicabilidade na terapia génica de interferon- em tumores agressivos que
resistam a tratamentos assim como melanomas malignos (YOSHIDA et al., 2004).

Outros protocolos relacionados ao teste de seguranca e aplicabilidade da
terapia génica com IFNB também detectaram a proteina IFNB dentro e ao redor do
tumor, assim como a presencga de processos inflamatorios e ativacdo do sistema
imune. Esses estudos também observaram inducdo de apoptose, acdo
antiangiogénica, ativacdo do interferon enddégeno e devido a esses fatores, uma
reducao significativa do tumor. Baseado nos resultados obtidos nesses trabalhos, as
descobertas sugerem que o uso da terapia génica de IFN[ pode ser segura e eficaz
mesmo em pacientes que nao responderam positivamente a um tratamento primario
(STERMAN et al., 2007; WAKABAYASHI et al., 2008; CHIOCCA et al., 2008).

Ensaios laboratoriais demonstram a capacidade de IFN em inibigdo tumoral
e inducdo de memodria imunolégica. Por exemplo, um modelo experimental de
fibrosarcoma foi tratado com adenovirus portador de IFNB, como resultado o tumor
primério foi abolido. A re-implantagdo de células tumorais em animais previamente
curados néo resultou em formagdo de nenhum tumor, indicando a indugcao de
imunidade contra este tipo celular (LU et al., 1999). Em conjunto com apoptose,
células de glioma transduzidas pelo gene de IFNB, produzem interleucinas (IL)-1f,
IL-6, TNF (tumor necrosis factor), MPC-1 (monocyte chemotactic protein), IFNy-
inducible protein-10 (IP-10) e HSP (heat shock protein), além da IFNB. A

transferéncia génica de IFN ativa as respostas do sistema imune e facilita a imuno-
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infiltrac&o celular (YOSHIDA et al., 2004). Utilizando um modelo de melanoma com
células B16 no camundongo C57BL/6, a metastase foi reduzida com tratamento
génico diretamente nos tumores primarios ou com inje¢cdo sistémica com um
adenovirus (ALIZADEH et al., 2003). Claramente, a no¢cdo de empregar IFN como

gene terapéutico esta ganhando favor.

1.3 Interacado entre p53 e IFN B: possivel beneficio para o tratamento de cancer

Recentemente, dados da literatura indicaram que existe interagdes funcionais
entre as vias de p53 e IFN. Células tratadas com proteina recombinante IFNa ou
IFNB respondem com um aumento no nivel de proteina p53. Um elemento ISRE,
responsivo a ISGF3, foi identificado no promotor do gene de p53. Entdo, a indugéo
de p53 por IFNB é causada por ativagdo transcricional (TAKAOKA et al., 2003). Este
caso é extremamente interessante devido ao fato que ativacdo de p53 ser
tipicamente associado com modificacdo pés-tradugdo, mas ndo com aumento de sua
transcricdo (LEVINE, 1997). Sobretudo, foi demonstrado que apoptose de células
tumorais com tratamento com proteina recombinante IFNa ou IFNB foi aumentado
na presenca de p53 (TAKAOKA et al., 2003). Entéo, o efeito pro-apoptoético de IFN

envolve p53.

Em algumas linhagens celulares, o efeito citostatico dos IFNs tipo | ndo requer
p1l4ARF (o parceiro funcional de p53) ou p53; em outras linhagens celulares, a
inducdo de apoptose requer pl4ARF (mas nao p53) (SANDOVAL et al., 2004).
Também, p53 ativa diretamente a expressao de IRF-5 (MORI et al., 2002), mas a
funcdo de IRF-5, um candidato supressor de tumor, ndo depende de p53 (HU et al.,
2005).

Com este projeto, pretendemos avaliar o papel de p53 no efeito antitumoral
de IFNB. Muito pouco € conhecido sobre as interagbes do sistema IFN com p53,
sendo assim, gostariamos de elucidar mais informac¢des com respeito a ativagdo do
sistema IFN e ativacdo de genes alvos de p53. Também, procuraremos o efeito
funcional de IFNB mais p53, avaliando proliferagdo e morte celular. Com o sucesso
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deste projeto, teriamos os primeiros dados sugerindo que a combinacgédo de p53 mais

IFNB poderia ser uma estratégia interessante para inibicdo de cancer.

1.4 Desenvolvimento de vetores adenovirais paratra  nsferéncia génica

Protocolos clinicos de terapia génica tém sido abordados durante os ultimos
18 anos, predominantemente nos Estados Unidos e na Europa. Durante esta
experiéncia, 337 protocolos foram elaborados utilizando adenovirus como vetor de
transferéncia génica, sendo 258 destes direcionados para tratamento de cancer e,
especificamente, dois protocolos para o0 tratamento de melanoma
(http:/www.wiley.co.uk /genmed/clinical/).

Varios sdo os motivos para se utilizar vetores recombinantes derivados do
adenovirus (Ad) como vetor de transferéncia génica: ele pode gerar grandes titulos
in vitro (em torno de 10x10*? particulas por mL), o que facilita sua utilizagdo clinica;
pode transduzir uma grande variedade de células de mamiferos; transduz células
mitGticas e pos-mitéticas; baixa patogenicidade para humanos; possui uma grande
fita dupla de DNA (suportando grandes inser¢cdes de até 7,5 kb); ndo integra seu
DNA ao da célula hospedeira, ndo havendo risco de ativagdo ou inativacdo aleatoria
de genes; possui um forte tropismo por células cancerosas, tornando-o assim um
6timo vetor para a terapia génica de cancer (Roy-Chowdhury e Horwitz, 2002;
Russell, 2000).

Os adenovirus possuem um genoma de DNA linear com fita dupla, de
tamanhos que variam entre 30 e 40 kb, sendo que o Ad5 possui 35.935 pb. Este
genoma é flanqueado em suas extremidades direita e esquerda por ITRs (inverted
terminal repeats) que funcionam como origem de replicacdo. Proximo ao ITR
esquerdo esta o sinal de empacotamento, necessario para a internalizacdo do
genoma no capsideo. As outras partes do genoma sao divididas de acordo com a
ordem de expressado no ciclo de infeccdo, sendo os expressos na fase inicial antes
da replicagdo do DNA viral chamados de E e os na fase posterior de L (ROY-
CHOWDHURY e HORWITZ, 2002; RUSSELL, 2000).
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Os genes E codificam proteinas que regulam a replicacdo viral, e séo
classificados de 1 a 4. A primeira regido transcrita durante a infeccéo viral é a E1A,
grande responsavel pela replicacdo viral e regulagdo da transcricdo. Em seguida, a
regido E1B produz proteinas que blogueiam o mRNA do hospedeiro e estimula o
transporte do mRNA adenoviral do nucleo para o citoplasma (ROY-CHOWDHURY e
HORWITZ, 2002; RUSSELL, 2000).

Os genes L, que iniciam sua transcricdo depois da replicacdo do DNA viral,
sdo responsaveis pela estrutura protéica da particula viral. Dentre estas proteinas
estdo as responsaveis pelo reconhecimento entre o virus e a célula. Proteinas virais
chamadas knob se ligam ao receptor CAR (coxsackie-adenovirus receptor) na
membrana celular, ativando assim outras proteinas de membrana chamadas
integrinas o, que interagem com o penton base e possibilitam a internalizacdo do
virus. Esta particula viral entra na célula dentro de um endossomo que
posteriormente € lisado pela acdo de proteinas do envoltoério viral, liberando o virus
no citosol. O genoma do virus € entdo liberado no nucleo onde passa a transcrever,
replicar e empacotar as novas particulas virais (ROY-CHOWDHURY e HORWITZ,
2002; RUSSELL, 2000).

