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RT-PCR - (Reverse Transcriptase - PCR) transcrição reversa - PCR 
SOS - (Sodium Dodecyl Sulfate) Dodecil sulfato de sódio 
SM - (Salt/Magnesium) (10 mM MgSO4; 20 mM Tris HCl pH 7,5; O, 1 M NaCI), 
SNC - sistema nervoso central 
SO - (Sense Oligo) oligonucleotídeo "sense" 
SSC - (Standard Sodium Citrate) Solução de citrato de sódio padrão (150 mM NaCl, 15 mM 
Citrato de sódio, pH 7,0) 
SSPE - (Standard Sodium Phosphate/EDT A) Solução de fosfato de sódio e EDT A padrão 
TAE- (Tris/Acetate/EDTA Buffer) tampão Tris/Acetato/EDTA (40 mM Tris-acetato pH 7,8; 1 
mM EDTA) 
TBE- (Tris/Borate/EDTA Buffer) tampão Tris/Borato/EDTA (0.089M Tris pH 8,3, 0.089M Ácido 
Bórico, 0.0025M EDT A, ) 
TBS - (Tris Buffered Saline) Salina tamponada com Tris (50 mM Tris HCl pH 7,5; 150 mM NaCI) 
TCA - (Tri-chloro acetic acid) ácido tricloroacético 
TE - (Tris/EDT A) tampão Tris/EDT A ( 1 O mM Tris HCI pH 8,0; 1 mM EDT A). 
TNF - (Tumor Necrosis Factor) fator de necrose de tumor 
TPA - (Tetradecanoyl Phorbol Acetate) tetra-decanoil forbol acetato 
TRE - (Tetracycline-responsive element) elemento responsivo a tetraciclina 
Tris - (Tris-[hydroxymethyl]amino-methane) Tris-hidroximetil amino metano 
UV - ultra violeta 
X-gal - (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-13-D-galactopyranoside) 5-bromo-4-cloro-3-indolil-13-D
galacto-piranosídeo 
SFB -Soro Fetal Bovino 



Resumo 

As linhagens celulares STl e P7 (ARMELIN e ARMELIN, 1983), isoladas no 
laboratório a partir da linhagem C6 de glioma de rato, constituem modelos interessantes 
para o estudo da ação de glicocorticóides por mostrarem, respectivamente, 
hiperesponsividade e resistência ao tratamento com o hormônio quando observados 
morfologia, tempo de dobramento, densidade de saturação, crescimento em suspensão de 
agarose e tumorigenicidade em camundongos "nude". 

Em trabalhos anteriores, foram isoladas de bibliotecas de cDNA de células STl, 
através de hibridização diferencial, seqüências correspondentes a metalotioneína 1, 
metalotioneina 2, glicoproteína a-1 ácida e pelo menos um transcrito de um retrovírus 
endógeno (clones C27, C36, C41 e CV2, respectivamente) (V ALENTINI e ARMELIN, 
1996). · 

Para comprovar o envolvimento das proteínas Metalotioneína 1, Metalotioneína 2, 
Glicoproteína a-1-ácida e env na reversão fenotípica observada nas células STl tratadas 
com hidrocortisona, duas abordagens diferentes foram usadas: a inibição da expressão 
dessas proteínas com oligonucleotídeos ou construções "antisense" e a super-expressão 
dessas proteínas usando vetores de expressão induzíveis. 

Nos ensaios de crescimento em suspensão de agarose, levados a cabo com 
populações de células transfectadas com construções induzíveis contendo os cDNAs de 
interesse nas orientações "sense" ou "antisense", o padrão de crescimento das células 
transfectadas, na ausência ou na presença de hidrocortisona e/ou indutor permitiu confirmar 
o possível papel das proteínas correspondentes na reversão fenotípica induzida por 
hidrocortisona. Os resultados mostraram que transcritos "antisense" de glicoproteína a-1-
ácida, metalotioneína 2, metalotioneína 1 e env foram capazes de inibir, em maior ou menor 
grau, o efeito de hidrocortisona em células STI transfectadas. Por outro lado, a indução da 
expressão de Metalotioneína 1 e env foram capazes de inibir, parcialmente, a formação de 
colônias em células STI e P7 transfectadas com construções "sense". 



Summary 

STI and P7 cells, isolated in the laboratory from the C6 rat glioma cell line 
(ARMELIN and ARMELIN, 1983), constitute interesting models for the study of 
glucocorticoids action showing, respectively, sensibility and resistance to the honnone 
when observed morphology, doubling time, saturation density, growth in agarose 
suspension and tumorigenicity in nude mice. 

ln a previous work, ESTs sequences corresponding to metallothionein 1, 
metallothionein 2, a-1-acid glycoprotein and the env gene of a endogenous retrovirus were 
isolated (V ALENTINI and ARMELIN, 1996). 

To prove the involvement of metallothioneins 1 and 2, a-1-acid glycoprotein and 
env in the observed phenotypical reversion in ST 1 cells dealt with hydrocortisone, two 
different approaches had been used: the inhibition of the expression of these proteins with 
antisense cDNA constructs and the overexpression of these proteins using inducible 
vectors. 

ln agarose suspension growth assay, performed with populations of cells transfected 
with inducible constructs carring the cDNAs in sense and antisense orientations, the growth 
of the transfected cells, in the absense or the presence of hydrocortisone and / or inducer 
allowed us to confinn the role of the corresponding proteins in the hydrocortisone-induced 
phenotypic reversion. The results showed that antisensa transcripts of a-1-acid 
glycoprotein, metallothionein 2, metallothionein 1 and env inhibited, in greater or minor 
degree, the effect of hydrocortisone in transfected STI cells. On the other hand, induction 
of Metallothionein 1 and env expression was able to inhibit, partially, the fonnation of 
colonies from STI and P7 cells transfected with sense constructs. 



1. Introdução 

1.1. Células da neuroglia e o crescimento de gliomas 

O tecido cerebral é constituído por dois grupos predominantes de células, que são 
classificados funcionalmente como células nervosas, os neurônios, que transmitem sinais 
elétricos e células gliais, a neuroglia, que envolve os neurônios e os isolam dos numerosos 
vasos sangüíneos que irrigam o cérebro. A neuroglia constitui metade da massa cerebral e 
as células que a compõe superam em quase 1 O vezes o número de neurônios, cumprindo 
papéis acessórios ao metabolismo, função e regeneração do sistema nervoso central (SNC), 
da mesma forma que o tecido conjuntivo. De acordo com seu formato, tamanho e interação 
com os neurônios, os tipos celulares que compõe a neuroglia são classificados como 
astrócitos (500/o das células gliais), oligodendrócitos (40%), ependimócitos (5%) e células 
microgliais (até 5%) - (KUMARI, 2000). 

Os ependimócitos são células cuboidais ou colunares derivadas do epitélio 
germinativo do tubo neural, sendo semelhantes a células epiteliais. Ao contrário de outras 
células epiteliais, no entanto, as células ependimais não se posicionam sobre uma 
membrana basal, mas possuem processos afilados que se entrelaçam com os processos dos 
astrócitos subjacentes. No SNC, os ependimócitos formam a camada que recobre as 
cavidades cerebrais denominadas ventrículos e o canal central da medula espinhal. Na 
região denominada ·plexo coróide, os ependimócitos próximos à pia mater (a mais interna 
das meninges, que recobre todo o cérebro e a medula espinhal) mostram-se especialmente 
diferenciados, exibindo cílios e secretando o fluido cérebro-espinhal (BLOOM e 
FAWCETT, 1994). 

As células microgliais não tem a mesma origem das outras células da glia, sendo 
provenientes da mesoderme, derivadas do mesênquima da medula óssea. Seu acesso ao 
SNC ocorre através de vasos sangüíneos, nos estágios iniciais de desenvolvimento do 
cérebro. As células microgliais são células da linhagem monocítica do sangue, derivadas de 
macrófagos e, desta forma atuam de maneira similar às células dendríticas apresentadoras 
de antígeno do sistema imune. Dispersas por todo o cérebro, as células da microglia 
geralmente apresentam-se pequenas, alongadas, com vários processos ramificados e um 
núcleo em forma de bastão. Células microgliais com estas características são chamadas 
ramificadas e estão quiescentes. Por ocasião de infecções ou trauma cerebral, as células 
tomam-se arredondadas e fagocíticas e são chamadas células microgliais reativas ou células 
de Gitter. A ativação por dano também faz as células se dividirem ativamente, expressar 
receptores de complemento, antígenos do MHC e apresentar antígenos. Atuando como 
macrófagos, estas células participam da remoção de microorganismos e de células nervosas 
danificadas (BLOOM e FAWCETT, 1994). 

Os oligodendrócitos constituem a segunda maior população de células do cérebro, 
muito abundantes, em especial na matéria branca e em tomo dos neurônios, comumente 
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dispostos em fileiras. São células volumosas, com 6 a 8 µm de diâmetro, citoplasma denso 
com abundantes microtúbulos e retículo endoplasmático evidente, além de um núcleo 
pequeno, arredondado e denso, semelhante ao de linfócitos. O citoplasma possui poucos 
processos curtos e pouco ramificados, que se estendem na direção dos neurônios próximos, 
envolvendo os axônios. Os oligodendrócitos são responsáveis pela formação da mielina no 
SNC. Cada célula é capaz de envolver uma secção de axônio de diversos neurônios, 
recobrindo-a com mielina, enquanto outras porções do mesmo axônio podem ser 
mielinizadas por oligodendrócitos consecutivos, formando uma bainha. Oligodendrócitos 
são capazes de produzir vários fatores neurotróficos como nerve growth factor (NGF), 
neurotrophin-3 e glial-derived growth factor (GDNF). 

Os astrócitos, por fim, constituem a maior parte da glia, distribuídos tanto na 
matéria branca como na cinzenta, em toda a volta dos vasos sangüíneos e dos neurônios, 
com exceção das fendas sinápticas. Os astrócitos são células grandes, com 6 a 12 µm de 
diâmetro, exibindo um núcleo oval ou ligeiramente irregular com a cromatina bem dispersa. 
O citoplasma possui diversos processos muito finos, irradiando em todas as direções e 
chegando a circundar ou tomar contato com até 99% da superficie dos capilares do cérebro. 
Os processos contém uma forma de filamento intermediário do citoesqueleto, composto por 
uma proteína específica de astrócitos, denominada Glial Fibrillary Acidic Protein (GF AP). 
Na superficie do cérebro, os processos de vários astrócitos se diferenciam, formando 
pedículos que se fundem com a pia mater, de modo a recobri-la totalmente como uma 
camada que isola o SNC das meninges. Pedículos também envolvem todos os capilares que 
irrigam o cérebro, evitando o contato direto entre neurônios e os vasos sangüíneos. A 
interação destes processos com o endotélio vascular cerebral restringe a permeabilidade das 
"tight junctions" entre as células endoteliais, o que constitui a barreira hemato-encefálica. 
(BLOOM e FAWCETT, 1994). Os pedículos de astrócitos também cumprem papel 
importante no isolamento elétrico de neurônios não mielinizados e da membrana nodal 
exposta dos axônios (junto aos nodos de Ranvier). Entre os processos e pedículos, o 
citoplasma dos astrócitos forma uma ponte, por onde fluem compostos solúveis e íons das 
paredes capilares para o espaço extracelular em torno dos neurônios. O citoplasma também 
acumula uma grande reserva de glicogênio que é hidrolisado no lactato consumido pelos 
neurônios. As astrócitos removem íons de potássio do espaço extracelular e, como ligam-se 
uns aos outros através de "gap junctions", formam um reservatório dinâmico destes íons, 
que podem ser redistribuídos remotamente como em uma rede. Os astrócitos executam uma 
função crítica no metabolismo do glutamato e do ácido gama aminobutírico, que são 
neurotransmissores. O glutamato, cuja presença em altas concentrações no espaço sináptico 
é toxica para os neurônios, é captado pelos astrócitos que o convertem a glutamina, liberada 
para os neurônios, que a convertem novamente para glutamato, secretando-o como 
neurotransmissor. 

Astrócitos sintetizam vários fatores neurotróficos bastante conhecidos, como 
neurotrofina-3, NGF e GDNF, que se supõe serem secretados, atuando em neurônios 
durante o desenvolvimento do SNC e na manutenção do tecido nervoso maduro. Citocinas 
como interleucinas 1 e 2 (POLITIS e LINDSA Y, 1988) também são secretadas, indicando 
possível papel destas células no contole da resposta inflamatória, fagocítica e proliferativa. 
Supõe-se que ao longo do desenvolvimento embrionário, as células da glia direcionam a 

2 



migração dos neuromos e o crescimento de seus axomos e dendritos. Por ocasião de 
infecções e traumatismos que causam danos ao SNC, os neurônios e outras células mortas e 
danificadas são removidos pela microglia e por astrócitos fagocíticos, sendo a lacuna 
reparada pela proliferação de astrócitos, que formam a cicatriz glial. 

Os neurônios, por serem essencialmente pós-mitóticos, não estão associados às 
neoplasis do SNC, com a exceção dos meduloblastomas infantis, que são tumores 
provenientes de células precursoras de neurônios (LOUIS et ai., 2001 ). Por outro lado a 
neuroglia retém a capacidade mitótica e esta plasticidade reflete-se também na 
possibilidade de proliferar de maneira descontrolada, originando tumores coletivamente 
chamados gliomas. Entre os tumores primários do cérebro, 90% são de origem glial. No 
entanto, os tipos celulares que originam a maioria dos tumores primários não são 
conhecidos nem reconhecíveis pela classificação histológica atual (LOUIS et ai. , 2001). De 
acordo com o grau de malignidade, os gliomas de suposta origem astrocítica são 
classificados como astrocitoma, astrocitoma anaplástico e glioblastoma multiforme 
(MORRIS, 1989). Os astrocitomas anaplásticos e glioblastomas multiformes são os 
tumores intracranianos primários mais comuns entre adultos, enquanto na população 
pediátrica, os meduloblastomas, astrocitomas e astrocitomas anaplásticos pilocíticos 
representam em conjunto a segunda maior causa de morte. Os glioblastomas multiformes 
correspondem a até 40% de todos os tumores intracranianos primários. 

Apesar do progressivo avanço no tratamento do câncer em diferentes tecidos, os 
tumores malígnos no cérebro ainda estão entre as formas mais agressivas e fatais de câncer 
conhecidas (BECKER et ai., 1998). Mesmo com o emprego de abordagens terapêuticas 
drásticas como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, o prognóstico para os portadores de 
gliomas é sempre desfavorável. A sobrevida descrita para portadores de glioblastoma 
multiforme é de 17 semanas (BADIE e SCHARTNER, 2001) a um ano (DAÍ e 
HOLLAND, 2001), sendo a recorrência do tumor, no local originário ou na sua 
proximidade, a principal responsável por esta baixa expectativa de vida. 

1.2. Controle de proliferação e expressão gênica por glicocorticóides 

Os hormônios glicocorticóides tem importância no desenvolvimento do cérebro, por 
interferirem na proliferação e diferenciação celular (mcEWEN et ai., 1986) e tem sido 
amplamente empregados como terapia adjuvante no tratamento de gliomas, por diminuirem 
a progressão tumoral e reduzirem a pressão intracraniana (FRESHNEY, 1984). A despeito 
da sua importância, o emprego terapêutico de glicocorticóides é bastante empírico, e os 
mecanismos que medeiam seus efeitos benéficos no tratamento do câncer ainda não estão 
claros (KAUP et ai., 2001 ). 

Hormônios e fatores de crescimento desempenham papéis-chave regulando diversos 
aspectos da proliferação e diferenciação (EASTMAN-REKS e VEDECKIS, 1986; 
RAMEH e ARMELIN, 1992). Eventos regulatórios do crescimento celular podem envolver 
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uma complexa rede de sinalização intercelular, na qual atuam conjuntamente diferentes 
fatores de crescimento, hormônios esteróides como o cortisol e hormônios peptídicos como 
a insulina (ARMELIN, 1989; CROSS e DEXTER, 1991). Fatores de crescimento ligam-se 
a receptores na membrana plasmática, desencadeando um sinal para o núcleo através de 
proteínas regulatórias presentes no citoplasma. A resposta a este sinal envolve mudanças na 
expressão gênica (COCHRAN et ai., 1983; COCHRAN et ai., 1984; ALMENDRAL et ai., 
1988), que muitas vezes são dependentes da translocação de receptores nucleares ligados a 
hormônios (BEATO et ai., 1996). O desenvolvimento celular normal é conseqüência destes 
diferentes estímulos, que favorecem de forma controlada a proliferação ou a diferenciação. 
Alterações nestes eventos de sinalização intercelular que resultem em quebra do balanço 
entre proliferação e diferenciação podem resultar em predominância da atividade 
proliferativa, desencadeando a tumorigênese (CROSS e DEXTER, 1991 ). 