No entanto, vetores adenovirais recombinantes possuem dele¢Ges da regiao
E1A e de parte da E1B. Tipicamente, estes vetores apresentam a regidao E1
deletada do nt 1 ao 3533 e também delecbes na regido E3, uma vez que esta regido
ndo é essencial para a producdo em cultura e € a responsavel por gerar grande
parte da resposta imune de células infectadas. A maneira usada para a producdo de
virus utiliza uma estratégia de amplificacdo do estoque viral. Este processo comeca
com a transfeccao da construcdo adenoviral em células que possuam E1. As células
utilizadas em nosso laboratério sdo células embrionarias de rim humano (HEK293)
que produzem E1, complementando vetores deletados nessa regido. Assim, Ad
produzidos em HEK293 podem infectar outras células, mas ndo podem replicar se
essas células ndo expressam E1. Os virus derivados desta primeira etapa tém um
titulo baixo, mas servem como semente para sua amplificacdo. Este estoque é
utilizado para infectar células HEK293, permitindo sua replicacdo com uma eficiéncia
maior. Repetindo este processo permite um aumento no titulo e no volume de
células utilizadas para producdo do Ad (ROY-CHOWDHURY e HORWITZ, 2002;
RUSSELL, 2000).
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Virus oncoliticos, que podem replicar seletivamente e lisar as células tumorais
com o minimo de infeccao/replicacdo em tecidos ndo neoplésicos, vem sendo
desenvolvidas como uma inovagao na terapia de cancer. A primeira terapia de
cancer, utilizando virus oncolitico, realizada no mundo foi aprovada na China no ano
de 2005. Os dados mostraram que o virus é bem tolera e tem uma boa eficacia
guando combinado com outra terapia (como a quimioterapia) em alguns tratamentos
para cancer (REN et al., 2008).

Existem ainda, alguns problemas em se utilizar Ad, principalmente no que diz
respeito a esse controle de replicacdo. E possivel que ocorram Ad replicativo-
competentes em uma populacdo de Ad replicativo-deficientes. Isso pode ocorrer
como resultado de um duplo crossover entre seqiéncias homoélogas presentes no
Ad recombinante e o genoma da célula HEK293, devolvendo ao vetor adenoviral a
sequéncia E1, que o tornaria replicante novamente. Outro problema que pode ser
enfrentado na utilizacdo de Ad € uma significativa resposta imune quando utilizado in
vivo, podendo gerar inflamacdo. Também existe a possibilidade do organismo
infectado produzir anticorpos anti-Ad reduzindo a eficiéncia da transferéncia (ROY-
CHOWDHURY e HORWITZ, 2002; RUSSELL, 2000).
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2 OBJETIVOS

Neste projeto, planejamos a construgcdo de ferramentas para introduzir e
expressar 0s cDNAs de p53 e IFNB em células de melanoma de camundongo, B16.
Futuramente, pretendemos explorar as interagcdes de IFNB com a via p53/ARF e,
talvez, desenvolver novas estratégias de terapia génica de melanoma.

2.1 Knock-down de p53 na linhagem B16 via miRNA

2.2 Construcao e caracterizacdo de vetores plasmidia  is (pcDNAS3) portadores
dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53 e IFN B

2.3 Construcao e caracterizacdo de vetores adenovira is (AdCMV) portadores
dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53 e IFN B

2.4 Ensaios para explorar possiveis interacdes entr e as vias de p53 e IFN 3,

incluindo ensaios reporter e de ciclo celular
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Manutengdao das linhagens celulares

As linhagens HEK293 e 293T, ambas derivadas de células de rim embrionario
humano (linhagens produtoras de adenovirus e retrovirus respectivamente) e NIH-
3T3 derivada de fibroblasto de camundongo foram mantidas em meio DMEM
(Dulbecco’'s Modified Eagle Medium, GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA)
suplementado com 10% de soro de bezerro (BCS, bovine calf serum, Hyclone,
Logan Utah, USA), 100 pg/mL de gentamicina, 50 pg/mL de ampicilina e 2,5 pg/mL
de Fungizona (anfotericina B). As linhagem B16F10 (melanoma murino) e
B16mCAR (clone derivado de da linhagem B16F10, contendo o receptor de
membrana mCAR) foram mantidas em meio RPMI (RMPI-1640 GIBCO-BRL Grand
Island, NY, USA) suplementado com 10% de soro de bezerro (BCS, bovine calf
serum, Hyclone, Logan Utah, USA), 100 pg/mL de gentamicina, 50 pg/mL de
ampicilina e 2,5 pg/mL de Fungizona (anfotericina B). Todas as linhagens foram
mantidas a 37 C em atmosfera imida com 5% de COs.

3.2 Preparacgédo de plasmideos

Preparacfes de plasmideos foram realizadas utilizando o kit comercial Qiagen
EndoFree midi ou maxi (Qiagen), seguindo as instru¢des do fornecedor.

3.3 Producéao de retrovirus

Os vetores retrovirais contendo miRNA especifico para p53 e o controle foram
gentilmente cedidos pelo Scott Lowe, Cold Spring Harbor Laboratory, New York,
EUA. Os vetores LMP e LMP-p53.1224 s&o derivados do MSCV e contem o gene de
resisténcia a puromicina e o gene reporter eGFP. O vetor controle, LMP, possui a
sequéncia parcial de shRNA-mir, mas ndo oferece especificidade para nenhum
MRNA alvo. O vetor LMP-p53.1224 codifica um shRNA-mir especifico para
interferéncia com p53 murino. A expressdo do shRNA-mir € dirigido pelo proprio LTR
viral (DICKINS et al., 2005).

A producdo de retrovirus foi realizada conforme protocolo do laboratorio
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(BAJGELMAN et al.,, 2003; STRAUSS et al., 2005). Semear, com 24h de
antecedéncia, 5,0x10° células da linhagem 293T para transfeccdo em placas 6 cm.
O DNA (10 pg de vetor viral, 7.5 yg CMV-gag-pol, 5 pg VSVg), misturado a 250 pL
de cloreto de célcio 0,25M, e precipitado através da adicdo de 250 pyL do tampéao
fosfato de s6dio/HEPES HBS-2x pH 7,05 (cloreto de sédio 274mM, HEPES 40mM,
fosfato monoécido de soédio 2,8mM), sob agitacdo. A suspensdo contendo o
precipitado de DNA foi gotejada sobre o meio de cultura das células plagueadas e
incubado por 4h. As células foram submetidas a um tratamento com PBS-1x
contendo 15% de glicerol (choque de glicerol) durante 3 minutos, lavadas com PBS-
1x e, em seguida, adicionado meio DMEM com 10% BCS (Soro de bezerro). Vinte e
quatro a quarenta e oito horas ap0s o inicio da transfec¢do o sobrenadante viral foi
coletado, centrifugado por 5min a 1000rpm e armazenado a -80 °C.

3.4 Transducao e selecédo de B16 para produgédo de li  nhagem RNAI-p53

Semea-se, com 24h de antecedéncia, 5,0x10° células da linhagem B16 para
transdugcdo em placas 6 cm. Foi utilizado 1 mL do virus, que foi misturado em mais
800 pyL de meio RPMI com 10% de BCS adicionado a 18 pL de polibreno
(concentracdo final 8 ug/mL™). A mistura foi entdo gotejada nas placas, seguindo de
incubacao por 4horas. Apos esse periodo de incubacao foi adicionado mais 2 mL de
RPMI as placas.

Apés a transducdo as células foram incubadas por 24horas e em seguida
tripsinizadas e replicadas em placas de 10 cm e selecionadas com meio RPMI
contendo puromicina (concentracdo final 1 pg/mL). A selecdo destas células foi
realizada em pool, sem isolamento de clones celulares. As novas linhagens foram
denominadas B16-LMP e B16-LMP-p53. Essas células foram analisadas através da

técnica de Western blot para confirmar a eficacia do RNA..
3.5 Western blot

Células B16-LMP e B16-LMP-p53 foram semeadas, em duplicata, em placas
10 cm. De cada par, uma placa foi tratada com doxorrubicina, 100 mg/mL, durante
24horas, e a outra placa recebeu meio sem droga. Apés a retirada do meio e

lavagem em PBS 1X as células foram lisadas com 1 mL de tampéao de lise por 10
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minutos no gelo. As células foram raspadas, transferidas para um eppendorf e o tubo
centrifugado (10min, 12000rpm a 4 °C). O sobrenadante foi coletado e a ele foi
adicionado o anticorpo indicado (0,5 a 1,0 pg) seguido de incubacéo sob agitagéo,
overnight a 4 °C. Na manha seguinte 45 pL de proteina A-Agarose foi adicionado ao
tubo e incubado 4 °C por lhora sob agitacdo. Em seguida o tubo foi centrifugado
(Imin, 12000rpm a 4 °C) e o sobrenadante removido (o sobrenadante foi
armazenado no freezer -80 °C). O pellet foi entdo lavado com 1 mL de tampé&o ip por
duas vezes e entdo foram adicionados 20 uL de SDS-PAGE. As amostras foram
fervidas (4min), centrifugadas a temperatura ambiente (1min, 12000rpm) e
submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 10%, a 175volts por
aproximadamente 1h40min.

Em seguida, cortamos um pedago de membrana (HyBond ECL) de mesmo
tamanho do gel. Equilibramos gel e membranas em tampéao de transferéncia por 10
a 15min. Montamos o sandwich de transferéncia. Depois, a proteina foi transferida
do gel para a membrana, 1h e 30min a 25volts. Retiramos a membrana do sandwich
e deixamos overnight a 4 °C agitando com 50 mL de TTBS mais 5% de leite. Em
seguida lava-se a membrana com TTBS uma vez por 15min e outras duas vezes por
5min. Adicionamos o anticorpo primario diluido em TTBS, deixamos agitando por 4
horas a 4 °C e lavamos novamente como descrito acima. Incubamos em agitacéo a
temperatura ambiente por 1 hora com 1 uL de HRP-proteina G mais 1 pL de HPR-
strepavidin diluido em 10 mL de TTBS.

A membrana foi arrumada sobre filme plastico (PVC) e gotejado 3,5 mL de
reagente ECL sobre a membrana, deixamos agindo por 5min. Removemos a
membrana e embalamos em filme plastico novo para em seguida expor ao filme

fotografico.

3.6 Construcao de vetores

A construgdo dos vetores foi realizada utilizando o sistema Gateway da
Invitrogen. Este sistema utiliza recombinacdo homodloga para introduzir o cDNA de
interesse no vetor escolhido. Para isto, o cDNA precisa ser montado no vetor de
“entrada” que serve como doador do cDNA a ser inserido no vetor de “destino”. O
cDNA no vetor de “entrada” esta flanqueado por sequéncias para recombinacéo

homodloga com o vetor de “destino”, que também possui seqliéncias especificas. O
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processo de recombinacao € realizado in vitro utilizando uma enzima recombinante.
Tendo o vetor de “entrada” montado, é possivel repassar o cDNA para qualquer
vetor (plasmidial, adenoviral, lentiviral, etc) que possui os sitios de recombinacao.
Descrevemos primeiramente a construgdo dos vetores de “entrada” (pENTR) e
posteriormente descrevemos o0 processo de recombinagdo homologa que resultou

na montagem dos vetores plasmidiais e adenovirais.

3.6.1 Construcdo dos vetores pENTR

PENTReGFP: O cDNA de eGFP foi isolado do vetor pCLeGFP utilizando a
enzima BamHI. O vetor pENTR2B (Invitrogen) foi preparado para receber este cDNA
através de digestdo com a mesma enzima BamHI e tratamento com fosfatase
alkalina. Clones contendo o cDNA na orientacdo correta foram identificados apos

mapeamento com enzimas de restrigao.

pPpENTRLuciferase: O cDNA de Luciferase foi isolado do vetor pGL3-Basic
(Promega) utilizando as enzimas Xbal, seguido de tratamento de fill-in com T4
polimerase, em seguida digerido com Kpnl. O vetor pENTR2B (Invitrogen) foi
preparado para receber este cDNA através de digestdo com a enzima Notl, seguido
de tratamento de fill-in com T4 polimerase, em seguida digerido com Kpnl e
tratamento com fosfatase alkalina. Clones contendo o cDNA na orientacdo correta
foram identificados apds mapeamento com enzimas de restricéo.

PENTRp53: O vetor pENTRp53 foi construido no laboratério da Profa. Dra.
Eugenia Costanzi-Strauss (ICB-USP). O cDNA de p53 selvagem humano foi inserido

por clonagem tradicional.

PENTRIFNB: O cDNA de IFNB murino foi gentilmente fornecido pelo
Zhongyun Dong (University of Texas MD Anderson Céancer Center, Houston, Texas,
EUA). O cDNA foi isolado apés digestdo com as enzimas EcoRI e Xhol e inserido no
vetor pENTR2B previamente digerido com as mesmas enzimas e tratado com

fosfatase alkalina. Clones contendo o cDNA na orientacdo correta foram
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identificados apos mapeamento com enzimas de restricao.

3.6.2 Montagem dos vetores plasmidias via recombina  ¢do homodloga

Os vetores de “entrada” foram recombinados com o vetor de “destino”,
pcDNA3.2/V5-DEST (Invitrogen) para gerar vetores plasmidiais onde a expressao do
cDNA é dirigido pelo promotor CMV. Para isto, 300 ng do vetor de “entrada” e 300 ng
do vetor pcDNA3.2/V5-DEST foram incubadas com LR Clonase (Invitrogen) a 25 °C
durante 24 horas. Em seguida, adiciona-se 2 yL de Proteinase K e incuba-se por
mais 10 minutos a 37 °C e em seguida a mistura é eletroporada (200 Ohms, 25uF,
2.5kV) em bactérias da linhagem XL-Gold.

As bactérias foram resuspensas em 1 mL de meio SOC e incubadas a 37 °C
por 1 hora. 120 pL a reacéo foi plagueada em LB (LB/amp) contendo ampicilina (50
pg/mL) e incubadas a 37 °C por no minimo 24 horas. Apos este periodo, foram
selecionadas 24 a 30 colbnias e estas expandidas individualmente em 5 mL de
LB/amp (50 pg/mL) por 16-18 horas a 37 °C, sob agitacdo. Os plasmideos foram
recuperados e analisados através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio e visualizado por fotografia digital.

Seguindo este esquema, identificamos os clones pcDNAeGFP, pcDNAp53 e
pcDNAIFNB. A montagem do vetor pcDNALuciferase esta em andamento.