A participação de glicocorticóides em eventos relacionados a proliferação é bastante 
conhecida em vários tecidos e modelos celulares. Corticóides são capazes de inibir a 
proliferação de muitos tipos celulares, como linfócitos-T (P ALACIOS e SUGA W ARA, 
1982) e fibroblastos (DURANT et ai., 1986). Tumores induzidos por carcinógenos em 
pulmão de camundongo (DROMS et ai., 1993), pele de camundongo (STRA WHECKER e 
PELLING, 1992) e cólon de rato (DENIS et ai. 1992) também tem o seu crescimento 
inibido por estes hormônios. No caso de células transformadas em cultura, a resposta frente 
a glicocorticódes tanto pode ser inibição quanto proliferação exacerbada (o'BANION et ai., 
1992), dependendo do tipo celular, condições de cultura, do agente transformante e da 
influência potencial do hormônio sobre este agente. Por exemplo, hidrocortisona pode 
facilitar a transformação de células epiteliais humanas infectadas pelo vírus do sarcoma 
murino de Kirsten (DURST et ai., 1989), por ser potente ativador de transcrição gênica a 
partir de alguns LTRs. 

Ao contrário dos hormônios peptídicos, que possuem receptores na membrana 
plasmática, os hormônios esteroídicos possuem receptores intracelulares que permanecem 
no citoplasma ligados a um complexo multimérico em tomo da proteína Hsp90 ("Heat 
shock protein") que encobre as NLSs ("Nuclear Localization Sequences") presentes na 
molécula do receptor (YAMAMOTO, 1985; BEATO, 1996). O complexo denominado 
foldossomo, inclui as proteínas Hsp90, Hsp56, Hsp70, p23 e eventuais ciclofilinas, 
mantendo o receptor em uma conformação acessível ao ligante (BEATO, 1996). A ligação 
do hormônio ao receptor, desfaz a interação deste com pelo menos uma parte do 
foldossomo, expondo as NLSs e permitindo que o complexo hormônio-receptor migre para 
o núcleo, ligando-se como dímeros a seqüências que contém GREs ("Glucocorticoid 
Responsive Elements") em seus promotores (SILVER, 1991; BARNES, 1995; BEATO, 
1996). 

Estima-se que quase uma centena de genes seja regulada diretamente por esteróides, 
enquanto muitos outros possam ainda ser indiretamente controlados através da interação 
com outros fatores de transcrição (BARNES, 1995). A interação dos GRs com promotores 
ocorre em seqüências palindrômicas com o consenso GGTACAnnnTGTTCT ou, no caso 
de trans-repressão, ATYACnnTnTGATCn (o chamado GRE negativo), através de 
interações do tipo "zinc finger" . Interações com seqüências distintas destes consensos 
podem ocorrer nos chamados GREs compostos, que requerem a ligação conjunta de outros 
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fatores de transcrição, como API, CREB, ATF e NF-AT, tomando a regulação a partir 
destes promotores muito mais complexa e variável (BARNES, 1995; BEATO, 1996). 

1.3. O modelo celular C6/ STl/ P7 

A linhagem astrocítica C6 foi estabelecida em cultura a partir de um glioma 
quimicamente induzido em rato, por injeção de N-nitrosometiluréia. (BENDA et ai., 1968). 
Hormônios glicocorticóides alteram a velocidade de proliferação das células C6 e reduzem 
sua densidade de saturação assim como sua eficiência de plaqueamento em substrato 
sólido (ARMELIN e ARMELIN, 1978; ARMELIN e ARMELIN, 1983; FRESHNEY, 
1984 ). O tratamento com hidrocortisona também leva a uma redução reversível do aspecto 
transformado destas células. 

A partir da linhagem C6, foram obtidos variantes sensíveis (P2 e STl) e resistentes 
(P5, P7 e PI 1) a glicocorticóides. Os variantes STI e P7, em particular (ARMELIN et ai., 
1982; ARMELIN e ARMELIN, 1993), são tidos como modelos interessantes para o estudo 
da ação de glicocorticóides por exibirem, respectivamente, hiper-responsividade e 
resistência ao tratamento com o hormônio. Hidrocortisona é capaz de inibir 
significativamente o crescimento da variante celular STl em monocamada. Após 14-15 
horas da adição de hidrocortisona, o tempo de dobramento das células STI aumenta de 12 
para 24 horas (ARMELIN et ai., 1983). Além disso, hidrocortisona restaura 
reversivelmente a dependência de soro, a densidade de saturação e a necessidade de 
ancoragem, além de suprimir a formação de tumores em camundongos nude, o que 
caracteriza uma reversão fenotípica tumoral-normal completa, tanto in vitro como in vivo 
(ARMELIN e ARMELIN, 1978). Em contrapartida, a linhagem celular P7 mostra-se 
resistente ao tratamento com o hormônio em culturas mantidas em monocamada e em 
suspensão de agarose. Paralelamente à perda do fenótipo tumoral, observou-se que o 
tratamento com hidrocortisona induz nas células STl a produção de partículas de retrovírus 
do tipo C (ARMELIN et ai., 1983). 

Estes sistemas celulares estão sendo empregados no laboratório para analisar os 
mecanismos moleculares da ação anti-tumoral dos hormônios glicocorticóides. Como a 
reversão fenotípica de células STI promovida por hidrocortisona pode revelar a ação de 
genes que estejam atuando como supressores de tumor, uma grande parte dos esforços do 
laboratório tem sido dedicada à clonagem de genes associados a este processo. 

1.4. Genes induzidos por glicocorticóides nas células STl 

O isolamento de genes possivelmente envolvidos na reversão fenotípica tumoral
normal e associados ao controle da proliferação celular, baseia-se na possibilidade de 
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detectar ou isolar diretamente cDNAs correspondentes aos transcritos expressos em 
culturas de células STl tratadas com o hormônio e que não estão sendo expressas (ou que 
são menos expressas) nas culturas não tratadas. Técnicas como hibridização diferencial de 
biblioteca de cDNA, "differential display" de mRNA, hibridização subtrativa de cDNAs e 
subtração de cDNAs por supressão seletiva de PCR, são as ferramentas que tem sido 
exploradas até o momento. 

Utilizando uma biblioteca de cDNA de células C6/ST1 tratadas com hidrocortisona 
por 5 horas na presença de inibidor de síntese protéica (cicloheximida) e a metodologia de 
hibridização diferencial, foram isolados cDNAs oriundos de transcritos celulares (C27 que 
corresponde ao gene de metalotioneína 1; C41, correspondente a metalotioneína 2 e C36, 
que corresponde à glicoproteína-a.-1-ácida de rato) e um cDNA de transcrito virai (CV2), 
homólogo a um segmento do locus env de retrovírus murino (V ALENTINI, 1993; 
V ALENTINI e ARMELIN, 1996). 

Através de "differential-display", novamente foram isolados fragmentos de cDNA 
correspondentes a transcritos de metalotioneína 1 (SASAHARA et ai., 1996). 

Mais recentemente, empregando-se subtração por supressão de PCR, diversos 
outros transcritos foram identificados: talina, calciclina, oncogene Sno, dUTPase, proteína 
A20, tenascina X e transcritos com homologia a retrovírus do tipo A e C (VEDOY e 
ARMELIN, 1997; VEDOY, 2000 - Tese; VEDOY et ai., em preparação ). 

1.4.1. Metalotioneínas 

Metalotioneínas são proteínas de baixo peso molecular ricas em cisteína, que tem a 
capacidade de se ligar a alguns metais pesados. Vários agentes induzem a expressão destas 
proteínas, entre eles: metais pesados, hormônios glicocorticóides, citocinas (IL-1 e IFN 
gama) e TPA (KARIN, 1985; HAMER, 1986; KÁGI e SCHAFFER, 1988, BREMNER e 
BEATTIE, 1990). Por se ligarem a metais, as metalotioneínas podem estar associadas à 
proteção celular contra metais pesados, ao controle do metabolismo de zinco e cobre e à 
regulação do metabolismo celular envolvendo enzimas que necessitam de zinco e cobre 
(KARIN, 1985; BREMNER e BEATTIE, 1990; EBADI, 1991). Estas proteínas também 
estão associadas com detoxificação de radicais livres do tipo hidroxila in vitro 
(THORNALLEY e VASAK, 1985) e peróxidos in vivo (DALTON et ai., 1994). 

O envolvimento de metalotioneínas com proliferação celular foi evidenciado pela 
observação de que células de leucemia rnielomonocítica aguda apresentam rearranjo no 
cromossomo 16, envolvendo a quebra no gene de metalotioneína (le BEAU et ai., 1985). 
Procurando explicar este fenômeno, foi sugerido que durante esse rearranjo ocorreria a 
ativação de um proto-oncogene por elementos regulatórios dos genes de metalotioneínas 
ou, então, que a própria perturbação na expressão de metalotioneínas poderia estar 
envolvida no desenvolvimento tumoral (KARIN, 1985). 
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A observação de que fibroblastos humanos quiescentes contém níveis menores de 
mRNA para metalotioneínas do que fibroblastos em proliferação, também mostra a 
possível participação destas proteínas no controle de crescimento celular (KARIN, 1985). 
As metalotioneínas estão associadas, ainda, com proliferação de queratinócitos 
(KARASA W A et ai., 1991 ), sendo expressas em altos níveis em papilomas induzidos por 
TPA (HASHIBA et ai., 1989; ISLAM e TOFTGARD, 1992). 

O papel das metalotioneínas na proliferação celular foi evidenciado por MULDER 
et ai. (1992), que verificaram menor expressão de metalotioneínas nas metástases hepáticas 
de câncer colo-retal que nas células hepáticas normais. Tumores hepáticos induzidos por 
nitrosodietilamina apresentam baixos níveis de metalotioneínas e a expressão destas 
proteínas é reduzida durante a transformação espontânea de uma linhagem de células 
hepáticas (CHERIAN et ai., 1993). Estas observações são contrárias às anterires, que 
mostram células normais expressando mais metalotioneínas do que as células tumorais. 

Interleucina-1 promove a proliferação de células U373MG, derivadas de 
astrocitoma humano. O tratamento destas células com IL-1 ou metal pesado leva a um 
aumento na expressão de metalotioneínas (KIKUCHI et ai., 1993), sugerindo sua 
participação na proliferação de gliomas. 

1.4.2. Glicoproteína a.-1-ácida 

Proteínas de fase aguda regulam a resposta imune inespecífica, funcionando como 
mediadores e inibidores de processos inflamatórios, agindo como carreadoras de produtos 
gerados no processo inflamatório ou participando do reparo e cicatrização do tecido lesado 
(IBELGAUFTS, 1999). A síntese das proteínas de fase aguda pelos hepatócitos 
normalmente é estimulada por citocinas secretadas pelas células apresentadoras de 
antígeno. Como resultado da produçao de proteínas de fase aguda, diversos processos como 
febre, fagocitose, secreção de citocinas, gluconeogênese e procução de cortisol, insulina e 
hormônio adrenocorticotrófico são estimulados (van MIERT, 1991). Algumas das proteínas 
de fase aguda atuam como citocinas, ativando mitogênese ou fornecendo sinais 
quimiotácticos. 

A glicoproteína a.-1 ácida é uma das proteínas de fase aguda fortemente induzidas in 
vivo por glicocorticóides (SA VOLDI et ai., 1997). Linhagem celulares, como hepatoma de 
rato, também podem ter a expressão desta proteína induzida por dexametasona, um 
glicocorticóide sintético (BAUMANN et ai., 1993). Algumas citocinas (IL-1, TNF a. e IL-
6) regulam a produção desta proteína (BAUMANN e GAULDIE, 1990; SA VOLDI et ai., 
1997) que, por sua vez, pode ter sua expressão exacerbada pela administração concomitante 
de glicocorticóides (van MIERT, 1991). O promotor do gene glicoproteína a.-1 ácida possui 
diferentes elementos de resposta como C/EPB, Barbie Box, Spl e :MR.E (FOURNIER et ai., 
1994; SA VOLDI et ai., 1997; Y ANGOU et ai., 1991 ), indicando uma variedade de 
possíveis respostas, frente à combinação de diversos estímulos. 
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Entre os possíveis papéis da glicoproteína a.-1 ácida estão a capacidade de alerar a 
ativação de neutrófilos no curso do processo inflamatório (van MIERT, 1991), a 
redistribuição de metais como zinco e cobre no soro e tecidos, ao longo da prenhez e 
organogênese de embriões de rato (DASTON et ai., 1994), cooperando com 
metalotioneínas e imunossupressão por inibição de proliferação de linfócitos-T (SHIY AN 
et ai., 1993). 

1.4.3. Retrovírus endógenos 

Tumores podem ser originados a partir de danos genéticos induzidos em algumas 
poucas células pela ação de agentes físicos, químicos e por determinados vírus, causando a 
perda de controle do crescimento celular normal (BULL et ai., 1989). Alguns retrovírus 
possuem a capacidade de desencadear rapidamente o processo tumoral devido à presença 
de oncogenes no seu genoma. Apesar de codificados pelo genoma virai, estes oncogenes 
não participam do processo de replicação do vírus mas tomam parte na patogenia induzida 
no organismo hospedeiro (COOPER, 1990; DULBECCO, 1988). Genes homólogos a estes 
oncogenes virais são expressos ao longo do ciclo celular normal ou em determinadas etapas 
de diferenciação. Mutações na região codificante ou promotora destes proto-oncogenes, 
assim como a integração de provírus, permitiria que a temporalidade, a intensidade e a 
função da expressão destas proteínas escapasse do controle celular (DULBECCO, 1988; 
ARMELIN, 1989; COOPER, 1990; LEWIS, 1991). Esta hipótese tem sido confirmada pois 
a maioria dos proto-oncogenes codifica proteínas relacionadas a eventos da proliferação 
celular (BISHOP, 1991; CANTLEY et ai., 1991). Foi mostrado, por exemplo, que o PDGF 
presente no soro, induz a expressão de alguns proto-oncogenes ( c-fos, c-myc, c-)1111 e e-rei), 
evidenciando a participação destes proto-oncogenes na proliferação celular normal 
(COCHRAN et ai., 1984; ALMENDRAL et ai., 1988; LAMPH et ai., 1988; BULL et ai., 
1989). O desenvolvimento de tumores a partir de alguns retrovírus que não possuem 
oncogenes no seu genoma, depende da integração virai próxima a um proto-oncogene 
(DULBECCO, 1988; COOPER, 1990). 

Retrovírus endógenos diferem daqueles adquiridos por infecção por estarem 
integrados como provírus no genoma de células germinativas de várias espécies de 
vertebrados sendo, portanto, transmitidos verticalmente. Estes vírus podem ser transcritos 
de forma espontânea ou através de agentes indutores, podendo acarretar o desenvolvimento 
de infecção produtiva que, na maioria das vezes, é benigna (WEISS, 1982). Os retrovírus 
endógenos parecem não estar comumente associados a oncogenes mas sua expressão pode 
ser importante para o desenvolvimento celular normal. Foi sugerido, por exemplo, que a 
expressão do gene env é essencial para a diferenciação de linfócitos murinos (WEISS, 
1982). 

Diversos promotores de retrovirus possuem GREs. Os L TRs (Long Terminal 
Repeat) dos vírus MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) e Mo-MSV (Moloney Murine 
Sarcoma Virus) apresentam GREs, sendo induzidos por hormônios glicocorticóides. A 
dexametasona., um glicocorticóide sintético, aumenta a expressão de MMTV (P ARKS et 
ai. , 1974; RINGOLD, 1983) levando à formação de adenocarcinomas mamários. No caso 
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de retrovírus endógenos, HELMBERG et ai. ( 1990) verificaram que um dos genes 
induzidos por estes hormônios correspondia à p 15E, levando os autores a sugenr a 
participação desta proteína na imunossupressão induzida por glicocorticóides. 

Para compreender melhor o fenômeno de reversão fenotípica induzida por 
glicocorticóides em células derivadas de glioma, este trabalho procurou avaliar o papel das 
proteínas codificadas pelos genes metalotioneína 1, metalotioneína 2, glicoproteína a-1 
ácida e ao transcrito env de retrovírus endógeno (V ALENTINI e ARMELIN, 1996). As 
estratégias adotadas para este estudo foram a inibição de expressão destes genes nas células 
STI e P7 e sua super-expressão nas células STI. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Partindo dos clones C27, C36, C41 e CV2, correspondentes a genes 
diferencialmente expressos em células STI mantidas na presença de glicocorticóides, este 
trabalho teve como objetivo comprovar o envolvimento das proteínas Metalotioneína 1, 
Metalotioneína 2, Glicoproteína a.-1-ácida e env na reversão fenotípica induzida por 
hormônios glicocorticóides em células STI, através da análise funcional de seus genes 
correspondentes. 

2.2. Objetivos específicos 

a) Determinar a seqüência de nucleotídeos dos clones C27, C36, C41 e CV2 
visando obter os cDNAs completos correspondentes 

Verificar a integridade de cada um dos clones de cDNA através de seqüenciamento 
e a busca dos cDNAs completos. Definir nesta etapa as estratégias de subclonagem dos 
cDNAs nos vetores de expressão escolhidos (seleção das enzimas de restrição, dos vetores, 
necessidade de empregar adaptadores ou PCR, etc.) para transfecção em células STI e P7. 

b) Analisar o efeito de oligonucleotídeos ou construções "antisense" dirigidos 
aos transcritos de Metalotioneína 1, Metalotioneína 2, Glicoproteína a-1-ácida e env, 
nas células STl tratadas com hidrocortisona. 