3.6.3 Montagem dos vetores adenovirais via recombin  acdo homdloga

Da mesma maneira como descrito acima, os vetores de “entrada” foram
recombinados com o vetor adenoviral, AACMV/V5-DEST (Invitrogen). Seguindo este
protocolo, montamos os vetores AACMVeGFP, AdCMVLuciferase e AACMVIFNR. O
vetor AdCMVp53 foi construido com este mesmo protocolo no laboratério da Prof(a).
Dra. Eugenia Costanzi-Strauss.
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3.7 Producdo inicial de preparagbes adenovirais

Placas 6¢cm foram semeadas com 7,5x10° células HEK293 e incubadas (37
°C, 5% COy) por 24 horas em meio DMEM contendo 5% de BCS. Para a transfec¢ao
foram utilizados 5 pug do vetor recombinante linearizado (através da digestdo com
Pacl, de modo a expor suas extremidades ITR) e adicionado a 250 pL de cloreto de
céalcio (0,25M) e precipitado através da adicdo de 250 pyL do tampao fosfato de
s6dio/HEPES HBS-2x pH 7,05 (cloreto de sddio 274mM, HEPES 40mM, fosfato
monoacido de sodio 2,8mM). A suspensdo contendo o precipitado de DNA foi
gotejada sobre o meio de cultura das células plaqueadas e a placa incubada por 4
horas. Em seguida, as células foram submetidas a um tratamento com PBS-1x
contendo 15% de glicerol (choque de glicerol) durante 3 minutos, lavadas com PBS-
1x e, em seguida, adicionou-se meio DMEM com 5% de BCS. A coleta inicial de
virus utilizou-se o método de congelamento/descongelamento que consiste em
coletar as células e o sobrenadante da placa em um tubo e passar por um ciclo, de
congelamento em gelo seco seguido por banho a 37 °C, por trés vezes
consecutivas. Apos esse processo a amostra é centrifugada (4000rpm, 5min a 4 °C),
0 sobrenadante coletado aliquotado e armazenado a -80 °C (12 coleta viral).

Para amplificar os estoques virais, usou-se uma placa de 3,5 cm previamente
plagueada com 2,5x10° células HEK293 e acresentou-se 500 pL da 12 coleta viral
mais 500 yL de meio DMEM com 2% de soro. Apéos 4 horas o meio DMEM 2% de
soro foi trocado e a placa incubada por 4 a 10 dias até o aparecimento de efeito
citopatico (CPE). A coleta foi feita da mesma maneira como descrito acima (22
coleta).

Ciclos como este foram realizados em sequéncia, utilizando sempre a ultima

coleta como inoculo, afim de aumentar a concentragéo viral.

3.7.1 Producéao e purificacao viral

A producéo e purificagéo final do virus foi realizada segundo o protocolo do kit

de purificacdo Adeno-X™ (Clontech-EUA) que consiste em Amplificacdo, Extracéo e
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Purificacao:

- Amplificacdo: foram transduzidas com virus 12 placas 10 cm previamente
plaqueada com 1x10° células HEK293. O inéculo utilizado foi a 52 coleta de cada
virus (descrita acima). A coleta da amplificagcéo € feita entre 2 e 3 dias quando quase
todas as células estdo mortas devido ao CPE.

- Extracdo: as células e o meio coletados na etapa de amplificacdo sdo
centrifugados a 1000rpm por 5mim, resuspendem-se as células com 5 mL do proprio
sobrenadante e séo feitos trés ciclos de congelamento/descongelamento (descritos
acima), afim de liberar as particulas virais das células. Realiza-se uma nova
centrifugacéo (1000rpm, 5mim) e somente o sobrenadante € coletado, misturado ao
primeiro sobrenadante coletado, tratado com uma enzima para digestdo de acidos
nucléicos celulares e filtrado em uma garrafa-filtro com papel filtro de 0.45 micron.

- Purificacdo: apdés a filtragem, adiciona-se um tampdo de diluicdo ao
sobrenadante que esta pronto para passar pela membrana cromatogréafica por meio
de uma seringa. A membrana é entdo lavada com o tampao de lavagem e eluida em
tampdao de eluicdo. O volume final adquirido é de 3 mL de solucéo viral purificada.

Apés a purificacdo é realizado mais um passo para trocar o tampéao de eluigdo
pelo tampao chamado “Formulation Buffer’. Para tal, foi utilizado o Centricon
Centrifugal Filter Device YM-50 (Millipore Corporation). Assim, por meio de repetidas
centrifugacgdes realizadas em uma Sorval Super T-21 a 4000 g, o tampéao de eluicéo
é retirado e substituido pelo “Formulation Buffer”. O volume final adquirido nesta
tltima etapa € de 2 mL de solucao viral purificada e concentrada, e este estoque &

titulado e utilizado nos experimentos realizados.

3.7.2 Titulagao do estoque viral

Titulacdo bioldgica: O protocolo mais reprodutivel e empregado para
titulacdo bioldgica envolve a observacao do efeito citopatico (CPE) do Ad em células
HEK293 apos diluicdo seriada do virus (NYBERG-HOFFMAN et al.,, 1997).
Utilizando este protocolo ja padronizado no SVV, nés calculamos o titulo viral
infecioso a partir da dilugdo limitante (end-point) que induz morte, devido a

replicacgéo viral, nas células HEK293.
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Titulacdo fisica: Uma aliquota do estoque viral € descongelada e incubada
em um tampéo de lise viral (VLB) (0,1% SDS, 10mM Tris-HCI [pH 7,4], 1ImM EDTA)
por 10min a 56 °C sob agitacéo.

Diferentes diluicdes sao feitas do estoque viral em VLB: 1:2; 1:5; 1:10; 1:25;
1:50. A densidade Optica (DO) dessas diluicdes foi medida em espectrofotbmetro a
260 nm e foi feito o seguinte calculo para determinacéo do titulo:

(DO) x (diluicao viral) x 1,1x10 = ntmero de particulas virais/ml

3.8 Ensaios de luciferase

O impacto de p53, IFNB ou os dois na presenca de promotores génicos alvos
das vias de p53 ou IFNB foi medida através de ensaios reporter. Foram plaqueadas
células B16 parentais em placas 6-pocos (5,0x10° céls. por poco) e transfectadas
em duplicata no proximo dia pelo método de fosfato de célcio utilizando-se as
guantidades de plasmideos conforme indicado na Tabela 1. O vetor PGTxB-Luc foi
construido em nosso laboratério e possui um promotor quimérico responsivo a p53
utilizado para dirigir a expressdao do gene reporter, luciferase (BAJGELMAN e
STRAUSS, 2008). As construcdes repérter pIFNB-Luc e plFNa-Luc foram
gentilmente concedidos pelo Dr. Rongtuan Lin (McGill University, Montreal, Quebec,
Canada) e o vetor pIRF7-Luc foi doado pela Dra. Paula Pitha (Johns Hopkin
University, Baltimore, MD, EUA). Estes vetores reporter contem um fragmento
derivado dos promotores dos genes indicados colocados no vetor pGL-3 (Promega)
e utilizado para dirigir expressao do gene repoérter luciferase (LU et al., 2000;
SERVANT et al., 2003). Também foi usado esperma de salmdo para completar a

guantidade de DNA usado na transfec¢éo que no caso foi de 10ug totais por poco.

33



Tabela 1. Quantidades de DNA

N°poco esperma de repérter pPcDNA-IFNB | pcDNA-p53
salméo

1-2 10ug -- -- --

34 8ug 2ug -- --

5-6 4ug 21g aug -

7-8 4ug 21g = 4ug
9-10 - 2ug 4ug 4ug
11-12 8ug -- -- --

Depois de 24h da transfeccao as células foram tripsinizadas, lavadas em PBS
1X e ressuspendidas em 100 pL de 0,1M KPO4 pH 7,8/1 mM EDTA para entado
serem lisadas em trés passagens consecutivas de gelo seco/banho 37 °C. Apés
esse processo de lise as células foram centrifugadas (5min, 4000rpm a 4 °C) e o
sobrenadante coletado e transferido para um tubo novo. As analises de luciferase e
de proteina foram feitas a partir desse sobrenadante.

Para o ensaio de luciferase utilizou-se 50 pL de solugdo de luciferina
(substrato de luciferase, Promega) mais 10 pL da amostra, que foi vortexada e
analisada utilizando-se o equipamento para leitura Monolight 2010, avaliando-se a
intensidade de emisséo de luz (RLU).

A concentragdo de proteina foi analisada no espectrofotbmetro em um
comprimento de onda 595 nm. Para este experimento adicionou-se a um eppendorf,
800 pL de agua, 200 pL de reagente Bradford Protein Assay (Bio-Rad) mais 2 uL da
amostra. Para a curva padréo, usamos 800 uL de agua, 200 pL de corante e quatro
amostras diferentes de albumina (BSA) com concentra¢gdes conhecidas.

Os valores obtidos no espectrofotbmetro foram passados para analise em
Microsoft Office Excel e utilizados para determinar a atividade de luciferase/ug de
proteina. Em seguida, os valores foram normalizados considerando-se a atividade

observada no controle do vetor reporter junto com seu indutor.



3.9 Citometria de fluxo

As células transfectadas ou transduzidas com constru¢des contendo o gene
marcador eGFP sdo analisadas pelo método de citometria de fluxo (FACS
SCALIBUR, Becton Dickinson, EUA), avaliando-se a porcentagem de células
transduzidas ou transfectadas, e o nivel de expressao do gene. Para analise dos
dados utiliza-se o software Cell Quest (Becton Dickinson, EUA), considerando-se a
intensidade média das células transduzidas.

O procedimento para analisar as células por citometria consiste em tripsinizar
as células aderidas, centrifugar (1000rpm, 5min a 4 °C), lavar uma vez com PBS-1x
e centrifugar novamente. O sobrenadante é descartado e as células ressuspensas

em PBS-1x, para assim, executar a aquisicao da amostra no citdmetro.

3.10 ELISA

O teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) se baseia em
reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes enzimaticas. Os ensaios
foram feitos segundo o protocolo dos fabricantes (PBL Biomedical, para deteccéo de
IFNB e Roche, para detecgédo do p53). A absorbancia (comprimento de onda a 450

nm) foi determinada pelo leitor de microplacas Victor'™ (Perkin-Elmer, EUA).

35



4 RESULTADOS

4.1 Knock-down de p53 na linhagem B16 via miRNA

Para o knock-down de B16 nosso grupo resolveu utilizar a tecnologia do
shRNA-mir, que, como visto em outros trabalhos, é mais eficiente e mais simples de
se trabalhar (DICKINS et al., 2005). N6s comegamos produzindo os retrovirus LMP
(como controle) e LMP-p53 que contem o shRNA-mir especifico para p53 murino. Os
virus foram transduzidos nas células B16. Apds a transducdo, as células foram
selecionadas em massa, com puromicina, e expandidas. As células foram
plagueadas em duplicata, onde uma replicata de cada par foi tratada com
doxorrubicina. Quando analisadas por Western blot (Figura 3), nés observamos a
auséncia de p53 na linhagem B16-LMP-p53 sem tratamento de doxorrubicina. O
tratamento com droga foi menos eficaz em ativar p53 na linhagem B16-LMP-p53
guando comparado com o controle, B16-LMP. N6Os confirmamos este resultado com
analise do alvo transcricional de p53, p21. Tratamento de células B16-LMP-p53 com
doxorrubicina ndo resultou no aumento do p21, como observado na linhagem B16-
LMP. Os dados obtidos até agora, infelizmente, ndo estdo muito limpos, porém, a
repeticdo do ensaio de Western estd em andamento e esperamos melhorar este
resultado e incluir o controle interno, B-actina. No entanto, o resultado nos fornece

uma boa base para acreditar que o LMP-p53 esta funcionando corretamente.
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Figura 3: Analise por Western blot demonstra a queda de p53 na célula B16-LMP-p53. Para este
ensaio, células B16-LMP (LMP) ou B16-LMP-p53 (LMP-p53) foram tratadas ou ndo com
100 ng/ml de doxorrubicina (Dox) durante 24 horas. O lisado protéico foi utilizado no ensaio
de Western blot (conforme descrito em Materiais e Métodos) utilizando anticorpos
especificos para p53 (Pab 421, Oncogene Research) ou p21 (Santa Cruz Biotechnologies).
Banda néo-especifica (NE) incluido para demonstrar que alteragdes no nivel de p53 nao
foram devidas a inconsisténcia em manipulacdo das amostras.

Com o intuito de demonstrar uma reducdo na atividade de p53, as linhagens
foram transfectadas com uma construgdo reporter, pPGTxB-Luc, que utiliza um
promotor responsivo a p53 para dirigir expressao de luciferase (BAJGELMAN e
STRAUSS, 2008) e, posteriormente, tratadas com doxorrubicina, um quimioterapico
gue ativa p53. Como visto na Figura 4, o nivel de atividade do repérter foi reduzido
na linhagem B16-LMP-p53 em comparagdo com B16-LMP. Também, a inducéo de
p53 com doxorrubicina foi menos marcante nas células B16-LMP-p53 em
comparacao com B16-LMP. Com este ensaio funcional, acreditamos que a atividade
de p53 foi reduzida nas células B16-LMP-p53.
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Figura 4: Ensaio de luciferase. Células das linhagens B16LMP (LMP) ou B16-LMP-p53 (LMP-p53)
que foram tratadas ou ndo com 100 ng/ml de doxorrubicina (dox) por 24 horas apos a
transfeccéo.

4.2 Construgdo e caracterizacdo de vetores plasmidia is (pcDNA3) portadores
dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53 e IFN B

A tecnologia de clonagem Gateway (Invitrogen) (Figura 5) é uma plataforma
universal que permite inserir o seu gene de interesse em varios sistemas de
expressdo. Segundo o fornecedor, a orientacao e a fase de leitura sdo mantidas com
alta eficiéncia, efetivamente eliminando a necessidade de um seqienciamento

secundario ou uma subclonagem depois que o vetor de “entrada” esta pronto.
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Figura 5: Tecnologia Gateway® facilita a clonagem dos genes em multiplos vetores via

recombinacao sitio-especifico. Uma vez que o gene esta clonado no vetor ENTR pode-se
mover o fragmento de DNA para um ou mais vetores destinos simultaneamente.
PENTR: O vetor de “entrada” pENTR € o primeiro passo para constru¢do dos
vetores, tanto de cDNA como os de Adenovirus. Os genes de interesse, Luciferase,
eGFP, p53 e IFNB foram inseridos no vetor pENTR (Figura 6) por clonagem
tradicional, utilizando-se as enzimas do sitio de clonagem, em seguida foi verificado

se o inserto estava presente assim como, se sua orientagcédo estava correta.
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Figura 6: Mapas dos vetores de pENTR.
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pcDNA-DEST: Todos os vetores Gateway de destino possuem os sitios attR
e attL para recombinagcdo com os vetores pENTR. Por meio de recombinacéo
homologa, geramos um conjunto de vetores contendo os cDNAs de interesse, mas
todos derivados do mesmo vetor de expressdo. Como mostrado na Figura 7, foi
inserido, por recombinagdo homologa, os cDNAs de eGFP, p53 ou 0 mIFNB no vetor
pcDNA"/V5-DEST da Invitrogen. A recombinacéo entre os vetores pENTRLuciferase
e pcDNA esta em andamento. Como descrito a seguir, ensaios funcionais utilizando
estes vetores plasmidiais jA foram abordados. Pretendemos verificar a expresséo

dos transgenes p53 e mMIFN utilizando kits de ELISA comerciais.
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pcDNA/DEST p53
9.9Kb

— Smal

Ampicilina

Figura 7: Mapas dos vetores de pcDNA.