Se a expressão destes genes é crítica para a reversão fenotípica das células STI 
mantidas sob a ação de glicocorticóides, a inativação da expressão de um ou mais destes 
genes através da ligação de oligonucleotídeos ou transcritos "antisense" a seus mRNAs, 
deveria bloquear a tradução das proteínas correspondentes, podendo tomar estas células 
refratárias à ação do hormônio. 

c) Analisar o efeito da super-expressão dos genes codificantes de 
Metalotioneína 1, Metalotioneína 2, Glicoproteína a-1-ácida e env, nas células STl e 
P7 

Se os produtos destes genes são importantes na reversão fenotípica do variante STI 
que é hiper-responsivo a glicocorticóides, é de se esperar que a super-expressão destas 
seqüências mimetize a ação hormonal. Além disso, se um destes genes estiver envolvido no 
mecanismo de resistência da variante P7 à ação de hidrocortisona, espera-se que a super
expressão destes genes leve ao aparecimento de características fenotípicas normais quando 
tratadas com hidrocortisona. 
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3. Material e Métodos 

3.1. Manutenção e caracterização inicial dos plasmídeos C27, C36, C41 e 
CV2. 

3.1.1. Transformação de E. coli com DNA plasmideal 

Bactérias E. coli XLlBlue MRF' (Stratagene - La Jolla, CA - USA), tornadas 
competentes por tratamento com cloreto de cálcio (SAMBROOK et ai. , 1989), foram 
transformadas com DNA dos plasmídeos C27, C36, C41 e CV2 (Quadro 1). As bactérias 
transformadas foram selecionadas em placas de Petri com ágar Luria-Bertani (LB) 
contendo 80 µg/mL de ampicilina (segundo SAMBROOK et ai., 1989). 

Quadro 1 - Esquema das construções dos clones C27, C36, C41 e CV2 no vetor pBluescript SK(-) 
(adaptado do manual "ZAP cDNA Synthesis Kit'' - Stratagene). 
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Nas etapas de subclonagem em plasmídeos contendo o marcador LacZ, foram 
adicionados ao meio de cultura isopropil-tio-(3-D-galactopiranosídeo - IPTG (0,5 mM) e 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-(3-D-galacto-piranosídeo - X-gal (40 µg/mL). A partir de colônias 
isoladas das placas, culturas foram crescidas durante a noite em tubos com caldo LB ou 
"Terrific broth" (TARTOF e HOBBS, 1987) contendo ampicilina. 

3.1.2. Extração de DNA plasmideal 

O DNA plasmideal foi isolado por diferentes metodologias, de acordo com a 
quantidade ou pureza necessárias para os diferentes experimentos. 

As preparações de DNA em pequena escala para verificação de clonagens, digestões 
analíticas com enzimas de restrição e seqüenciamento rápido de construções foram feitas a 
partir de culturas de 3 mL em LB ou "Terrific broth" com ampicilina, inoculadas com uma 
colônia transformante bem isolada das placas de LB ágar. 

Para estas "minipreps", as bactérias de 1,5 mL da cultura foram centrifugadas e 
submetidas a lise alcalina, sendo o DNA plasmideal purificado por adsorção a partículas de 
sílica em presença de iodeto de sódio - kit FlexiPrep (Amersham-Pharmacia Biotech -
Upsala - SE) ou por colunas de troca iônica Qiaprep spin tip20 (Qiagen - Hilden - D), 
conforme as instruções dos fabricantes. Foram empregadas, também, "minipreps" 
convencionais por lise alcalina / extração com fenol clorofórmio (SAMBROOK et ai., 
1988), seguidas ( ou não) de purificação por precipitação com polietilenoglicol (PEG), de 
acordo com protocolo do Joslin Diabetes Center (Boston, MA - USA) para purificação de 
"templates" para seqüenciamento fluorescente automatizado, disponível em 
http:l/134.174.243 .149/core/ pegprotocol.html. O DNA plasmideal purificado foi diluído 
em 10 a 30 µL de TE (10 mM Tris HCl pH 8,0; 1 mM EDTA). 

Para preparo de estoques de vetores, transfecções, seqüenciamento completo dos 
cDNAs e preparo de sondas para hibridização, foram feitas preparações de plasmídeos em 
média escala, a partir de culturas crescidas em 50 mL de meio de cultura "Terrific broth" 
contendo ampicilina, inoculadas com 500 µL de pré-culturas caracterizadas após 
"miniprep". Estas "midipreps" foram feitas por lise alcalina das bactérias centrifugadas 
seguida de purificação do DNA através de colunas de troca iônica - Tip500 (Qiagen) ou 
adsorção a partículas de sílica - FlexiPrep (Amersham-Pharmacia), seguindo-se as 
instruções dos fabricantes. Foram empregadas, também, "midipreps" convencionais por lise 
alcalina / extração com fenol-clorofórmio (SAMBROOK et ai., 1988), seguidas de 
ultracentrifugação em gradiente de cloreto de césio ou de precipitação com polietilenoglicol 
(PEG) descritos a seguir. 
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3.1.2.1. Bandeamento do DNA de "midipreps" em gradiente de CsCI -

O DNA precipitado do "midiprep" foi ressuspenso em 4 mL de TE, adicionando-se 
4,4 g de cloreto de césio e 4 mg de brometo de etídeo. A solução foi transferida para tubos 
de centrífuga de 5 mL e selados, sendo centrifugados em rotor vertical P65VT2 (Hitachi 
Koki, Tókio - JP) a 400.000 xg por 6 horas a 20ºC. O DNA dos plasmídeos foi coletado 
furando-se o tubo, com uma agulha hipodérmica 20G, logo abaixo da banda inferior, 
visualizada sub luz ultravioleta. O brometo de etídeo foi removido da solução por 
sucessivas extrações com butanol. O DNA foi precipitado com etanol e dissolvido em TE 
(AUSUBEL et ai., 1994). 

3.1.2.2. Precipitação do DNA de "midipreps" com PEG -

O DNA precipitado do "midiprep" foi ressuspenso em 2 mL de TE e precipitado 
com polietilenoglicol 8.000 (8,6% final) e cloreto de sódio (0,46 M final) por 16 horas a 
4ºC. O DNA foi recuperado por centrifugação a 10.000 xg por 20 minutos a 4ºC, 
ressuspenso em 1 mL de TE, precipitado com etanol e novamente ressuspenso em TE 
(AUSUBEL et ai., 1994). 

A quantificação das preparações de plasmídeos foi feita pela leitura da absorbância 
a 260 nm de uma diluição das mesmas, enquanto a pureza do DNA foi estimada através da 
relação entre as absorbâncias da solução a 260 nm e 280 nm. 

A identidade dos plasmídeos foi verificada após cada preparação de DNA através de 
corte com enzimas de restrição seguida de eletroforese em gel de agarose. 

3.1.2.3. Seqüenciamento de DNA 

As seqüências completas dos cDNAs dos plasrnídeos C27, C36, C4 l e CV2 foram 
determinadas através de seqüenciarnento manual radioativo, usando o método de 
terminação por incorporação de di-desoxinucleotídeos (SANGER et ai., 1977). Os insertos, 
clonados direcional mente (V ALENTINl, 1993) no sítio múltiplo de clonagem 
("polylinker") do plasmídeo pBluescript SK(-), foram estendidos, pela DNA polimerase 
nativa do bacteriófago T7, a partir dos sítios de ligação das RNA polimerases dos fagos T3 
e T7 presentes no vetor, empregando-se "primers" complementares a estas seqüências 
promotoras. As seqüências determinadas a partir do "primer" T3 correspondem às 
extremidades 5' dos cDNAs, enquanto aquelas determinadas a partir do "primer" T7 
correspondem às extremidades 3' poliadeniladas. As reações de seqüenciamento foram 
feitas nos dois sentidos, para permitir a superposição das leituras, confirmando-as. Quando 
a superposição não foi possível devido ao tamanho do cDNA, corno foi o caso do 
plasmídeo CV2, foram sintetizados "primers" a partir das seqüências recém determinadas, 
para permitir a continuidade da leitura até cobertura total da seqüência nos dois sentidos. 

13 



Nas reações de seqüenciamento foi empregado o kit "T7 Sequencing System" 
(Arnersham-Pharmacia) e o isótopo a.35S-dATP (New England Nuclear, Boston, MA -
USA), seguindo-se as instruções dos fabricantes, com modificações apenas nas etapas de 
desnaturação do DNA e "annealing" dos "primers", descritas a seguir. 

O DNA plasmideal empregado foi purificado por precipitação com PEG a partir de 
"minipreps" ou por bandeamento em cloreto de césio. 

Foram desnaturados 5 µg de DNA, com hidróxido de sódio por 10 minutos a 20ºC 
(0,4 N final em volume de 40 µL). A solução foi neutralizada adicionando-se acetato de 
amônio (2 M final) e o DNA foi precipitado com 120 µL de etanol. O precipitado foi 
dissolvido em 1 O µL de água, adicionando-se 1 O pmol do "primer" e 2 µL do "annealing 
buffer" do kit, incubando-se a solução a 65ºC por 5 minutos e resfriando-a gradualmente, 
de 65ºC para 30ºC, em um intervalo de 30 minutos. 

A separação dos produtos das reações de seqüenciamento foi feita em géis de matriz 
uniforme de poliacrilamida 6% ou 8% em tampão lx Tris-Borato-EDTA (TBE), contendo 
uréia 7 M como desnaturante (AUSUBEL et ai., 1994). Os géis foram montados entre 2 
placas com 500 mm de comprimento, separadas por espaçadores com espessura uniforme 
de 0,35 mm. Foram usadas concentrações diferentes de tampão nos reservatórios inferior 
(lx TBE) e superior (0,7x TBE). 

A eletroforese foi conduzida a 38 W constantes durante toda a corrida. Após a 
metade do tempo de corrida, solução 3 M de acetato de sódio em lx TBE foi adicionada ao 
reservatório de tampão inferior até a concentração final de IM. O sal adicionado causa um 
aumento localizado e progressivo na força iônica (e na condutividade) e, à medida que se 
difunde durante a eletroforese, forma um gradiente de intensidade do campo elétrico ao 
longo do comprimento do gel (SHEEN e SEED, 1988). O gradiente assim formado diminui 
a mobilidade dos fragmentos menores de DNA, tomando o espaçamento entre as bandas 
mais uniforme. 

Após a corrida eletroforética, os géis foram fixados com solução de ácido acético 
(10%) e metanol (10%), transferidos para folhas de papel de filtro Whatman 3MM e secos a 
vácuo por 2 horas a 80ºC sendo, então, colocados em "cassettes" metálicos para expor os 
filmes de raios X (Kodak X-Omat K) a -70ºC. 

3.1.2.4. Análise de seqüências 

Para verificar a similaridade de cada um dos clones com dados publicadas por 
outros pesquisadores, sua identidade e integridade, as seqüências de DN A determinadas 
foram confrontadas com bancos de dados de seqüências de DNA (GenBank, EMBL, 
dBEST, etc) no National Center for Biotechnological lnformation, através do algoritmo 
BLASTN (ALTSCHUL et ai., 1990) em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 
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3.2. Cultura celular 

As células STI e P7 empregadas neste trabalho foram crescidas em garrafas (T25 e 
T75) e placas plásticas do tipo Petri (P35, P60, P100 e PISO) ou do tipo "cluster" (de 6, 12, 
24, 48 e 96 cavidades), em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium -
Sigma - Saint Louis, MO - USA) contendo 5% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas -
SP), renovado a cada 2 ou 3 dias. As culturas foram mantidas em estufa a 37ºC sob 
atmosfera com 5% de CO2. 

Outras linhagens celulares, como fibroblastos normais ( células A31 - Balb-3T3) e 
NIH 3T3 foram cultivados em meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino. 

O acompanhamento das culturas foi feito por observação ao microscópio invertido 
(Nikon Diaphot) sob contraste de fase. Fotografias das células visualizadas com as 
objetivas 4x e l0x foram feitas empregando-se câmara Nikon N60I, acoplada ao ''photo 
port ", no modo de exposição "P" ("program"). O filme empregado foi Kodak Kodacolor 
Gold ULTRA - ISO 400. 

As sub-culturas foram feitas por tripsinização de culturas próximas da confluência, 
aspirando-se o meio de cultura, lavando a superticie das garrafas com PBSA (PBS sem 
cálcio ou magnésio), e adicionando pequeno volume de solução de tripsina 0,01%; EDTA 
O, 1 mM em PBSA. Após desagregação das células da placa, a suspensão resultante foi 
diluída em DMEM contendo 5% de soro fetal bovino, contada em hemacitômetro (câmara 
de Neubauer), empregando-se ou não azul de trypan, rediluída para a concentração 
adequada, plaqueada e incubada. 

Os tratamentos com glicocorticóides foram sempre feitos através da adição de 
hidrocortisona (100 ng/mL final) às células da cultura ainda sub-confluentes, exceto 
quando especificado de outra maneira. 

3.3. "Northern-blots" 

3.3.1. Extração de RNA celular 

As células aderidas à placa de cultura foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e 
lisadas com solução de isotiocianato de guanidina 4 M, citrato de sódio 25 mM e ~
mercapto-etanol O, 1 M (CHIRGWIN et ai., 1979). O lisado foi coletado, colocado sobre 
um "colchão" de solução de cloreto de césio 5,7 M; acetato de sódio 25 mM pH 5,0 
(GLISIN et ai., 1974) e centrifugado a 180.000 xg por 14 horas em rotor P55ST2 (Hitachi) 
a 20ºC. O sobrenadante foi removido com pipeta Pasteur e as paredes do tubo 
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cuidadosamente limpas com papel absorvente antes da dissolução do sedimento de RNA 
em água estéril. 

A quantificação dos RNAs foi feita pela leitura da absorbância a 260 nm de 
diluições da solução, enquanto sua pureza foi estimada através da relação entre as 
absorbâncias da solução a 260 nm e 280 nm. 

3.3.2. Eletroforese e transferência dos RNAs 

Volumes correspondentes a 10 µg de cada RNA extraído foi ajustado para 5 µL, 
misturado com 2 µL de MOPS 5x, 3,5 µL de formaldeído (37%) e 10 µL de formamida, 
incubado por 15 minutos a 65ºC para desnaturação e misturado com 4 µL de tampão de 
amostra 6x. 

O fracionamento dos RNAs por eletroforese em gel desnaturante de agarose
formaldeído-MOPS corado com brometo de etídio e a sua transferência para membranas de 
nylon, por capilaridade ascendente, foram feitos da maneira descrita por THOMAS, 1980. 

Sondas foram preparadas removendo-se o cDNA de cada plasmídeo (DNA de 
"midipreps" precipitado com PEG) por digestão com as enzimas de restrição Ava I (C27, 
C36 e C41) ou Pst I (CV2). Os fragmentos correspondentes a cada inserto foram isolados 
por eletroeluição do DNA das bandas visualizadas em transiluminador ultra-violeta após 
eletroforese em gel de agarose-TAE (40 mM Tris acetato pH 7,8; 1 mM EDTA) contendo 
0,5 µg/mL de brometo de etídio. Para controle quantitativo, foi empregado, como sonda, o 
fragmento Pst I (1,2 kb) do cDNA do gene da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de rato 
(FORT et ai., 1985). 

As sondas foram marcadas com 50 µCi de a.32P-dCTP (New England Nuclear) por 
"random-primer extension" (kit Ready-to-go -dCTP Random Priming Labeling System -
Amersham-Pharmacia) a 37°C por 16 horas e purificadas por gel-filtração em colunas 
centrifugáveis de Sephacryl S-300 (MicroSpin - Amersham-Pharmacia). As sondas 
purificadas foram desnaturadas por fervura durante 5 minutos, imediatamente antes da 
adição à solução de hibridização. 

3.3.3. Hibridização 

A hibridização dos RNAs imobilizados nas membranas com as sondas marcadas foi 
feita da forma descrita por SAMBROOK et ai., 1988. Cada membrana foi hidratada com 6x 
SSC, colocada em tubo e incubadas a 42ºC sob rotação lenta (5 rpm), por pelo menos 6 
horas em solução de pré-hibridização contendo 50% formamida, Sx SSPE, 5x solução de 
Denhardt; O, 1 % SOS; 100 µg/mL DNA de esperma de salmão recém desnaturado e, em 
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seguida, hibridizada por 14 a 24 horas a 42°C em solução de hibridização contendo, além 
dos mesmos componente, sulfato de dextran 5% e a sonda desnaturada. 

3.3.4. Lavagem das membranas 

As membranas foram lavadas 1 vez em 2x SSC; O, 1 % SDS por 15 minutos a 
temperatura ambiente; 1 vez na mesma solução por 15 minutos a 42ºC e 2 vezes em O, 1 x 
SSC; 0,1% SDS por 15 minutos a 55ºC. A seguir, as membranas foram envolvidas em 
plástico para expor um filme de raios-X (Kodak X-Omat K) em "cassette" metálico a -70ºC 
por tempo variável. 

3.4. Inibição de genes através de oligonucleotídeos "antisense" 

Para o desenho dos oligos "antisense" contra os mRNAs das metalotioneínas 1 e 2 
foram analisadas as seqüências dos insertos dos clones C27 e C4 l. Para o projeto do oligo 
"antisense" contra o mRNA da glicoproteína a.-1-ácida, foi tomada como base a seqüência 
disponível no GenBank, pois a seqüencia deste clone mostrou homologia total com apenas 
este gene, apesar de o cDNA não estar completo. 