Apbs a construcdo dos vetores da plataforma pcDNA3, o proximo passo € a
caracterizacdo ou validacdo das construgfes para confirmacdo dos trangenes inseridos no
vetor. Para o pcDNAeGFP foi realizado um ensaio de citbnetro de fluxo para verificar a
expressdo do eGFP (Figura 8). Para o vetor pcDNAIFN foi realizado um ensaio de ELISA
para verificar a expressdo de IFNB (Figura 9). No caso do pcDNAp53, ensaios estdo em

andamento atualmente.
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Figura 8: Analise de expressédo de GFP do vetor pcDNAeGFP na linhagem HEK293.
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Figura 9: Ensaio de ELISA mostrando expresséo de IFNB do vetor pcDNAIFNR na linhagem B16.

4.3 Construcdo e caracterizacdo de vetores adenovira is (AdCMV) portadores
dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53 e IFN B

Assim como os vetores de destino pcDNA, os vetores pAdCMV também
possuem os sitios attR e attL para recombinacdo com os vetores pENTR. Foi
realizada a recombinagdo para gerar 0s vetores adenovirais com expressao do
transgene dirigida pelo promotor CMV. Para isto, os vetores pENTR, descritos
acima, foram recombinados com o vetor pAdCMV/V5-Dest, gerando pAdCMV-p53,
PAdCMV-IFNB, pAdCMV-eGFP e pAdCMV-luciferase (Figura 10).
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Figura 10: Mapas dos vetores de pAdCMV

Temos interesse na utilizacdo de vetores virais em ensaios de co-transducdo
apos a producao e titulacdo dos virus. Com os primeiros lotes de virus, verificamos a
expressdo do transgene de GFP com ensaio de citbmetro de fluxo (Figura 11),

pretendemos verificar a expressao dos transgenes p53 e mIFN[ utilizando kits de
ELISA comerciais.

Hegion % Tolal Y Moar =
M1 2 48 43 47

Figura 11: Analise de expresséo de GFP do vetor AACMVeGFP.
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4.4 Ensaios para explorar possiveis interacdes entr e as vias de p53 e IFN B,

incluindo ensaios repdrter e de ciclo celular

Utilizando os novos vetores plasmidiais descritos acima, nés abordamos
Nosso primeiro ensaio funcional em busca do impacto da presenca de p53 e/ou IFN(
na ativacdo de promotores alvos destas vias. Células B16 parentais foram co-
transfectadas com uma construcéo repoérter contendo um promotor responsivo a p53
ou um promotor génico que participa na via de IFN junto com os vetores de
expressao de p53, IFNB ou os dois.

Na célula B16, a construcdo reporter responsivo a p53, PGTxB-Luc, foi
ativada na presenca de p53 exdgeno (Figura 12). Na presenca de IFNB, a atividade
de luciferase foi ligeiramente ativada. Enquanto que na presenca de ambos p53 e
IFNB, o reporter demonstrou um nivel intermediario.

A construcdo reporter IFNB-Luc foi induzida na presenca do vetor pcDNA-
IFNB, mas a presenca de p53 n&o teve um impacto significante (Figura 12). Em
comparacao, a construcdo repérter IFNa-Luc foi fracamente ativada por p53 ou
IFNB, no entanto a combinacéo destes nao levou uma indugcéo maior (Figura 12).
Porem, a presenca de IFNB, mas ndo p53, foi um indutor forte da atividade do
promotor de IRF7 (Figura 12).
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Figura 12: Analise de luciferase: PGTxB-Luc: normalizado pelo repérter PGTxB-Luc mais o indutor
p53; IFNB-Luc: normalizado pelo reporter IFNB-Luc mais o indutor IFNB; IFNa-Luc:
normalizado pelo repdrter IFNa-Luc mais o indutor IFNB; IRF7-Luc: normalizado pelo
reporter IRF7-Luc mais o indutor IFN.



5 DISCUSSAO

A meta deste trabalho foi a construcdo de uma série de ferramentas para
serem utilizadas na exploracdo de interacdes entre p53 e IFNB num modelo de
melanoma. Nossa primeira ferramenta foi a constru¢cdo de uma linhagem celular,
derivada de B16, com a expressdo de p53 reduzida por meio de mMIiRNA.
Futuramente, pretendemos utilizar esta ferramenta para avaliacdo da resposta da
célula a IFNB sem a presenca do p53 enddgeno.

Outra ferramenta desenvolvida neste projeto foi a construcdo de vetores
plasmidiais e adenovirais portadores de eGFP, Luciferase, p53 ou IFNB murino, que
sdo utilizados para introduzir estes fatores sozinhos ou em combinagdo, em células
alvo para avaliagdo do seu impacto em expressao génica, proliferacdo ou morte
celular. Simplesmente pelo motivo de que a construgdo dos vetores plasmidiais
serem mais rapido nés os utilizamos para ensaios preliminares. Onde os plasmideos
contendo o cDNA de luciferase dirigido por um promotor responsivo a p53 ou
responsivo a fatores do sistema interferon foram co-transfectados em células da
linhagem B16 com os plasmideos contento os vetores de expressdo para p53 e
IFNB. Mesmo confirmando a atividade de p53 ou IFNB sozinhos, validando desta
forma a constru¢ao dos vetores, ndo foi observado um efeito aditivo desses fatores
em conjunto utilizando este tipo de ensaio.

Acreditivamos que a parte de padronizacdo e constru¢do das ferramentas
seria rapida, pois nosso laboratério ja possuia praticamente todos os vetores que
seriam utilizados neste projeto. Outros membros do nosso laboratério ja haviam
construido os vetores de p53 e IFNB, assim como os repodrteres (eGFP e luciferase).
Neste caso, os cDNAs foram inseridos no sistema adenoviral comercial, Adenovator
(Qbiogene). A montagem do adenovirus neste sistema consiste em dois passos, a
montagem de um vetor intermediario e, posteriormente, a recombinagcdo homdloga
entre este e o vetor adenoviral em si. Os vetores intermediarios devem servir como
vetores de expressdo dado que contem um promotor, o cDNA de interesse e um
sinal de poli-adenilacdo. Conforme o plano original deste projeto, estes vetores do
sistema Adenovator foram testados em ensaios preliminares, porém encontramos
dificuldades com estes vetores. Os vetores intermediarios, quando utilizados em
ensaios reporter, renderam resultados confusos e pouco reprodutiveis. Outros

membros do laboratério testaram os adenovirus do sistema Adenovator e também
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encontraram dificuldades, como baixa expresséo do transgene. Sem confianca nos
vetores do sistema Adenovator, estes primeiros ensaios foram abandonados e
procuramos novas alternativas.

A segunda tentativa de explorar as interacdes entre p53 e IFNB também foi
através do ensaio repoOrter, mas utilizando vetores plasmidiais de expressédo ja
prontos no laboratério. No entanto, os vetores plasmidiais eram de plataformas
diferentes, os cDNAs de p53 e de luciferase estavam no vetor Rc/CMV e o0 cDNA de
IFNB estava no pcDNAS. Infelizmente, estes ensaios também nos trouxeram mais
duvidas do que respostas, pois 0s resultados foram muito pouco reprodutiveis. Foi
formulada uma hipotese de que estes ensaios ndo deram certos devido a mistura
das plataformas prejudicando a interpretacdo do ensaio.

Para contornar estes problemas, todos os cDNAs foram inseridos no sistema
Gateway (Invitrogen) com o intuito de construir uma série de vetores confidveis e
utilizar uma Unica plataforma. A partir dai, foi construido os vetores plasmidiais no
pcDNA3 e os adenovirais no AACMV. Com esse intuito, de contornar os problemas
anteriores com os vetores diferentes, focamos em construir vetores confiaveis,
montados em uma Unica plataforma, para realizar os experimentos com menos
variaveis.

A construgao dos vetores utilizando o sistema Gateway foi realizada com
sucesso, com a excecdo do vetor pcDNAluciferase que por algum motivo néo
conseguimos clona-lo. No entanto os demais vetores foram todos construidos assim
como os virus derivados do vetor ADCMV.

O grande beneficio de se utilizar a tecnologia de clonagem Gateway se deve
ao fato de ser uma plataforma universal que permite inserir 0 seu gene de interesse
em varios sistemas de expressdo uma vez que o vetor de “entrada” esta pronto,
facilitando a clonagem dos genes nos vetores destinos via recombinacdo sitio-
especifico. Agilizando assim as clonagens, pois pode inserir 0 gene
simultaneamente em mais de um vetor destino, neste caso no pcDNA e no AAdCMV.
Alem do mais, futuramente este mesmo sistema pode ser utilizado para inserir
Nossos genes de interesse em conjunto com outros promotores, outros arranjos
como a montagem de um vetor bisistrénico e também outros virus.

De posse de todas as construcdes do vetor pcDNA, dado que os virus das
construgbes AdCMV ainda nao estavam prontos, foram realizados ensaios

funcionais para avaliar a interacdo de p53 e/ou IFNB na ativacdo de promotores
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alvos destas vias. Células B16 parentais foram co-transfectadas com uma
construcao reporter contendo promotor responsivo a p53 ou um promotor génico que
participa na via de IFN junto com os vetores de expressao de p53, IFN ou os dois.
A construcdo reporter responsivo a p53 a atividade de luciferase foi ativada na
presenca de p53 exdgeno. Na presenca de IFNB, a atividade de luciferase foi
ligeiramente ativada. Enquanto que na combinacdo de p53 e IFNB, o reporter
demonstrou um nivel intermediario.

A construcéo repérter IFNB-Luciferase foi induzida na presenca do vetor de
IFNB, mas a presenca de p53 néo teve impacto significante, mesmo quando IFN foi
incluido. Em comparagdo, a construcdo reporter IFNa-Luciferase foi fracamente
ativada por p53 ou IFNB, no entanto a combinacéo destes ndo levou uma inducéo
maior. Porém, a presenca de IFNB, mas ndo p53, foi um indutor forte da atividade de
luciferase no promotor IRF7. A construgao reporter responsivo a p53, PGTxB-Luc, foi
ativada na presenca de p53 exdgeno. Na presenca de IFNB, a atividade de
luciferase foi ligeiramente ativada, enquanto que na presenca de ambos p53 e IFN,
0 repoérter demonstrou um nivel intermediério, porém ndo muito significativo para
nossos dados.

Primeiramente estes dados indicam que o0s vetores, por apresentarem
inducdo da atividade de luciferase em seus promotores responsivos, sdo confiaveis,
pois expressam 0 gene de interesse normalmente, no entanto um ensaio de ELISA
para os vetores de p53 e IFNB é necessario para confirmar diretamente a expressao
a partir destes vetores. Em segundo, é necessario melhorar o modelo de ensaio para
explorar melhor esta relagédo de p53/IFN[, neste caso utilizando o adenovirus, pois
reduziria os problemas da transfeccdo como baixo indice de células transfectadas e
manipulacdo. Também, para melhorar o ensaio seria interessante realizar um estudo
cinético desse experimento, ja que esses dados sdo analisados apenas 24horas
apos a transfeccdo. Analisar esse experimento com diferentes intervalos de tempo
apos transfeccao serviria para fornecer dados da ativacdo de p53 e/ou IFNB em
funcdo do tempo.

Alem disso, apés varias tentativas e repeticdes destes ensaios nés achamos
gue o fato de p53 endbgeno estar em estado selvagem e apenas desativado
(GIGLIA-MARI e SARASIN, 2003; SANDOVAL et al., 2004), a idéia de adicionar
mais p53 ndo surtira efeito, entdo pensamos que utilizar o p19arf no lugar de p53,

pode ser mais interessante e mais importante para controle do melanoma (HA et al.,
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2008; BOX e TERZIAN, 2008).

No entanto um ponto positivo nessa estratégia é a utilizacdo de vetores de
transferéncia génica para expressao do gene de interesse, pois na grande maioria
dos trabalhos publicados é mais comum o uso de proteina recombinante para
adicionar IFN as células, mas esta utilizacdo € limitada pela curta meia vida da
proteina e toxicidade associada a altas doses (SABEL e SONDAK, 2003;
KAVANAGH et al.,, 2005). A utilizacdo do vetor plasmidial ou viral no lugar da
proteina recombinante apresenta uma série de vantagens, como o efeito localizado
do tratamento e a continua expressao do gene pelo promotor evitando novas doses
como no uso de proteina. Como nosso alvo é o tratamento do melanoma, uma
alternativa ao uso da proteina recombinante seria a terapia génica com IFNB. Pelo
menos 6 protocolos clinicos de terapia génica foram abordados utilizando IFN
como gene terapéutico e foi observado uma inducdo de apoptose, do processo
inflamatdrio e ativacédo do sistema imune, alem de mostrarem que células resistentes
ao tratamento com proteina recombinante foram sensiveis a tratamento génico com
IFNB. Outros protocolos relacionados ao teste de seguranca e aplicabilidade da
terapia génica com IFN sugerem que o uso de terapia génica de IFNB pode ser
seguro o eficaz (STERMAN et al., 2007; WAKABAYASHI et al., 2008; CHIOCCA et
al., 2008).

Assim como os vetores plasmidiais, também foi realizada a recombinacao
para gerar os vetores adenovirais, Para isto, os vetores pENTR, foram recombinados
com o vetor pAdCMV/V5-DEST gerando os vetores AACMV contendo os cDNAs de
p53, IFNB, eGFP e luciferase. Temos interesse na utilizagdo de vetores virais em
ensaios de co-transducdo apos a producao e titulacdo viral. A producéo e titulacdo
ocorreu sem problemas, gerando um volume de 3 mL para cada virus, com um titulo
de 2x10°pfu/mL para p AdCMVp53, 2x10°pfu/mL para o0 AACMVIFNB e 2x10*%pfu/mL
para o ADCMVeGFP. O AdCMVluciferase foi produzido porém néo foi titulado pois
optamos por utilizar somente o AACMVeGFP como controle. Para a caracterizagéo
viral foi realizado um ensaio de citdmetro de fluxo para o AdCMVeGFP, que mostrou
expressao de GFP validando o vetor. Para os adenovirus contendo p53 e IFNB
serédo realizados ensaios de ELISA.