Não puderam ser projetados oligos "antisense" contra o mRNA de env. Além do 
fato de CV2 não conter a extremidade 5' do cDNA de env, as informações disponíveis no 
GenBank sobre seqüências do locus env com alguma similaridade com a de CV2, não 
forneciam informação suficiente sobre a região do início de tradução para permitir o 
desenho de oligos que pudessem ser eficientes. 

Na · tentativa de escolher oligos que não formassem dímeros em ensaios de co
transfecção múltipla, vários oligos desenhados foram confrontados dois a dois para se 
verificar o número de bases contíguas pareadas em cada dupla de oligos analisada. Este tipo 
de abordagem não permitiu a escolha de oligos que pudessem ser usados simultaneamente 
para inibir a tradução dos mensageiros correspondentes às duas metalotioneínas, devido à 
grande complementariedade entre as seqüências dos oligos selecionados a partir da 
extremidade 5' dos genes de metalotioneína 1 e 2. 

Foram sintetizados os oligos "antisense" contra metalotioneína 1 (Quadro 2, oligo 
Mt 1 c), glicoproteína a.-1 ácida (Quadro 2, oligo a.-1 a) e um oligo "sense" controle, 
dirigido contra uma região próxima ao codon de terminação do mRNA da glicoproteína a.-1 
ácida. Estes oligonucleotídeos, do tipo fosforotioato com as bases pirimídicas modificadas 
(C-5-propinil 2' desoxi-uridina e C-5 propinil 2' desoxi-citidina), foram dissolvidos em 
água estéril, quantificados por absorbância a 260 nm e diluídos até concentração 
conveniente para o uso nos experimentos de transfecção. 
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Quadro 2 - Desenho dos oligonucleotídeos "antisense". 
Foram projetados vários oligonucleotídeos "antisense" a partir das sequencias dos genes das 
metalotioneínas 1 e 2 e da glicoproteína a-1 ácida de rato. Os oligos mostrados foram escolhidos 
pela proximidade com o início de tradução e por não formarem "loops" (de acordo com o programa 
Oligo v3 .0). A trinca de nucleotídeos em azul corresponde ao "antisense" do codon de iniciação 
(A TG, em vermelho, no sentido "sense"). 

Metalotioneína 1 
antisense Mtl a 

Mtl b 
Mtl e 

3' 
3' 
3' 

TAGAGCCTTACCTGG 
AGAGCCTTACCTGGG 

GAGCCTTACCTGGGG 

mRNA alvo 5' .. . CAGATCTCGGAATGGACCCCAACT . . . 

Glicoproteína a-1 ácida 
antisense a-1 a 3' 

a-1 b 3' 
a-1 e 3' 

a-1 d 3' 

CTCACAGAAGCCGTA 
ACTCACAGAAGCCGT 

GACTCACAGAAGCCG 
AGACTCACAGAAGCC 

mRNA-alvo 5' 

Metalotioneína 2 

... GCCTCTGAGTGTCTTCGGCATGGCGCT. 

antisense Mt2 a 
Mt2 b 
Mt 2 e 
Mt2 d 

3' 
3' 
3' 
3' 

CGGAGGTAAGCGGTA 
GCGGAGGTAAGCGGT 

GGCGGAGGTAAGCGG 
CGGCGGAGGTAAGCG 

mRNA-alvo 5' . . . GTTGATCTCCAACTGCCGCCTCCATTCGCCATGGAC . . . 

3.4.1. Transfecção de oligonucleotídeos "antisense" através de lipossomos 

Células STI foram distribuídas em placas de 48 cavidades em densidades 
equivalentes a lxl05/cm2 (sub-confluentes) ou lxl04/cm2 (esparsas) e incubadas por 
aproximadamente 12 horas na presença de 2% de soro. 

Misturas-estoque de Lipofectin (Gibco BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD 
- USA) e OptiMEM (Gibco BRL) sem soro, na proporção de 1 µL (1 µg/µL) para 5 µL 
finais e de Cytofectin GS2888 ( cedido por Gilead Sciences, Foster City, CA - USA) e 
OptiMEM na proporção de 1 µL (2 µg/µL) para 40 µL finais foram feitas em tubos de 
po liestireno. 

Em microplaca de poliestireno de 96 cavidades com fundo em "U", diferentes 
quantidades de oligonucleotídeos foram misturadas com OptiMEM sem soro. Igual volume 
de mistura-estoque de lípide foi distibuído em cada uma das cavidades da microplaca 
contendo a mistura oligonucleotídeo-OptiMEM. O conteúdo da microplaca foi misturado 
suavemente em agitador orbital por 1 minuto e incubado a temperatura ambiente por 30 
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minutos para a formação do complexo lípide-DNA. Após a incubação, foi adicionado 
OptiMEM sem soro a cada uma das cavidades com o complexo, diluindo-o 1 O vezes. Após 
homogeneização, as misturas resultantes foram distibuídas nas placas com as células, 
previamente lavadas com DMEM sem soro. Para Lipofectin, a concentração final nos 
ensaios foi de 20 µg/mL e a de oligonucleotídeos variou de 2 a 1.000 nM, enquanto para 
Cytofectin GS2888, foi de 2,5 µg/mL e a de oligonucleotídeos variou de 5 a 600 nM. 

Duas horas após a transfecção, foi adicionado DMEM contendo soro fetal bovino 
submetido a tratamento com carvão ativado para eliminar traços de esteróides (ARMELIN 
e SATO, 1974). A concentração final de soro foi ajustada para 0,2% ou 2%, conforme o 
ensaio. Neste momento foi adicionada hidrocortisona. Os ensaios foram conduzidos em 
triplicata para cada condição. 

3.4.2. Ensaio de incorporação de Timidina tritiada em DNA 

Vinte e quatro horas após a transfecção, foi adicionada timidina tritiada (0,25 
µCi/mL; O, 1 µM) a cada pocinho da placa, que retomou à estufa para incubação durante 
mais 4 horas. 

O meio de cultura foi removido e cada cavidade lavada 2 vezes com ácido 
tricloroacético (TCA) 5% gelado, incubando-se a placa por 5 minutos em gelo durante as 
lavagens. O TCA foi removido batendo-se a placa varias vezes sobre papel absorvente. 

Em cada cavidade foram colocados 200 µL de hidróxido de sódio 0,5 N, incubando
se a placa por 30 minutos a 37ºC, colocando-se em seguida uma tira numerada de papel de 
filtro de IOx 15 mm para absorver o lisado de cada cavidade. Os filtros foram agrupados em 
um "beaker", lavados com TCA 5% gelado por 5 minutos, a seguir, 2 vezes com etanol 
90% gelado e uma vez com acetona. Os filtros foram secos ao ar, colocados em vial 
contendo 3 mL de líquido de cintilação (PPO 4 g/L; POPOP O, 1 g/L em tolueno) e levados 
ao contador de contilação para contagem da radioatividade da timidina tritiada incorporada 
em DNA. 

3.4.3. Marcação de oligonucleotídeos com maleimido-fluoresceína 

Uma alíquota correspondente a 16 nmol do oligonucleotídeo controle "sense" foi 
marcada com fluoresceína na extremidade 5' com o kit "FluoroAmp T4 kinase green 
oligonucleotide labeling system" (Promega). Resumidamente, o oligo foi fosforilado com 
T4 polinucleotídeo quinase e adenosina 5'-O-(3-tiotrifosfato) - (yS-ATP) e precipitado. A 
extremidade tiol-reativa adicionada foi ligada, por aquecimento a 68ºC durante 1 hora, a 
fluoresceína maleimido-ativada. O produto da reação foi separado da fluoresceína
maleimido livre por gel filtração em Sephadex G50. 
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3.4.4. Transfecção com oligonucleotídeos fluorescentes e Cytofectin TM 

Células STl foram distribuídas em densidades equivalentes a 2,5xl04 células/cm2 

sobre lamínulas de 13 mm de diâmetro colocadas em placas de 24 poços, sendo incubadas 
por 12 horas na presença de 2% de soro. 

A mistura OptiMEM, Cytofectin GS2888 e oligo marcado com foi feita da maneira 
descrita anteriormente. A concentração final de oligo na mistura foi de 150 nM e a de 
Cytofectin foi de 2,5 µg/mL. Uma mistura contendo apenas o lípide e OptiMEM foi feita 
para servir como controle. 

As células foram lavadas com DMEM sem soro e 200 µL da mistura lípide-oligo
OptiMEM ( ou lípide OptiMEM) foi distribuída sobre os pocinhos. Após 2 horas de 
transfecção, os pocinhos receberam DMEM contendo soro fetal bovino, de modo a manter 
as células em 2% de soro durante o tempo restante do ensaio. 

Em períodos de tempo defindos (3, 6, 12, 24 e 36 horas), cada série de lamínulas foi 
retirada do meio de transfecção, lavada uma vez em PBS, fixada em metanol por 1 O 
minutos e enxagüada 2 vezes em PBS. O excesso de líquido foi removido tocando a borda 
da lamínula em papel absorvente. Sobre a superficie com as células foram colocados 15 µL 
de solução de montagem (O, 1 M Tris HCl pH 8,5; 25% glicerol; 10% Mowiol 4-88, O, 1 % 
p-fenilenodiamina), colocando a lamínula sobre uma lâmina. A observação foi feita em 
microscópio Nikon Fluophot sob epi-iluminação com objetivas CF Fluor 40x e 20x, o 
conjunto de filtros/espelhos "B" e o filtro auxiliar 460 para reduzir o sinal de auto
fluorescência das células. Os campos observados por epi-iluminação foram também 
visualizados sob contraste de fase. As imagens foram registradas em filme Kodacolor Gold 
Ultra - ISO 400, empregando-se o conjunto de fotomicrografia Microflex UFX no modo de 
exposição automático. 

3.5. Preparo dos vetores pOPI3cat e pOPRSVIcat 

Os DNAs de "midipreps" dos vetores pOPI3cat e pOPRSVIcat (Stratagene) foram 
clivados com a enzima de restrição Not I e desfosforilados com fosfatase alcalina intestinal 
bovina (Amersham-Pharmacia). Os produtos de clivagem desfosforilados foram 
submetidos a eletroforese em gel de agarose de modo a separar o fragmento do vetor 
daquele correspondente ao gene cal (cloranfenicol acetil transferase), originalmente 
presente nos plasmídeos. As bandas dos vetores foram recortadas do gel e o DNA 
eletroeluído e precipitado (conforme SAMBROOK et ai., 1989). 
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3.6. Preparo dos cDNAs 

3.6.1. Preparo dos insertos das Metalotioneína 1 e 2 por ligação a adaptaderes BamH I 
/ Not I 

Os insertos correspondentes aos cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 foram removidos 
dos plasmídeos C27 e C41 por digestão com as enzimas de restrição Kpn I e Sac I. Os 
fragmentos correspondentes aos insertos foram isolados por eletroforese em agarose e 
eletroeluição. Após precipitação, o DNA foi clivado com a enzima Hae III. 
Alternativamente, fragmento foi preenchido com dNTPs pelo fragmento Klenow da DNA 
polimerase I. O produto foi ligado a adaptadores BamH I / Not I (Amersham-Pharmacia) 
com T4 DNA ligase. O excesso de adaptadores foi removido por gel-filtração em colunas 
de Sephacryl S300 e o produto de ligação foi fosforilado. Os fragmentos contendo 
adaptadores, foram ligados com o plasmídeo pUC18 previamente linearizado por clivagem 
com a enzima BamH I e desfosforilado. O produto de ligação foi usado para transformar 
bactérias competentes. 

Esta subclonagem intermediária foi feita devido ao fato de o sítio Not I do adaptador 
(Quadro 3) não ser terminal e a clivagem com Not I junto a extremidades de fragmentos ser 
descrita como ineficiente ( catálogo New England Biolabs, 1998). 

Quadro 3 - Esquema dos adaptadores Bam HI/ Not I. 
Representação da seqüência e sítios de clivagem e fosforilação (adaptado da bula do produto "Bam 
HI / Not I adapter", Pharmacia). 

Bam HI ,q Not I 
5'-d GATCCGCGGCCGC p-3' 

3'-d GCGCCGGCG p-5' 
b. 

3.6.2. Preparo dos cDNAs por PCR (sub-clonagem intermediária em pUC18) 

Empregando o "primer" T3 de sequenciamento e um "primer-adaptor" Not I/(dT)1s, 
normalmente usado para síntese de primeira fita de cDNA (Promega - Madison, WI -
USA), foi feita a amplificação por PCR dos cDNAs originalmente clonados em pBluescript 
SK(-). Os produtos desta amplificação contém parte do "poly-linker" do pBluescript SK(-) 
entre o promotor T3 e o sítio de clonagem EcoR I (incluindo um sítio Not 1), o cDNA de 
cada gene até a região poliadenilada e outro sítio de Not I presente no "primer-adaptor". 
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Os segmentos amplificados foram ligados com T4 DNA ligase em pUC18 
linearizado com Sma I (kit SureClone - Amersham-Pharmacia) (Quadro 4). O produto desta 
ligação foi usado para transformar bactérias Inva.F' competentes. 

Os clones estabelecidos da forma descrita acima foram submetidos a "screening" 
por PCR de colônia com "primers" M13 "forward" 23 e M13 "reverse" 17 (Gibco - BRL). 
Algumas das colônias positivas por PCR foram crescidas em 2 mL de caldo LB-ampicilina 
e 300 µL da cultura foram usados para preparações de DNA plasmideal, sendo uma 
alíquota digerida com Not 1. Para cada um dos cDNAs foi feito o seqüenciamento de 2 dos 
"minipreps" que, nas digestões, mostraram fragmentos com o tamanho esperado. 

Quadro 4 - Esquema da subclonagem no vetor pUCl8 e posição dos "primers" TI, Ml3 e "Not l 
primer adaptor".(adaptado do manual "ZAP cDNA Synthesis Kit'', Stratagene e do catálogo 
GIBCO-BRL 1996) 
Seqüência do sítio múltiplo de clonagem do vetor pUC18, mostrando a posição dos "primers" Ml3 
"forward" e "reverse", usados para o seqüenciamento dos cDNAs de C27 / C41 amplificados por 
PCR com "primer" T3 e Not l "primer-adaptador". 

M1J/pUC Fo1wa1d :~:!-Ba•;e Sequr:i1cuuJ P11rne1 

5· -CCCAG rc ACG,\ CGl rG T AAMr.G-J' .... 
Sse 8387 1 
: ·· - - 1 

;· e:.' ,.~: ,. :,,.,,1r,r, ! , ·, ! ~;., .. \· ~.\ ~~-~ • ·:,,,;r r;~r:; , '-S~rr,c;, JGC CTGCAGGTCG AC1C1AG,\GG ATCCCC 
. . l _ _ .. , L___! L .. _ J l__J L _j 

/lu(l 111 Spn I Psll Sdll Xb.11 lll~t 1 
Accl 
H,n; i t 

Xm.11 
SmJI 

Si pr lr,,r 
! · CGCTCTAGAACIAGTGGUC l' 

GGGT At.D.'.i AGCrCGAAITCG IAAI CAlGGTCATA GCTGTnCCI GIG IGAMn GTTAICCGCT·J" 

~ LTu1 ' fc~ i -' •-,!'-GGACACACffiMCAAIAGGCGA-5' 
&ln 11 Apo I c,-~oll()e stJrl MIJ;pUC R<,,o,so S,q,,.nc"I) Pn:n« 

B.<U I f"Í I Se>, 1 !mi 1 (cdl 1 
T.l prn.,nt-.r +I-+ !.lc I S,c li l<>t. lbl 1 11,o,tll Pst 1 

+! 
V.T TAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTG~CnCCGC T CT AGAACT AGTGGA TCCCCCGGGCTGCAGGA• Tl e ( 

t 
e 17 _ e ~ l =l U,V AA AGCGGCCGCGO. TT 

5 
• 

3• TTTTTT TCGCCGGCGCTTAA 5 ' 
te<. : Pr 111',,. 

3.6.3. Recuperação dos cDNAs completos de glicoproteína a.-1-ácida e env 

3.6.3.1. Titulação e "Screening" da biblioteca de cDNA original 

3.6.3.1.1. Preparo de "Plating bacteria" para titulação e "screening" da biblioteca 

A partir de uma única colônia de XL 1-Blue MRF', crescida em LB agar, foi feita 
uma cultura em meio NZY contendo 1 O mM MgSO4 e 0,2% de maltose até a absorbância a 
600 nm (DO6oorun) da suspensão atingir 1,0. A cultura crescida foi centrifugada a 2.000 xg 
por 10 minutos em rotor SS34 (Sorvall-Kendro - Hanau - D) a 4ºC e as bactérias foram 
ressuspensas delicadamente na metade do volume original em 1 O mM MgSO4. A 00600nm 
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foi novamente determinada e, em seguida, foi feita a diluição até 00600nm de 0,5 com a 
mesma solução. 

3.6.3.1.2. Titulação da biblioteca de cDNA 

Diluições seriadas de 10-3 a 10·9 das bibliotecas previamente preparadas no 
laboratório foram feitas e empregadas para o isolamento dos clones C27, C36, C4 l e CV2 
por hibridização diferencial (V ALENTINI e ARMELIN, 1996). De cada diluição foram 
tornados 10 µL e adicionados a 100 µL de "plating bacteria". A mistura foi mantida a 37ºC 
por 15 minutos sob agitação suave. Após essa incubação, cada suspensão foi misturada com 
3 rnL de ágar NZY (0,7%) a 37ºC e imediatamente colocada sobre placas com ágar NZY 
(1,5%) preparadas com antecedência de pelo menos 3 dias. Depois de 10 minutos sobre a 
bancada, as placas foram incubadas a 37ºC por 10-12 horas para contagem. 