Como dito acima, os adenovirus serdo utilizados para ensaios de co-
transducdo para verificar a interacdo de p53/IFNB e possivelmente também com

pl9arf. Estes experimentos poderdo ser realizados diretamente apos a transducao
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por evitar as limitacdes da transfeccado, pois ndo necessitam de toda a manipulagéo
celular que ocorre com os plasmideos e muito menos a utilizagdo de cloreto de
calcio e HBS, sendo que para a transducéo, resumidamente, sO € preciso calcular o
MOI (numero de particulas virais por célula) e juntar as células. No caso dos
adenovirus eles serdo adicionados as células e posteriormente poderdo ser feitos
ensaios de RT-PCR, ciclo celular ou até mesmo para ensaios in vivo usando
diretamente o virus ou as células apds transducéo.

Nossa escolha em usar o adenovirus para 0s ensaios e para uma futura
terapia génica tem se fortalecido ndo somente pelas vantagens intrinsecas ao virus,
mas também porque h& pelo menos mais trés publica¢cdes com protocolos clinicos
que utilizam o adenovirus como vetor de terapia génica. Segundo os dados da
literatura o uso de adenovirus é seguro e eficaz (STERMAN et al.,, 2007,
WAKABAYASHI et al., 2008; CHIOCCA et al., 2008).

Futuramente serdo feitos ensaios basicos para avaliar a interagdo dos vetores
de p53/IFNB e seus sistemas, ja que na literatura existem muito poucos trabalhos
gue utilizem o IFNB como vetor, a maioria usa a proteina recombinante para
adicionar o IFN as células. E como discutido acima, o uso da proteina recombinante
apresenta algumas limitacbes como a necessidade de se fazer varias aplicacdes
com altas doses (TAKAOKA et al., 2003; YOSHIDA et al., 2004). O uso de vetores €
uma estratégia com intuito de contornar essas limitacdes da proteina recombinante,
ha pelo menos 6 protocolos clinicos que utilizam o IFNB como vetor de terapia
génica de cancer, no entanto nenhum para tratamento de melanoma
(http:/www.wiley.co.uk/genmed/clinical/).

Dados da literatura indicam que a inducdo de p53 por IFNB é causada por
ativacdo transcricional, sobretudo, foi demonstrado que apoptose de células
tumorais com tratamento com proteina recombinante de IFN foi aumentado na
presenca de p53, assim o efeito pro-apoptotico de IFN envolve p53 (SANDOVAL et
al., 2004). No caso de melanoma, segunda a literatura, o pl9arf seria mais
importante j& que este impede a interacdo de mdm2 com p53, permitindo que p53
promova a parada da progressao celular e induza apoptose ou senescéncia (HA et
al., 2008).

Numa fase precoce o IRF-3 se torna ativo induzindo expressao de IFNB, o
IFN[B presente se liga ao seu receptor e torna ativo o complexo ISGF3 que por sua

vez ativa o promotor transcricional IRF-7. Numa fase mais tardia de ativacdo a
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inducdo de IRF-7 coopera com IRF-3 ativando transcricionalmente IFNa/B que em
conjunto se ligam ao seu receptor fortalecendo o sistema IFN por um mecanismo de
feedback positivo. A ativacao do sistema IFN resulta na expressado de uma gama de
fatores que somados podem ativar o sistema imune via células T, maturagdo de
células dendriticas, atracdo de macrofagos e apoptose (SATO et al., 2001;
CHAWLA-SARKAR et al., 2003).

Este projeto representa os primeiros passos do nosso grupo para avaliar o
papel de p53 no efeito antitumoral de IFNB. Com as ferramentas desenvolvidas aqui,
pretendemos elucidar mais informacgfes sobre o efeito funcional de IFNB mais p53
na inibicao de proliferacao celular ou inducdo de morte celular. Se a combinacéo de
IFNB mais p53 se mostrar interessante, pretendemos avaliar os genes alvos que sao
ativados nestas vias. Acreditamos que tratamentos que tem como alvo a
combinagcdo das vias p53 e IFNB podem ser interessantes para inibicdo de

melanoma.
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6 CONCLUSAO

6.1 Knock-down de p53 na linhagem B16 via miRNA

Para o knock-down de p53 foi utilizada a tecnologia de RNAi em células B16,
com os resultados obtidos através de Western e ensaios de luciferase, pudermos
verificar que a reducao de p53 nas linhagens celulares B16-LMP-p53 ocorreu de

maneira satisfatéria mesmo quando as células foram tratadas com doxorrubicina.

6.2 Construcdo e caracterizagao de vetores plasmidia is (pcDNA3) portadores
dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53 e IFN B

A tecnologia de clonagem Gateway é uma plataforma universal que permite
inserir 0 seu gene de interesse em varios sistemas de expressdo. Para construcao
dos vetores plasmidiais o vetor de “entrada” pENTR foi construido inserindo os
genes de interesse, luciferase, eGFP, p53 e IFNB por clonagem tradicional,
utilizando-se enzimas de restricdo. Em seguida foi verificado se o inserto estava
presente assim como se a orientagdo estava correta através de mapas de restricao.
Para a construcdo dos vetores cDNA, os vetores pENTR foram inseridos no vetor
pcDNA/V5-DEST por meio de recombinacdo homologa, esta fase foi realizada com
sucesso com excecao do pcDNALuciferase.

A caracterizacdo destes vetores foi realizada para verificar a expressao dos
transgenes. No caso do pcDNAeGFP foi realizado ensaio de citbmetro de fluxo e
ensaio de ELISA para os vetores pcDNAp53 e pcDNAIFNB. Como mostram nossos
resultados, os vetores com eGFP e IFNB apresentaram expressdo do transgene.
Ensaios de ELISA para o pcDNAp53 ainda estdo em andamento.
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6.3 Construgdo e caracterizagdo de vetores adenovira is (AACMV) portadores
dos cDNAs para eGFP, Luciferase, p53 e IFN B

Assim como os vetores de destino pcDNA, os vetores pAdCMV também foram
recombinados, com sucesso, com os vetores pENTR. Para isso, os vetores pENTR
foram recombinados com o vetor pAdCMV/V5-DEST, gerando pAdCMV-p53,
PpAdCMV-IFNB, pAdCMV-eGFP e pAdCMV-luciferase. A confirmagdo da
recombinacéo foi feito por mapeamento com enzimas de restricao.

Para verificar a expressdo do transgene pAdCMVeGFP foi realizado um
ensaio de citometro de fluxo que validou a construgdo mostrando expressao forte de
GFP. Para os vetores com p53 e IFN estamos realizando ensaios de ELISA para

caracterizar essas construgoes.

6.4 Ensaios para explorar possiveis interacfes entr e as vias de p53 e IFN B,

incluindo ensaios reporter e de ciclo celular

Com os vetores plasmidiais abordamos um primeiro ensaio exploratorio de
interacdes entre p53 e IFNB através da ativagdo de promotores alvos destas vias.
Como mostrado em nossos resultados, o vetor de p53 e IFNB independentemente
ativaram seus promotores, pPGTxB-Luc e PpIFNB-Luc respectivamente,
demonstrando assim que 0s vetores construidos apresentam e expressam Seus
transgenes, validando dessa forma a construcdo. No entanto a combinagao do p53 e
IFNB n&o apresentou uma inducdo do promotor, maior do que a dos vetores

sozinhos.
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