3.6.3.1.3. Triagem de biblioteca de cDNA 

Com o título determinado, urna diluição da biblioteca foi usada para infectar 
"plating bacteria" corno descrito para a titulação, de modo a conseguir o equivalente a 
50.000 pfu ("plaque forrning units") para cada plaquearnento em placas de Petri de 150 mm 
de diâmetro. Doze placas de Petri foram preparadas, sendo 6 destinadas ao "screening" do 
cDNA da glicoproteína a-1 ácida e 6 ao de env. 

3.6.3.1.3.1. Adsorção dos fagos a membranas ("plaque lifts") 

Após a incubação por tempo suficiente para as placas de lise apresentarem um 
diâmetro de 1 mm (em tomo de 12 horas), as placas foram retiradas da estufa e mantidas 
em geladeira por pelo menos 1 hora. Filtros de nylon cortados com o diâmetro da placa de 
Petri foram colocados sobre a superfície do ágar, marcados ( de modo a localizar a posição 
das placas de lise com o filme radioautográfico) e mantidos por 2 minutos para adsorção 
dos fagos. 
5 minutos. Duplicatas foram feitas colocando novos filtros sobre o ágar por 4 minutos. 

As membranas foram seqüencialmente colocadas sobre papéis de filtro embebidos 
em 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl (por 5 minutos), 0,5 M Tris HCl pH 7,4; 1,5 M NaCl (5 
minutos) e 2x SSC (5 minutos), sempre com a face que entrou em contato com o ágar 
voltada para cima. Em seguida, foram secas ao ar por 15 minutos, empilhadas separadas 
por folhas de papel de filtro, prensadas entre 2 placas de vidro e secas por 2 horas a 80ºC 
sob vácuo. 

3.6.3.1.3.2. Marcação isotópica de sondas de oligonucleotídeos e hibridização 

Sondas de oligonucleotídeos correspondentes aos genes da glicoproteína a-1 ácida 
(RATAGPA 204-187) e env (MURENV 4239-19) foram marcadas com y-32P ATP e T4 
polinucleotídeo quinase e purificados por troca iônica (NACS colurnn, GIBCO - BRL). A 
pré-hibridização dos discos de membrana foi feita em 6x SSC, 5x solução de Denhardt, 
0,05% pirofosfato de sódio, 100 µg/rnL DNA de esperma de salmão, 0,5% SOS por 6 
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horas. A hibridização foi feita com todo o volume da sonda marcada em 6x SSC, I x 
solução de Denhardt, 0,05% pirofosfato de sódio e 100 µg/mL DNA de esperma de salmão, 
por 16 horas. Os discos de membrana foram lavados 2 vezes com 2x SSC, O, I % SDS a 
42ºC e 2 vezes com 0,5x SSC, O, 1% SOS a 45ºC antes da exposição. 

3.6.3.1.4. Isolamento e eluição dos fagos 

Os filmes de raios-X com os sinais de hibridização foram alinhados com as placas 
de Petri correspondentes. Uma porção de ágar contendo a placa de lise correspondente a 
cada sinal positivo foi retirada da placa de Petri perfurando a superficie de ágar com uma 
pipeta Pasteur estéril. O fragmento de ágar foi colocado em tubo contendo 1 mL de tampão 
SM (10 mM MgSO4; 20 mM Tris HCI pH 7,5; 0,1 M NaCI), sendo mantido como estoque 
a 4ºC. 

3.6.3.1.5. Seleção dos clones isolados (por PCR) 

Alíquotas de cada um dos estoques de fagos, eluídos por 24 horas, foram reunídas 
em "pools" organizados na forma de linhas e colunas de uma matriz (ALPHEY, 1997) e 
submetidos a PCR, empregando como "primer antisense" o oligonucleotídeo usado no 
"screening" e como "primer sense" o oligo T3 localizado na região 3' do "polylinker" do 
fago LambdaZap II (Stratagene) no qual foi construída a biblioteca. O(s) tubo(s) 
correpondente(s) à(s) intersecção(ões) entre cada linha e coluna positivos por PCR foram 
submetidos a novo PCR com os mesmos "primers" para confirmar a amplificação esperada. 
A suspensão de cada tubo "positivo" foi titulada e plaqueada em baixa densidade para 
isolamento do clone puro. 

3.6.4. Clonagem dos cDNAs codificantes completos da glicoproteína a.1 ácida e env 
por PCR 

RNA total foi extraído de células STI tratadas com hidrocortisona por 24 horas. O 
mRNA foi isolado de 30 µg de RNA total por captura com oligo-(dT) celulose e lavagem 
em "batch" (QuickPrep-Micro - Amersham-Pharmacia), conforme as indicações do 
fabricante. 

A síntese da primeira fita do cDNA foi feita a 40ºC, durante 30 minutos, com 400 U 
da enzima Superscript II (Gibco - BRL), lx tampão de primeira fita (50 mM Tris HCI pH 
8,3; 75 mM KCI; 3 mM MgCh), 0,25 mM dNTPs, 10 mM DTT e 0,1 mM (dT)2s em 
volume final de 50 µL. 

Foi utilizado 0,5 µL da reação de transcrição reversa para a PCR. Para a 
glicoproteína ai-ácida foram usados os "primers" RATAGPAI/12-29 e RATAGPAI/724-
05. Para o env foram usados os "primers" MURENV/1.960-78 e MURENV/4.239-19. 
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As reações foram feitas em volume final de 50 µL, contendo lx PCR buffer, 0,2 µM 
de cada "primer", 0,2 mM de dNTPs, 2,5 U de Taq Polimerase (todos os reagentes da 
Amersham-Pharmacia). A mistura foi incubada usando-se o seguinte programa: 95ºC 
1'30"; 25 ciclos de 93ºC 25"; 58ºC 30"; 72ºC 1'20" e um ciclo com extensão final de 72ºC 
por 5'. 

Os produtos de reação foram fracionados por eletroforese em gel de agarose T AE e 
visualizados em transiluminador UV. As bandas correspondentes aos tamanhos esperados 
foram recortadas do gel, sendo o DNA extraído por adsorção em sílica (Qiaex gel 
extraction kit - Qiagen). 

Alíquotas correspondentes a 50 ng do DNA da banda de glicoproteína al-ácida e 
150 ng da de env foram ligados a 20 ng do vetor pGEM-T Easy (Promega) (Quadro 5). 

Quadro 5 - Mapa do Vetor pGEM T Easy 

a) Mapa circular do vetor. 
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Pontos de referência do mapa circular do vetor pGEM®-T Easy: 

b) Sítio múltiplo de clonagem do vetor. 
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T7 RNA Polymerase transcription initiation site 
SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 
T7 RNA Polymerase prometer 

1 
141 

3002-6 
136-158 

10-128 
180 

166-395 

SP6 RNA Polymerase prometer 
multiple cloning site 
lacZ start codon 
lac operon sequences 
lac operator 
beta-lactamase coding region 
phage fl region 
binding site of pUC/Ml3 Forward 
binding site of pUC/Ml3 Reverse 

2839-2999, 

Sequencing Primer 
Sequencing Primer 

100-216 
1337-2197 
2383-2838 
2959-2975 

176-192 

Em b), a fita superior da seqüência mostrada corresponde ao RNA sinteti~do a partir da RNA polimerase TI 
e a fita inferior corresponde ao RNA sinte~do a partir da RNA polimerase SP6. Os sítios de .EcoR I e de 
Not I permitem a retirada do inserto completo para subclonagem. 
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Após transformação em E. coli JMI 09, foram feitas "minipreps" de 16 colônias 
brancas de cada construção. Foi utilizado 0,5 µL de cada "miniprep" para confirmação da 
clonagem por PCR. Para PCR confirmatório da clonagem da glicoproteína al-ácida foram 
empregados os "primers" RATAGPAI/12-29 e RATAGPAI/204-187 em programa 
semelhante ao descrito acima, mas com temperatura de "annealing" de 49ºC. Para o env, 
foram empregados os "primers" MURENV/3.500-17 e MURENV/4.040-23 com 
"annealing" a 52ºC. 

O DNA das "minipreps" de 2 clones pos1t1vos por PCR para cada cDNA foi 
seqüenciado com di-desoxinucleotídeos fluorescentes ABI Prism BigDye Terminator cycle 
sequencing mix 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA - USA), de acordo com as 
instruções do fabricante, usando se "primer" T7. O :fracionamento e a detecção foram feitos 
em seqüenciador automatizado ABI 377 (Applied Biosystems). 

3.7. Isolamento dos cDNAs com sítios Not I 

Um clone correspondente a cada construção intermediária em pUC18 
(metalotioneínas 1 e 2) e pGEM-T easy (glicoproteína al-ácida e env), caracterizado da 
forma descrita no ítem anterior, foi destinado à subclonagem. 

Os cDNAs foram removidos destas construções por digestão com Not I e 
transferidos para pOPI3 e pOPRSVI (Quadro 6) com extremidades Not I expostas, 
preparado como descrito anteriormente. O produto de ligação foi usado para transformar E. 
coli XLI Blue-MR. 

Quadro 6 - Esquema dos vetores pOPI3 (a) e pOPRSVI (b). (adaptado do manual Stratagene). 

pOPRSVI 
Lac operator vector 

pOPI~ 
Lac operator vector 

26 



Alíquotas do DNA de cada "miniprep" resultante das colônias foram digeridas com 
Not l para confirmação da existência do inserto e com BamH l ou Psi I para determinação 
de sua orientação em relação ao promotor de CMV. 

Um clone correspondente a cada forma ("sense" e "antisense") foi selecionado e 
crescido em 50 mL de caldo LB / ampicilina, sendo o DNA plasmideal extraído e 
purificado em colunas Qiagen tip 500 para as transfecções. 

3.8. Clonagem e estabelecimento de linhagens transfectantes de STl e P7 
expressando o repressor do Operon Lac de E. coli (Lacl) 

3.8.1. Determinação da sensibilidade das células STl e P7 a higromicina 

Células STl e P7 foram distribuídas em placas de 48 cavidades em densidades 
equivalentes a lxl04 células/cm2 (5.000 células por cavidade) e incubadas durante a noite. 
Higromicina foi adicionada no dia seguinte de modo a obter concentrações finais de O, 50, 
100, 150, 250, 400, 600 e 900 µg/mL em diferentes séries de cavidades. Foram feitas 4 
réplicas para cada diluição do antibiótico. O meio de cultura foi trocado a cada 4 dias. A 
concentração escolhida para seleção de transfectantes foi a menor concentração capaz de 
matar as células das 4 réplicas de cada concentração do antibiótico até o décimo quinto dia 
após sua adição. 

3.8.2. Transfecção de STl e P7 com o repressor pCMV-Lacl através de lipossomos 

Células STI e P7 foram plaqueadas em P35 em densidade equivalente a 2,5xl04 

células/cm2 e incubadas por 16 horas. Em tubos de poliestireno foram misturados 8 µL de 
Lipofectamine (Gibco - BRL) com 100 µL de DMEM sem soro. Em outra série de tubos de 
poliestireno, 5 µg de DNA do plasmídeo pCMV-Lacl (Quadro 7) foram misturados com 
DMEM sem soro em volume final de 100 µL. Um tubo contendo 100 µL de meio de 
cultura serviu como controle da transfecção para a etapa de seleção com higromicina. A 
solução Lipofectamine-DMEM foi misturada com a solução contendo o DNA ou meio de 
cultura como controle, agitada suavemente e incubada à temperatura ambiente por 30 
minutos para a formação do complexo lípide-DNA. Após a incubação, foram adicionados 
800 µL de DMEM sem soro a cada um dos tubos. 

As culturas de células foram lavadas com DMEM sem soro e a mistura DMEM
lípide-DN A foi colocada sobre as células. As placas foram incubadas por 8 horas com esta 
mistura, recebendo, em seguida, uma suplementação de 1 mL de meio de cultura contendo 
10% de soro fetal bovino. No dia seguinte, foi feita uma troca de meio de cultura ( contendo 
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5% de soro) e no terceiro dia após a transfecção, foi iniciada a seleção das células 
transfectantes. 

Quadro 7 - Vetor pCMVLacl (esquema do manual Stratagene). 

pCMVLacl 
Lac repressor vector 

7995 bp 

3.8.3. Seleção de transfectantes resistentes a higromicina 

A placa contendo as células transfectadas foi tripsinizada e a suspensão de células 
resultante foi distribuída em 3 placas, de modo a obter 1/10, 1/50 e 1/100 da densidade 
original de células. A seleção foi feita em DMEM contendo 5% de soro fetal bovino e 
higromicina (400 µg/mL). As trocas do meio seletivo foram feitas a cada 3 dias até a 
visualização de colônias isoladas aderidas ao fundo da placa. 

3.8.4. Clonagem celular 

A posição das colônias melhor isoladas foi assinalada no fundo da placa com caneta 
marcadora. Várias colônias foram tripsinizadas individualmente, isoladas com anéis de aço 
inoxidável com uma face (a que toca o fundo da placa) recoberta com fina camada de graxa 
de silicone estéril. A suspensão resultante da tripsinização de cada colônia foi transferida 
para uma placa de 24 cavidades contendo meio seletivo. 
As placas contendo estes clones foram incubadas até o crescimento confluente das células. 

Cada cavidade foi então tripsinizada, destinando-se parte da suspensão para extração de 
RNA (em tubo de microcentrífuga) e parte para a manutenção dos clones (na mesma placa). 
Os tubos contendo as células de cada clone foram centrifugados a 80 g por 3 minutos, 
removendo-se o sobrenadante e congelando o sedimento de células imediatamente em gelo 
seco, estocando-o a -70ºC. 
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3.8.5. Extração de RNA de células em cultura 

ORNA das células de cada clone foi extraído com o reagente Trizol (Gibco-BRL) 
de acordo com as instruções do fabricante. O sedimento de RNA obtido foi dissolvido em 
20 µL de água estéril tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) e estocado a -20ºC. Uma 
alíquota da solução foi usada para quantificação do RNA total, por leitura da absorbância a 
260 nm. 

3.8.6. Imobilização do RNA em membrana 

O volume correspondente a 1 O µg de cada um dos RNAs extraídos foi ajustado para 
50 µL, misturado com 35 µL de 20x SSC e 20 µL de formaldeído {37%) e incubado por 15 
minutos a 65ºC para desnaturação. Uma membrana de nylon foi imersa em água estéril 
tratada com DEPC, em 20x SSC e posicionada entre as placas da unidade de "dot-blot" ou 
"slot-blot". As cavidades foram lavadas individualmente com 500 µL de 20x SSC. As 
amostras foram aplicadas e as cavidades novamente lavadas com 500 µL de 20x SSC. As 
membranas foram removidas do aparelho, secas ao ar, colocadas entre 2 folhas de papel de 
filtro e 2 placas de vidro e secas em forno a vácuo por uma hora a 80ºC ( de acordo com 
www.msifilters.com/msi_p92.htm). 

3.8.7. Preparo da sonda Lacl 

3.8.7.1. Isolamento do segmento de DNA correspondente ao Repressor Lac 

O plasmídeo p3 ' SS ( da geração anterior do sistema LacSwitch, correspondente ao 
atual pCMV-LacI) foi digerido com as enzimas de restrição Xba I e Nar I de modo a liberar 
um segmento de 1010 pares de bases contendo parte da região codificante do repressor Lac. 
O produto da digestão foi submetido a eletroforese em gel de agarose-T AE para separar o 
fragmento de 1 O 1 O pares de bases dos fragmentos correspondentes ao vetor. A banda 
correspondente ao Lacl foi recortada do gel com bisturi e o DNA foi purificado 
empregando-se o kit Qiaex II (Qiagen) de acordo com as recomendações do fabricante. 

3.8. 7.2. Marcação não-isotópica da sonda 

Uma alíquota de 50 ng do fragmento Lacl foi marcada com fluoresceína dUTP 
empregando-se o kit Genelmages - Labeling Module (Amersham- Pharmacia). A reação de 
marcação foi incubada a 37°C por 12 horas e inativada por aquecimento a 65ºC por 15 
minutos. A eficiência de marcação foi verificada aplicando-se 10% do volume de reação de 
50 µl em membrana de DEAE celulose, que foi em seguida lavada com 2x SSC a 65ºC e 
observada em transiluminador contra diluições de fluoresceína-11-dUTP aplicadas em 
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outra membrana (não lavada). A sonda marcada foi estocada a -20ºC até o momento de 
uso. 

3.8.8. Triagem dos clones celulares transfectantes através de hibridização RNA-DNA 
("Dot-blot") ("Slot-blot") 

As membranas foram hidratadas e pré-hibridizadas nas condições descritas 
inicialmente para "Northem-blot". Para hibridização, foram empregados 5 µL da sonda 
marcada com fluoresceína (10% do volume total da sonda marcada) para cada membrana. 
A hibridização foi feita por 12 horas à temperatura de 42ºC. As membranas foram lavadas 
2 vezes com 2x SSC, O, 1% SDS a 42ºC e 2 vezes com O, lx SSC, O, 1% SDS a 55°C, 

Cada membrana lavada foi incubada por uma hora com a solução de bloqueio do kit 
Genelmages - Detection Module, sendo depois feita a incubação com uma diluição 1 :5.000 
do anticorpo anti-fluoresceína conjugado com fosfatase alcalina durante uma hora. Cada 
membrana foi lavada 3 vezes com solução 0,1 M Tris HCl pH 9,5; 0,3 M NaCl; 0,1% 
Tween 20 e em seguida coberta com a solução de detecção CDP Star por 5 minutos antes 
de ser usada para expor filmes de raios X (Kodak X-Omat K) durante 2 minutos a 1 hora. 

Após a exposição, as membranas foram lavadas 2 vezes com solução fervente de 
O, 1 % SDS; 1 mM EDT A para remoção da sonda Lacl e posterior re-hibridização com 
sonda de GAPDH para verificar se a aplicação de RNA total foi equivalente em todas os 
"slots". 

3.8.9. Confirmação da expressão do repressor Lac ("Northern-blot") 

A expressão do repressor Lac nos transfectantes de STl e P7 positivos por "dot
blot" e "slot-blot" foi analisada por "Norhem-blot" da maneira já descrita para confirmar os 
resultados. A membrana também foi re-hibridizada com GAPDH. 

3.9. Estabelecimento de linhagens de STILacl e P1Lacl expressando 
mRNAs "sense" e "antisense" 

3.9.1. Determinação da sensibilidade das células STl e P7 a geneticina 

A sensibilidade das células STI e P7 a Geneticina - G418 foi determinada da 
maneira descrita para higromicina. Geneticina (Mediatech-Cellgro - Herndon, V A - USA) 
foi adicionada ao meio de cultura de modo a obter concentrações finais de O (controle), 
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400, 500, 600 e 800 µg/mL e as células foram observadas até o décimo quinto dia após a 
adição do antibiótico. 

3.9.2. Transfecção de células STlLacl e P7Lacl com construções induzíveis 

Células ST lLacI e P7 LacI foram transfectadas com as construções "sense" e 
"antisense" nas condições descritas anteriormente para transfecção com pCMV-Lacl e 
selecionadas na presença de 600 µg/mL de geneticina e 150 µg/mL de higromicina. As 
colônias resultantes foram distribuídas em "clusters" de 24 cavidades para expansão, 
caracterização e posterior estocagem dos clones, mantendo-se sempre a seleção com 
antibióticos. 

3.9.3. Triagem de transfectantes expressando Transcritos "sense" e "antisense" 

3.9.3.1. Condições de cultura e indução com IPTG 

Células de cada clone, obtido a partir da transfecção de P7LacI e STlLacI com as 
construções em pOPI3, foram transferidas para 2 cavidades de placas de 12 cavidades e 
incubadas até atingirem aproximadamente 80% de confluência. Para indução dos 
transcritos, foi adicionado IPTG (solução 500 mM em PBS) até a concentração final de 5 
mM a uma das cavidades. Na outra cavidade correspondente ao mesmo clone foi 
adicionado volume equivalente de PBS. As células foram incubadas nas condições normais 
de crescimento por 16 horas, extraindo-se o RNA total de cada par de clones (induzido / 
não induzido) da maneira anteriormente descrita para os clones transfectantes de pCMV
Lacl. 

3.9.3.2. Imobilização do RNA em membrana 

O volume correspondente a 10 µg de cada um dos RNAs extraídos foi ajustado para 
50 µL, misturado com 35 µL de 20x SSC e 20 µL de formaldeído (37%) e incubado por 15 
minutos a 65ºC para desnaturação. Uma membrana de nylon foi imersa em água estéril 
tratada com DEPC e em 20x SSC, sendo em seguida posicionada entre as placas da unidade 
de "dot-blot" ou "slot-blot". As cavidades foram lavadas individualmente com 500 µL de 
20x SSC. As amostras foram aplicadas e as cavidades novamente lavadas com 500 µL de 
20x SSC. As membranas foram removidas do aparelho, secas ao ar, colocadas entre 2 
folhas de papel de filtro e 2 placas de vidro e secas em forno a vácuo por uma hora a 80ºC 
(de acordo com http://www.msifilters.com/msi_p92.htm). 

Para transfectantes de P7 LacI com as construções induzíveis, alíquotas 
correspondentes a 1 O µg de cada um dos RNAs extraídos foram processadas e aplicadas à 
membrana da maneira já descrita. 
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Para os transfectantes de STlLacl, foram feitas diluições seriadas dos 10 µg iniciais, 
sendo aplicados 5, 2,5, 1,25 e 0,625 µg, da primeira à última linha de "dots". Quando a 
extração do RNA de uma amostra não permitiu a obtenção dos 10 µg necessários a todas as 
aplicações, quantidade de RNA correspondente à diluição seguinte foi empregada. A 
desnaturação das amostras e sua aplicação foram feitas como anteriormente. 

Alíquotas de 50 ng dos insertos de cDNAs de metalotioneínas 1 e 2, glicoproteína 
a.-1-ácida e env foram marcadas com fluoresceína dUTP, usando-se 10% do volume 
marcado para hibridizar cada membrana da maneira descrita. As membranas foram re
hibridizadas com sonda de GAPDH. 

3.9.4. Emprego de sondas fita-específicas para detecção dos transcritos "sense" e 
"antisense" nos transfectantes induzíveis com IPTG. 

Sondas fita-específicas foram sintetizadas por PCR unidirecional a partir dos clones 
originais C27 (metalotioneína-1), C36 (glicoproteína a.1-ácida), C41 (metalotioneína-2) e 
CV2 (env retroviral) em pBluescript II SK-. As sondas para detecção de transcritos "sense" 
foram obtidas pela extensão a partir do sítio de pareamento do "primer" T7, usando-se 
como "template" o plasmídeo linearizado com BamH I. Para a detecção de transcritos 
"antisense", a extensão foi feita a partir do sítio de pareamento do "primer" SK, com o 
"template" linearizado por Kpn L A síntese da sonda marcada não radioativamente foi feita 
a partir de 20 ng do DNA "template" em volume final de 50 µL, contendo lx PCR buffer, 
50 nM de "primer" (T7 ou SK), 10 µL de 5x Nucleotide Mix (Kit Genelmages), 2,5 U de 
Taq Polimerase (todos os reagentes da Amersham-Pharmacia). A mistura foi incubada 
usando-se o seguinte programa: 95°C 1'30"; 25 ciclos de 94ºC 25"; 45ºC 20"; 70ºC 40" e 
um ciclo com extensão final de 70°C por 5'. A eficiência de marcação foi verificada da 
maneira descrita para a marcação padrão do kit 

3.10. Estabelecimento de linhagens de STle P7 expressando mRNAs 
"sense" e "antisense" através de vetores retrovirais 

3.10.1. Subclonagem dos cDNAs em pRetro-On 

Os cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 nas construções intermediárias em pUC18 e da 
glicoproteína a.-1-ácida e de env nas construções intermediárias em pGEM-T easy foram 
removidos dos vetores por digestão com Not I e transferidos para o vetor pRetro-On 
(Clontech) (Quadro 8) de forma semelhante à descrita para a subclonagem em pOPB. Os 
produtos de ligação foram usados para transformar E. co/i Dh5a. O DNA das "minipreps" 
das colônias resultantes foi submetido a digestão com Not I para confirmar a presença do 
inserto e com BamH I para determinação de sua orientação. Um clone de cada construção 
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em cada orientação foi crescido em 50 mL de caldo LB / ampicilina, sendo o DNA 
plasmideal extraído e purificado em colunas Qiagen tip 500. 

Quadro 8 - Vetor pRetro-On. Mapa circular e descrição dos marcadores e características de maior 
importância. 

Xhol 111 

pRetro-On 
6.8 kb 

!!O ! './J 

CCAGCClGCGGC:CGCTT AA TT Â-.Gm A:..ACl;GA l CCTCGCGC 
Nat I Pac I B.imH 1 

• TRE (fct-rcsponsivc element): 4-314 
• CMV minimal promolcr (PminCMV): 314-442 
• Multiple C loning S ite: 447-460 
• rtTA coding scquence: 1450-48 1 
• S V40 promotcr (PSV40): 1805-1 460 
• Puromycin rcsistance gene (Puror): 2493-1894 
• Psi+ (extcndcd packaging signa l): 2906-2490 
• 5' MoMuLV LT R: 3861-3386 
• Ampicillin rcsistance (bcta-lactamasc) gene: 4849-3989 
• 3' MoMuLV LTR: 6610-5989 

3.10.2. Transfecção de células empacotadoras 

Células empacotadoras cjmx Eco e cjmx Ampho (fornecidas pelo Dr. Gary Nolan -
Univ. de Stanford, CA - USA) foram plaqueadas em "clusters" de 6 cavidades (2x105 

células/cavidade) em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e incubadas por 12 horas. 
As células foram transfectadas com as construções em pRetro-On da forma já descrita. 

3.10.3. Coleta e titulação dos sobrenadantes 

A partir da 36ª hora após a adição do meio com soro, o sobrenadante de cada placa 
foi coletado a cada 8 horas até a 76ª hora, adicionando-se 1 mL de DMEM contendo 5% de 
soro a cada coleta. Os sobrenadantes de cada coleta foram filtrados em filtro de acetato de 
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celulose 0,45 µm (Nalge-Nunc - Rochester, NJ - USA), reunidos em "pool" e congelados a 
-70ºC. 

Os sobrenadantes foram titulados em células NIH-3T3 plaqueadas em "clusters" de 
6 cavidades (lxl05 células/cavidade) com 2 mL de DMEM, incubadas por 12 horas. Foram 
preparados 6 tubos contendo 1,35 mL de DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e 8 
µg/mL de polybrene. Ao primeiro tubo foram adicionados 150 µL de sobrenadante filtrado 
e, após agitação foram transferidos 150 µL para o tubo seguinte e, assim, sucessivamente 
até o último tubo. Foi retirado 1 mL de meio de cada cavidade do "cluster" e substituído 
por 1 mL de cada diluição. Após 48 horas de incubação o meio foi trocado por meio 
contendo puromicina (1 µg/mL), incubando-se as placas por 8 dias para contagem das 
colônias formadas. 

3.10.4. Determinação da sensibilidade de células STl e P7 a puromicina 

A concentração necessária de puromicina para a seleção das células STl e P7 foi 
determinada de maneira semelhante à descrita anteriormente para os outros agentes 
seletivos. As células foram plaquadas em "clusters" de 96 cavidades em duas densidades 
diferentes ( 100 e 2. 500 células/cavidade), verificando-se a sobrevida das células após 10 
dias na presença de O, 1 a 5 µgim! de puromicina. 

3.10.5. Infecção de células STl e P7 com retrovirus recombinantes 

Células STl e P7 foram plaqueadas em "clusters" de 6 cavidades (Sx105 

células/cavidade) e incubadas por 12 horas. Sobrenadante virai correspondente a Sx106 cfu 
("colony-forming units") foi aplicado a cada cavidade, incubando-se os "clusters" por 24 
horas Na 48ª hora após a infecção, as células de cada cavidade foram tripsinizadas, diluídas 
e transferidas para placas P 100 

3.10.6. Seleção e clonagem de células infectadas 

As placas P 100 foram incubadas por 12 horas, substituindo-se, então, o meio por 
meio contendo puromicina. As colônias formadas após 1 O dias foram clonadas 
empregando-se discos de papel-filtro embebidos em tripsina e distribuídas em microplacas 
de 96 cavidades, mantendo-se a seleção com puromicina. 
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3.11. Purificação de anticorpos monoclonais contra gp70 e p15e de MuLV 

Hibridomas secretores de IgG anti gp70 (CRL1913) e anti p15e (CRL1893) foram 
adquiridos da A TCC e propagados para a produção de anticorpos monoclonais. Os 
hibridomas foram expandidos em meio RPMI 1640 contendo 50 mM í3-mercaptoetanol e 
15% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em garrafas de 75 cm2 em densidade 
de 1-6x 106 células/mL, trocando-se o meio a cada 7 dias. O meio retirado das culturas foi 
centrifugado a 80 xg por 5 minutos em centrífuga clínica Fanem para remoção de células e 
o sobrenadante foi congelado até a obtenção de volume conveniente para purificação de 
imunoglobulinas. 

A lgG foi parcialmente purificada por precipitação com volume igual de solução 
saturada de sulfato de amônia, adicionado gota a gota sob agitação lenta, em banho de 
gelo/água. A solução foi mantida a 4ºC por 16 horas e centrifugada a 10.000 rpm em rotor 
GSA por 30 minutos a 4ºC (HARLOW e LANE, 1988). O sobrenadante foi descartado e o 
sedimento ressuspenso em PBS na proporção de 10% do volume original e dialisado contra 
PBS (3 trocas) por 24 horas. As imunoglobulinas foram aliquotadas e estocadas a -20ºC até 
o momento de uso. 

3.12. Ensaio de expressão para triagem de clones celulares 

Para a padronização do ensaio de expressão, células STl foram plaqueadas em 
microplacas de 96 cavidades (5xl04 células por cavidade) recobertas com poli-L-lisina (100 
µg/mL, 1 hora; enxagüe com água estéril, 5 minutos; secagem - conforme CELIS, 1998; 
HARLOW e LANE, 1988) e incubadas por 12 horas. Nas colunas pares, o meio foi 
renovado e nas colunas ímpares, o meio de cultura foi substituído por DMEM contendo 
hidrocortisona, incubando-se a placas por mais 16 horas. 

Após remoção do meio das placas, as células foram fixadas com paraformaldeído (2% em 
PBS pH 7,2) por 15 minutos, permeabilizadas com saponina (0,05% em TBS - 50 mM Tris 
HCl pH 7,5; 150 mM NaCl) por 15 minutos e tratadas com H2O2 (0,03% em TBS) por 10 
minutos. Cada etapa foi feita sob agitação e seguida de 3 lavagens com TBS por 2 minutos, 
também com agitação. As placas foram em seguida bloqueadas por 15 minutos (TBS 
contendo leite em pó 2% ou BSA 0,5% ou SuperBlock 50% - Pierce, Rockford, IL - USA) 
sendo, em seguida, aplicado o anticorpo primário em diluições (em TBS contendo 0,05% 
de Tween 20 e 0,5% de BSA) crescentes no sentido das linhas (A até H). Os anticorpos 
usados foram anti metalotioneína monoclonal - clone E9 (Dako - Carpinteria, CA - USA), 
anti glicoproteína a.-1 ácida monoclonal (Calbiochern - San Diego, CA - USA), anti gp70 e 
anti p 1 Se do vírus da leucemia murina de Friend monoclonais (produzidos a partir de 
hibridomas adquiridos da ATCC). 

35 



As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes, 
como descrito acima, antes da aplicação do anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 
conjugado com peroxidase (Amersham-Pharmacia). Este anticorpo foi aplicado aos pares 
(para células tratadas e não tratadas com hidrocortisona), em diluições crescentes no 
sentido das colunas (de 1-2 até 11-12), incubado por 30 minutos e lavado 3 vezes, como 
descrito acima. A detecção foi feita com 0,2 mg/mL OPD (orto fenileno diamina), 0,4 
µL/mL de H202 30% em tampão citrato pH 4,5. A leitura da reação foi feita a 492 nm após 
a parada do desenvolvimento de cor com H2SÜ4 4 N. 

Após a leitura, as placas foram lavadas com TBS e coradas com Coomassie Brilliant 
Blue 0,05% em metanol 40%; ácido acético 10% por 10 minutos. O corante foi removido, 
por lavagem em água corrente, até não ser mais observada liberação de cor. As placas 
foram então secas ao ar e o corante ligado às proteínas foi solubilizado com SDS 1 % em 
TBS. A absorbância foi medida a 620 nm, refletindo a densidade celular em cada cavidade. 

A relação entre a absorbância da reação com os anticorpos e a da coloração com 
Coomassie permite estimar a expressão relativa da proteína em estudo. As diluições dos 
anticorpos primário e secundário, determinadas neste ensaio preliminar, foram empregadas 
no "screening" dos clones com expressão induzível. 

Uma vez padronizado o ensaio de expressão para a triagem, os clones celulares, 
gerados a partir dos experimentos de transfecção com construções em pOPl3 e de infecção 
com construções retrovirais, foram tripsinizados das microplacas de 96 cavidades nas quais 
foram originalmente crescidos. A suspensão celular resultante foi distribuída em 8 
cavidades de microplacas de 96 cavidades recobertas com poli-L-lisina. Foi plaqueado 1110 
do volume da suspensão por cavidade e o volume restante da suspensão foi mantido em 
cultura na placa original. As placas contendo as 8 subculturas de cada clone foram mantidas 
em cultura nas condições usuais por 48 horas. O meio de cultura das placas foi então 
substituído da seguinte maneira: 
primeira coluna de cavidades: renovação do meio de cultura 
segunda coluna: meio de cultura contendo hidrocortisona 
terceira coluna: meio de cultura contendo 5 mM de IPTG ou 5 µg/mL de doxiciclina 
quarta coluna: meio de cultura contendo hidrocortisona e IPTG ou hidrocortisona e 
doxiciclina. 

As placas com o meio de cultura substituído foram incubadas por 24 horas antes do 
processamento para o ensaio de ELISA imunocitoquímico (baseado em de la MONTE et 
ai., 1999). 

Após remoção do meio de cultura das placas, as células foram fixadas com 
paraformaldeído (2% em PBS pH 7 ,2) por 15 minutos, permeabilizadas com saponina 
(0,05% em TBS) por 15 minutos e tratadas com H20 2 (0,03% em TBS) por 10 minutos. 
Cada etapa foi feita sob agitação e seguida de 3 lavagens com TBS por 2 minutos, também 
sob agitação. As placas foram bloqueadas por 15 minutos (SuperBlock 50% em TBS -
Pierce) sendo, em seguida, aplicado o anticorpo primário (diluido em TBS contendo 0,05% 
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de Tween 20, 5% SuperBlock e 1 % de soro normal de cavalo) nas concentrações 
determinadas por "block-titration". 

Para a detecção das proteínas de interesse, os anticorpos usados foram anti
metalotioneína monoclonal - clone E9 (Dako), anti-glicoproteína a-1 ácida monoclonal 
(Calbiochem) e monoclonal anti-gp70 (ATCC). As placas contendo os anticorpos foram 
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes, da maneira descrita acima, 
antes da aplicação do anticorpo secundário 

O anticorpo secundário biotinilado - IgG de cavalo anti-IgG de camundongo 
(Pierce) foi diluído na proporção de 1:10.000 em TBS contendo 5% Superblock, incubado 
por 30 minutos e lavado 3 vezes. O complexo avidina-biotina-peroxidase (Pierce) foi 
diluído em TBS, conforme indicação do fabricante, incubado por 30 minutos e lavado da 
placa como acima. A detecção foi feita com tetrametilbenzidina (Pierce) de acordo com as 
recomendações do fabricante. A leitura da reação foi feita a 450 nm após a parada do 
desenvolvimento de cor com H2SO4 2N. 

Após a leitura, as placas foram lavadas com TBS e coradas com Coomassie Blue 
(0,05% em metanol 40% / ácido acético 10%) por 10 minutos. O corante foi removido por 
lavagem em água corrente até não ser mais observada liberação de cor. As placas foram 
secas ao ar e o corante ligado às proteínas foi solubilizado com SDS 1% em TBS. A 
absorbância foi medida a 620 nm. Tabulações, cálculos, gráficos e análises estatísticas 
foram feitos com o emprego dos programas Excel (planilha) e Statistica. 

3.13. Ensaio de crescimento em suspensão de agarose 

Um gel de agarose / DMEM foi preparado misturando-se quantidades iguais de gel 
de agarose 0,6% (em água), fundido e equilibrado a 42ºC com DMEM 2x concentrado, 
também equilibrado a 42ºC, contendo 10% de soro fetal bovino, na presença ou na 
ausência de hidrocortisona (100 ng/mL) e indutor (IPTG 5 mM ou doxiciclina 5 µg/mL). O 
gel foi distribuído em "clusters" de 24 cavidades e gelificado a temperatura ambiente. 
Células transfectantes derivadas de STl e P7 foram tripsinizadas, contadas e distribuídas 
sobre a superfície gelificada, nas cavidades, em densidades definidas. Outro gel de agarose 
/ DMEM, preparado da maneira descrita acima, porém com agarose 0,3%, foi aplicado 
sobre as células e gelificado a temperatura ambiente. A superficie foi coberta com meio de 
cultura líquido (DMEM contendo 5% de soro), na presença ou na ausência de 
hidrocortisona e/ou indutor. Cada condição de linhagem celular, densidade e tratamento foi 
mantida em duplicata. O meio de cultura líquido foi renovado a cada 3 dias, até o final do 
ensaio (20 dias). O meio de cultura líquido foi, então, removido e as células foram fixadas 
com formaldeído 3,7% em PBS, sendo estocadas para posterior contagem de colônias. 

Os dados de eficiência de plaqueamento foram tabulados Para a análise de 
significância estatística, foram tomados como base a média e o desvio padrão das 
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eficiências de plaqueamento determinadas para as células parentais ST1LacI e P7Lacl. 
.Alterações de eficiência de plaqueamento maiores que duas vezes o desvio padrão são 
significativas com 95% de intervalo de confiança. Tabulações, cálculos e análises 
estatísticas foram feitos com o emprego dos programas Excel (planilha) e Statistica. 
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4. Resultados 

4.1. Análise dos clones de cDNA C27, C36, C41 e CV2 isolados por 
V ALENTINI, 1993. 

O seqüenciamento parcial dos insertos dos plasmídeos C27, C41, C36 e CV2, 
abrangendo 100 a 150 bases a partir das extremidades 3' destes cDNAs, já havia permitido 
a identificação dos genes correspondentes a cada um dos clones como sendo induzidos por 
hidrocortisona em STl (V ALENTINI, 1993; V ALENTINI e ARMELIN, 1996). 

O seqüenciamento completo do inserto correspondente ao clone C27 e o 
alinhamento desta seqüência com aquelas disponíveis nos bancos de dados de seqüências 
de nucleotídeos, através do programa BLASTN, mostraram a presença da porção 
codificante completa do cDNA de metalotioneína 1 (Quadro 9). 

A seqüência correspondente ao cDNA do clone C36 na extremidade adjacente ao 
"primer" T3, ao ser alinhada através de BLASTN, mostrou que a extremidade 5' do inserto 
não contém 119 dos nucleotídeos iniciais da porção codificante do mRNA da glicoproteína 
a-1-ácida, sendo portando um cDNA incompleto (Quadro 1 O). 

Para o clone C41 a seqüência de DNA determinada mostrou a presença da porção 
codificante completa de metalotioneína 2 (Quadro 11). 

O tamanho do inserto do clone CV2 (aproximadamente 1, 5 kpb estimado em 
eletroforese em gel de agarose-TBE), fazia prever que este cDNA também estivesse 
incompleto, pois os transcritos env dos vírus de leucemia murina assemelhados possuem 
usualmente entre 1,8 e 2,5 kb. A seqüência adjacente ao "primer" T3 confirmou que o 
início do inserto do clone CV2 não coincide com o início do transcrito env de retrovírus 
homólogos. 

A seqüência completa do inserto do clone CV2 foi determinada, mostrando 1.330 
pares de bases. Em comparação com seqüências similares de retrovírus murinos, este 
tamanho corresponderia a 50 a 75% do transcrito env completo (Quadro 12). 
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Quadro 9 - Alinhamento da seqüência determinada para o clone C27. 
O alinhamento da seqüência do inserto corresponente ao clone C27, com a seqüência do cDNA de 
metalotioneína 1 disponível em bancos de dados de sequencias de nucleotídeos 
(gbjJ00750jRATMETI - Rat metallothionein-1 mRNA), foi feito com o programa CLUSTAL. 
A seqüência codificante está representada em maiúsculas. 

CloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

cloneC27 
J00750 

-----acttcagcagcccgactgccttcttgtcgcttacaccgttgctcc 
tcccgacttcagcagcccgactgccttcttgtcgcttacaccgttgctcc 

********************************************* 

agattcaccatcccgacttcagcagcccgactgccttcttgtcgcttaca 
agattcaccatcccgacttcagcagcccgactgccttcttgtcgcttaca 
************************************************** 

ccgttgctccagattcaccagatctcggaATGGACCCCAACTGCTCCTGC 
ccgttgctccagattcaccagatctcggaATGGACCCCAACTGCTCCTGC 
************************************************** 

TCCACCGGCGGCTCCTGCACCTGCTCCAGCTCCTGCGGCTGCAAGAACTG 
TCCACCGGCGGCTCCTGCACCTGCTCCAGCTCCTGCGGCTGCAAGAACTG 
************************************************** 

CAAATGCACCTCCTGCAAGAAGAGCTGCTGCTCCTGCTGCCCCGTGGGCT 
CAAATGCACCTCCTGCAAGAAGAGCTGCTGCTCCTGCTGCCCCGTGGGCT 
************************************************** 

GCTCCAAATGTGCCCAGGGCTGTGTCTGCAAAGGTGCCTCGGACAAGTGC 
GCTCCAAATGTGCCCAGGGCTGTGTCTGCAAAGGTGCCTCGGACAAGTGC 
************************************************** 

ACGTGCTGTGCCTgaagtgacgaacagtgctgctgccctcaggtgtaaat 
ACGTGCTGTGCCtgaagtgacgaacagtgctgctgccctcaggtgtaaat 
************************************************** 

aatttccggaccaactcagagtcttgccgtacacctccacccagtttact 
aatttccggaccaactcagagtcttgccgtacacctccacccagtttact 
************************************************** 

aaaccccgttttctaccgagcatgtgaataataaaagcctgtttattct 
aaaccccgttttctaccgagcatgtgaataataaaagcctgtttattct 
************************************************* 
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Quadro 10 - Alinhamento da seqüência determinada para o clone C36. 
O alinhamento da seqüência correspondente ao inserto do clone C36 com a seqüência de cDNA da 
glicoproteína-a-1-ácida, disponível em bancos de dados de seqüências de nucleotídeos (gblJ006961 
RATAGPAl-Rat alpha 1-acid glycoprotein/AGP -mRNA.), foi feito com o "software" CLUSTAL. 
A seqüência codificante está representada em maiúsculas. 
Notar que o clone C36 é um cDNA incompleto na extremidade 5'. 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

C36 
J00696 

ctcttcctgggccggtgcctctgagtgtcttcggcATGGCGCTGCACATGGTTCTTGTCG 

TTTTGAGCCTCCTGCCCTTGTTGGAAGCTCAGAACCCAGAACCTGCCAACATCACCCTAG 

----------------------------------CTCAGACAAATGGTTTTACATGGGAG 
GCATACCTATTACCAATGAGACCCTGAAATGGCTCTCAGACAAATGGTTTTACATGGGAG 

************************** 

CAGCTTTCCGAGACCCCGTGTTCAAGCAGGCAGTTCAAACGATACAGACGGAATATTTTT 
CAGCTTTCCGAGACCCCGTGTTCAAGCAGGCAGTTCAAACGATACAGACGGAATATTTTT 
******************************* ***************************** 

ACCTTACCCCCAACTTGATAAACGACACAATTGAACTTCGGGAGTTTCAGACCACAGACG 
ACCTTACCCCCAACTTGATAAACGACACAATTGAACTTCGGGAGTTTCAGACCACAGACG 
************************************************************ 

ACCAGTGTGTCTATAACTTCACCCATCTAGGAGTCCAGAGAGAGAATGGGACCTTATCCA 
ACCAGTGTGTCTATAACTTCACCCATCTAGGAGTCCAGAGAGAGAATGGGACCTTATCCA 
************************************************************ 

AGTGTGCAGGAGCAGTGAAAATCTTTGCCCATTTGATAGTGCTGAAGAAACATGGGACCT 
AGTGTGCAGGAGCAGTGAAAATCTTTGCCCATTTGATAGTGCTGAAGAAACATGGGACCT 
************************************************************ 

TCATGCTTGCCTTTAACCTGACAGATGAGAACCGGGGGCTGTCCTTCTATGCTAAAAAGC 
TCATGCTTGCCTTTAACCTGACAGATGAGAACCGGGGGCTGTCCTTCTATGCTAAAAAGC 
************************************************************ 

CAGACTTGTCCCCAGAGCTGCGGAAAATATTCCAGCAGGCTGTCAAAGATGTGGGCATGG 
CAGACTTGTCCCCAGAGCTGCGGAAAATATTCCAGCAGGCTGTCAAAGATGTGGGCATGG 
************************************************************ 

ATGAATCAGAAATCGTATTTGTCGACTGGACAAAGGATAAGTGCAGTGAGCAGCAGAAGC 
ATGAATCAGAAATCGTATTTGTCGACTGGACAAAGGATAAGTGCAGTGAGCAGCAGAAGC 
*** * ******************************************************** 

AGCAGCTGGAGCTGGAGAAGGAGACTAAGAAGGAGACCAAGAAGGATCCTtaggccaagc 
AGCAGCTGGAGCTGGAGAAGGAGACTAAGAAGGAGACCAAGAAGGATCCTtaggccaagc 
************************************************************ 

atgaactcagctctctgaactccggggactgtccccatgc-------------------
atgaactcagctctctgaactccggggactgtccccatgcccactctacccccactcctg 
**************************************** 

tgcacctcgattctattttccacaataataaaggtttggttaaacaatc 
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Quadro 11 - Alinhamento da seqüência determinada para o clone C4 l. 
O alinhamento da seqüência do inserto correspondente ao clone C4 l com a do gene da 
metalotioneína 2, disponível em bancos de dados de seqüências de nucleotídeos (gbl M 117941 
RATMT12C - Rat metallothionein-2), foi feito com o "software" CLUSTAL. 
A seqüência codificante está representada em maiúsculas. 

cloneC41 
Mll 794 

cloneC41 
Mll 794 

cloneC41 
M11794 

cloneC41 
M11794 

cloneC41 
M11794 

cloneC41 
Mll794 

cloneC41 
M11794 

cloneC41 
Mll 794 

cloneC41 
Mll 794 

ggaattcggcacgaggctccgcgtgcttctctccatcacgctcctagaac 
----------------------------------atcacgctcctagaac 

**************** 

tctacagcgatctctcgttgatctccaactgccgcctccattcgccATGG 
tctacagcgatctctcgttgatctccaactgccgcctccattcgccATGG 
************************************************** 

ACCCCAACTGCTCCTGTGCCACAGATGGATCCTGCTCCTGCGCTGGCTCC 
ACCCCAACTGCTCCTGTGCCACAGATGGATCCTGCTCCTGCGCTGGCTCC 
************************************************** 

TGCAAATGCAAACAATGCAAATGCACCTCCTGCAAGAAAAGCTGCTGTTC 
TGCAAATGCAAACAATGCAAATGCACCTCCTGCAAGAAAAGCTGCTGTTC 
************************************************** 

CTGCTGCCCCGTGGGCTGTGCGAAGTGCTCCCAGGGCTGCATCTGCAAAG 
CTGCTGCCCCGTGGGCTGTGCGAAGTGCTCCCAGGGCTGCATCTGCAAAG 
************************************************** 

AGGCTTCGGACAAGTGCAGCTGCTGCGCCTgaagtgggggcgtcctcaca 
AGGCTTCGGACAAGTGCAGCTGCTGCGCCtgaagtgggggcgtcctcaca 
************************************************** 

atggtgtaaataaaacaacgtaaggaacctagcctttttttgtacaaccc 
atggtgtaaataaaacaacgtaaggaacctagcctttttttgtacaaccc 
************************************************** 

tgaccggttctccacacttttttctataaagcatgtaactgacaataaaa 
tgaccggttctccacacttttttctataaagcatgtaactgacaataaaa 
************************************************** 

taaaaaaacttgacttgattaacccaaaaaaaaaaaaaaaaaactcgag 
taaaaaaacttgacttgatta---------------------------
********************* 
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Quadro 12 - Seqüência determinada para o inserto correspondente ao clone CV2. 

1 GCTCTAGAACTAGTGGACCCCCGGGCTGCAGGAATTCGGCACGAGAGACA 
51 AGCGATGGGTCCTACTATTTGACCGCTCCCACAGGAACTACCTGGGCTTG 

101 TAGTACTGGACTCACTCCCTGTATCTCAACCACCATACTTGACCTCACCA 
151 CCGATTACTGTGTCCTGGTCGAGCTTTGGCCAAGGGTGACCTACCATTCC 
201 CCTAGTTATGTTTACCACCAATTTGAAAGACAAGCCAAATATAAAAGAGA 
251 ACCCGTCTCACTAACTCTGGCCTACTATTAGGAGGACTCACTATGGGCGG 
301 AATGCCCGTGGAGTGGGAACAGGGACTACCGCCTAGTTGGCACTCAGCAG 
351 TTCAACAACTCAGGCTGCCATGCACGATGACCTTAAAGAAGTTGAAAAGT 
401 CCATCACTAATCTAGAAAAATCTTTGACCTCCTTGTCCGAAGTACGCTTA 
451 CAGAATCGTAGAGGCCTAGATCTACTATTCCTAAAAGAGGGAGGTTTGCT 
501 GCCTTAAAAGAAGAATGCTGTTTCTATGCCGACCAGAGAGGATTGGTACG 
551 GATAGCATGGCCAAACTTAGAGAAGATTGGAGGTCAGAGACAAGCTCTTT 
601 GATCCAACAGGTGTTGAGCTGAGGGCTGTTTAATAAGTCCCCTTGGTTCA 
651 CCACCCTGATATCCACCATCATGGGTCCCCTTGATAATCCTCTTGTTAAT 
701 TTTACTCTTTGGGCCTTGTATTCTCAATCGCCTTGGTCCAGTTTATCAAA 
751 GACAGGTTTCGGTAGTGCAGGCCCTGGTTCTGACTCAACAATATCATCAA 
801 CTTAAGACAATAGGAGATTGTAAATCACGTGAATAAAAGATTTTATTCAG 
851 TTTACAGAAAGAGGGGGGAATGAAAGACCCCTTCATAAGGCTTAGCCAGC 
901 TAACTGCAGTAACGCCATGTTGCAAGGCATGGGAAAATACCAGAGCTGAT 
951 GTTCTCAGAAAAACAAGAACAAGAAAGTACAGAGAGGCTGGAAAGTACCG 

1001 GGACTAGGGCCAAGCAGGATATCTGTGGTCAAGCACTAGGCCCCGCCCAG 
1051 GGCCAAGAACAGATGGTCCCAGAAATAGCTAAAACGAACCGAACAGTTTC 
1101 AAGAGACCCAGAAACTTGGTCTCAAGGTTCCCCAGATGAGGCCCCATTCA 
1151 ACCCCAAGCCTCATTTAAACTAACCAATCAGCTCGCTTCTCGCTTCTGTA 
1201 CCCGCGCTTATTCTGCCCAGCTCTATAAAAAGGGTAAAAACCCCACACTC 
1251 GGCGCGCCAGTCCTCCGATAGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTATCCA 
1301 ATAAAGCCTTTTGCTCTTGCATCCGAAAAA 

O inserto do clone CV2 inclui as regiões R e U3 que compõe o L TR 3 ', a seqüência 
codificante completa da porção transmembrana p 15E e parte da região que codifica a 
glicoproteína gp70 da superficie do envelope virai ( descrita por KOCH et ai., 1984). 

Em relação aos env que mostram maior "score" BLASTN, a seqüência do cDNA de 
CV2 mostra uma semelhança muito grande, porém incompleta, com env de diversos 
retrovírus murinos endógenos, infectivos ecotrópicos e xenotrópicos, não possuindo, 
porém, homologia total com nenhum deles. 

O preparo das construções para expressão induzível foi iniciado com os cDNAs das 
metalotioneínas 1 e 2, já que a integridade destes cDNAs foi confirmada pelo 
seqüenciamento dos clones C27 e C41. 

Para a elaboração de construções contendo os cDNAs da glicoproteína -a-1-ácida e 
do env virai, os cDNAs contidos nos plasmídeos C36 e CV2 não tiveram utilidade, por 
estarem incompletos. Na tentativa de obter estes cDNAs íntegros, recorreu-se à triagem 

43 



("screening") de bibliotecas de cDNA e ao RT-PCR de células STI tratadas com 
hidrocortisona. 

4.2. Transfecção de células STl com oligonucleotídeos "antisense" 

Para avaliar o papel das proteínas correspondentes às sequencias anteriormente 
isoladas (V ALENTINI, 1993; V ALENTINI e ARMELIN, 1996), a primeira abordagem 
deste trabalho foi buscar inibir a tradução dos RNAs mensageiros (mRNAs) através da 
transfecção de células STl com oligonucleotídeos "antisense". Para tanto, foram 
desenhados e sintetizados oligos com este potencial (Quadro 2). 

Em ensaios de transfecção de células STI com oligos "antisense" procurou-se 
observar o possível efeito morfológico de inibição da reversão fenotípica causada por 
glicocorticóides na célula STI. 

Experimentos foram feitos empregando 50 nM de oligos. A hidrocortisona foi 
adicionada em dois diferentes tempos, após 6 ou 24 horas da transfecção. Na observação, 
24 horas após a adição de hidrocortisona, também não foi verificada qualquer mudança 
morfológica das células transfectadas com "antisense" em relação aos controles (Figura 1 ). 

Outra série de experimentos foi feita com 100 nM de oligonucleotídeos. Novamente 
não foi observada alteração de fenótipo nas células tratadas com hidrocortisona após 6 h ou 
24 h (Figura 2) da transfecção. 

Foram realizados experimentos de transfecção conjunta dos oligos "antisense" 
contra metalotioneína 1 e glicoproteína a-1-ácida. Nestes ensaios, também, não foi 
observada qualquer diferença morfológica das células co-transfectadas em relação aos 
controles (Figura 3). 

A observação da morfologia de células ST 1 transfectadas com oligonucleotídeos 
"antisense", não indicou inibição da reversão fenotípica por glicocorticóides, seja com o 
emprego isolado ou conjunto de oligos "antisense" contra metalotioneína 1 e glicoproteína 
a-1-ácida, mesmo tendo sido empregadas concentrações relativamente elevadas de 
oligonucleotídeos (50 e 100 nM). 
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D:ME D:ME+Hy 

Figura 1 - Aspecto morfológico de células STJ transfectadas com S0nM de oligonucleotídeos 
"antisense" e tratadas por 24 h com hidrocortisona. 
Os oligos "antisense" empregados foram dirigidos contra mRNAs de metalotioneína 1 (MTI) ou 
contra glicoproteína alfa-1-ácida (a-1). Oligo "sense", de glicoproteína alfa-1-ácida (a-1), foi usado 
como controle. 
A observação foi feita 24h após o tratamento com hidrocortisona (Hy) e 48 h após a transfecção. 
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Dl\1E Dl\1E + Hy 

Figura 2 - Aspecto morfológico de células STl transfectadas com lOOnM de oligonucleotídeos 
"antisense" e tratadas por 24 horas com hidrocortisona. 
Os oligos "antisense" empregados foram dirigidos contra mRNAs de metalitioneína 1 (MTl) ou 
contra glicoproteína alfa- ]-ácida ( a-1 ). O ligo "sense", de glicoproteína alfa-1-ácida (a-1 ), foi usado 
como controle. 
A observação foi feita 24h após o tratamento com hidrocortisona (Hy) e 48h após a transfecção. 
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"antisenses" MT1 + A-1-A 

Dl\lE 

DME+Hy 
6h pós-transf ecção 

DlVIE + Hy 
24h p ós-transfecção 

Figura 3 - Aspecto morfológico de células STI co-transfectadas com 100 nM de oligonucleotídeos 
"antisense". 
Os oligonucleotídeos "antisense" foram dirigidos contra mRNAs de metalotioneína 1 (MTI) e 
contra glicoproteína alfa- !-ácida (A-1-A). A observação das células foi feita 24h após o tratamento 
com hidrocortisona, 6h e 24h pós transfecção. 
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Apesar destes resultados, o papel na proliferação celular poderia ser ainda 
confirmado, por exemplo, em experimentos de incorporação de timidina tritiada através da 
comparação da síntese de DNA em culturas tratadas e não tratadas após a transfecção com 
oligos "antisense". 

Estes experimentos foram inicialmente realizados transfectando 2 a 1.000 nM de 
oligonucleotídeos "antisense" em células STI em duas diferentes densidades: sub
confluentes e esparsas. Como controle, foram usadas células STI não transfectadas, na 
presença de 2% de soro fetal bovino apenas ou acrescido de Lipofectamine e/ou 
hidrocortisona ( Gráfico 1 ). 

Estes experimentos foram repetidos em células STI sub-confluentes, com algumas 
modificações. Para evitar a toxicidade dos oligos, foi reduzida a faixa de concentração dos 
oligos (5 a 600 nM) e o lípide utilizado para transfecção foi mudado de Lipofectin para 
Cytofectin, que tem sido descrito na literatura como mais eficaz na transfecção com 
oligonucleotídeos (LEWIS et ai., 1996). (Gráfico 2). 

Em ambos os experimentos, os controles empregados ( células ST 1 não tratadas e 
células STI tratadas com hidrocortisona) mostraram valores de incorporação de timidina 
radioativa compatíveis com o esperado, observando-se a característica redução de síntese 
de DNA nas células STI tratadas com hidrocortisona. Os mesmos controles de células STl, 
incubadas na presença de lipossomos, não mostraram efeito apreciável. 

Os resultados obtidos na presença de qualquer um dos oligos mostraram-se bastante 
semelhantes. Nem mesmo a associação dos oligonucleotídeos "antisense" contra 
metalotioneína e glicoproteína a-1-ácida na mesma transfecção mostrou efeito aditivo ou 
sinergístico em relação ao efeito dos oligos isoladamente, nas concentrações empregadas. 

Chama a atenção o nível de incorporação de timidina tritiada obtido após a 
transfecção com o oligonucleotídeo "sense" ser semelhante ao obtido com os 
oligonucleotídeos "antisense", levando a supor que qualquer efeito obtido seja inespecífico. 

Da mesma forma que nos experimentos anteriores, não foi possível verificar o efeito 
de inibição da reversão fenotípica por glicocorticóides nos ensaios de incorporação de 
timidina tritiada, com o emprego de oligos "antisense" contra metalotioneína 1 e 
glicoproteína a-1-ácida, isoladamente ou associados. 
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Gráfico 1 - Efeito da transfecção com oligos "antisense" (2-1000 nM) na incorporação de timidina 
tritiada em DNA em células STI. 
Foram usados oligo "sense" de glicoproteína a.-1-ácida (SO alfa-1-acid) como controle" e oligos 
antisense" contra mRNA de metalotioneína (ASO metalotionein) e/ou glicoproteína a.-1-ácida 
(ASO alfa-1-acid). 
Células STJ não transfectadas com oligos foram também usadas como controle (2% Soro Fetal 
Bovino (SFB), hidrocortisona (Hy) e/ou Lipofectin (Lipo)) 
As barras do gráfico correspondem ao valor médio de triplicatas. 
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Gráfico 2 - Efeito da transfecção com oligos "antisense" (5-600 nM) na incorporação de timidina 
tritiada em DNA em células STI. 
Foram usados oligo "sense" de glicoproteína a.-1-ácida (SO alfa-1-acid) como controle e oligos 
"antisense" contra mRNA de metalotioneína (ASO metalotionein) e/ou glicoproteína a.-1-ácida 
(ASO alfa-1-acid). 
Células STJ não transfectadas com oligos foram também usadas como controle (2% Soro Fetal 
Bovino (SFB), hidrocortisona (Hy) e/ou "Cytofectin". 
A transfecção foi realizada em células STI sub-confluentes. 
As barras do gráfico correspondem ao valor médio de triplicatas. 
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Procurou-se correlacionar a aparente ausência de efeito dos oligonucleotídeos nas 
células STI transfectadas com urna possível degradação destes, o que não teria permitido a 
inibição da síntese das proteínas. Foram feitos ensaios para avaliar a estabilidade dos oligos 
"antisense" no interior das células através da transfeção de oligos marcados com 
fluoresceína. Estes ensaios (Figura 4) confirmaram a entrada dos oligos nas células e sua 
integridade por pelo menos 36 h após a transfecção. 

Como não é possível excluir o papel das proteínas metalotioneína 1 e glicoproteína 
a-1-ácida na reversão fenotípica, sem a comparação dos níveis de expressão em culturas 
tratadas e não tratadas com oligos, procurou-se verificar a expressão através de 
irnunofluorescência com anticorpos policlonais contra as duas proteínas. Nenhum resultado 
conclusivo foi obtido, no entanto, pois nas células STl tratadas com hidrocortisona não foi 
observada qualquer diferença de expressão em relação a controles de células não tratadas 
( dados não mostrados). 
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Figura 4 - Fluorescência de oligonucleotídeo, marcado com fluoresceína, 36h após a transfecção 
de células STJ. 

4.3. Preparo dos cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 (subclonagem 
intermediária em pUC18) 

4.3.1. Preparo dos cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 por ligação a adaptadores BamH I 
/Notl 

Tentativas de ligação dos cDNAs "adaptados" e clivados com Not I, diretamente ao 
vetor pOPB / pOPRSVI não produziram colônias transformantes. 

A transformação de bactérias E. coli com o vetor pUCl 8 ligado aos cDNAs 
"adaptados" não produziu nenhuma colônia. Supõe-se que wna falha da clivagem com Hae 
III na proximidade do sítio Kpn 1 (Quadro lb) ou algum problema na etapa de 
preenchimento com Klenow possam ter inibido a ligação do adaptador à extremidade do 
inserto. 

A subclonagem através de adaptadores BamH I / Not I não rendeu resultados após 
repetidas tentativas, mesmo modificando-se os parâmetros das etapas intermediárias. 

4.3.2. Amplificação dos insertos das metalotioneínas 1 e 2 por PCR 

Como segunda estratégia de subclonagem dos cDNAs das metalotioneínas l e 2, 
presentes nos plasmídeos C27 e C4 l, foi feita a amplificação da seqüência dos insertos, 
através de PCR com "primers" genéricos de seqüenciamento e de síntese de primeira-fita de 
cDNA (Quadro 4). 
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O local de pareamento do "primer" T3 no plasmídeo pBluescript SK(-), no qual os 
cDNAs foram originalmente clonados, localiza-se próximo a um sítio de restrição Not I. O 
pareamento do "primer-adaptor" com a seqüência poliadenilada do cDNA forneceu o 
segundo sítio de restrição Not l, necessário para a clonagem nos vetores de expressão 
pOPB e pOPRSVI (Quadro 6). 

A reação de PCR dos plasmídeos C27 e C41 com o "primer" T3 e o "primer
adaptor" permitiu a amplificação de ambos os cDNAs com sucesso. 

A proximidade do sítio Not l do "primer-adaptor" com a extremidade do segmento 
amplificado, levava a supor que a clivagem desta extremidade com Not l pudesse ser pouco 
eficiente. De fato, a ligação de pOPB e pOPRSVI com do produto de PCR clivado com 
Not l não produziu colônias transformantes. 

Para permitir a clivagem do sítio Not Ido "primer-adaptor", o produto amplificado 
foi submetido a uma etapa intermediária de clonagem com extremidades cegas ("blunt") no 
vetor pUC18 linearizado com Sma l (Quadro 4). 

As transformações de 10% das ligações em pUC 18 renderam mais de 100 colônias 
recombinantes por construção. De 15 colônias de cada ligação, foram feitas "mini-preps" 
que, clivadas com Not l, confirmaram a existência dos dois sítios de restrição ( o primeiro 
oriundo do sítio múltiplo de clonagem do pBluescript SK(-) e o segundo correspondente ao 
"primer-adaptor"), demonstrando a presença dos insertos com o tamanho previsto. O 
seqüenciamento de dois clones de cada uma das construções com "primers" Ml3 "fotward" 
e "reverse", mostrou os cDNAs correspondentes às metalotioneínas 1 e 2, conforme 
esperado. Um dos clones de cada cDNA foi usado para dar continuidade à subclonagem. 

4.3.3. Isolamento dos cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 com sítios Not I 

Os clones bacterianos selecionados, depois de crescidos em cultura, tiveram o DNA 
plasmideal purificado e clivado com Not l. Os fragmentos correspondentes aos cDNAs das 
metalotioneínas 1 e 2 foram purificados a partir de bandas recortadas de gel de agarose e 
ligados aos vetores pOPB e pOPRSVI para estabelecimento das construções para 
expressão em células de mamífero. 

4.4. Subclonagem dos cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 nos vetores de 
expressão pOPI3 e pOPRSVI 

Os cDNAs das metalotioneínas 1 e 2 "adaptados" com Not l foram ligados aos 
vetores pOPB e pOPRSVI (Quadro 6) linearizados com Not l e desfosforilados. Os 
produtos de ligação dos cDNAs com os vetores foram usados para transformar E. coli XLl 
Blue MR. Dez "mini-preps" das colônias resultantes foram feitas de cada uma das duas 
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construções. A clivagem com Not I permitiu identificar os clones com insertos mostrando o 
tamanho esperado. A clivagem com BamH I ou Pst I permitiu determinar a orientação 
("sense" ou "antisense") dos cDNAs , em relação ao promotor dos vetores de expressão 
(como exemplificado na Figura 5). 

NAME. pOPl3 (5512bp) com inserto de Mt1 sense (444bp) 
5956 BPS DNA CIRCULAR 
RESTRICTION MAP 
L1st of Expected Fragment S1zes. Sorted by Enzyme name 

#cuts - - - - - - - - - Fragment sIze (bps)- - - -

1-Jotl 2 
BamH 1 
Pst 1 

5512 
3 
3 

Clone Manager V4 O 

444 
5672 
3671 

223 
2088 

61 
197 

NAME pOPI3 (5512bp) com inserto de Mt1 anllsense (444bp) 
5956 BPS DNA CIRCULAR 
RESTRICTION MAP 
L1st of Expected Fragment S1zes, Sorted by Enzyme name 

#cuts - - - - - - - - - Fragment size (bps) - - -

Notl 2 
BamH 1 
Psi 1 

5512 
3 
3 

Clone Manager V4 O 

100 
bp 

444 
52ô6 
3289 

467 
2470 

as a as 

223 
197 

1vetor 

inserto 

Digestão conl. Bant lil 

a=11antisense11 

s=11sense11 

Figura 5- Confirmação da subclonagem e determinação da orientação do cDNA de Metalotioneína 
I (C27) em pOPB. 
Tamanhos de fragmentos de restrição previstos no programa CloneManager V4.0. A linha 
hachurada mostra o corte com enzima de restrição que indica a orientação ("sense" ou "antisense") 
do inserto. 
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4.5. Obtenção dos cDNAs completos de glicoproteína a-1-ácida e env 

4.5.1. Busca dos cDNAs completos da glicoproteina al ácida e de env em biblioteca de 
cDNA 

Para a obtenção dos cDNAs completos da glicoproteína a-1-ácida e do env 
retroviral, foi feita uma tentativa de isolamento a partir da biblioteca construída 
originalmente para o isolamento de genes diferencialmente expressos na presença de 
hidrocortisona (V ALENTINI, 1993; V ALENTINI e ARMELIN, 1996). Foram plaqueados 
300.000 PFUs que, em "plaque lifts" hibridizados com oligonucleotídeo RATAGPAI/12-
29 correspondente à extremidade 5' do cDNA da glicoproteína a-1-ácida, permitiram isolar 
49 placas de lise (Figura 6a), que foram testadas por PCR em "pool". A hibridização de 
outros 300.000 PFUs com oligo correspondente a env, não mostrou qualquer sinal de 
hibridização nas condições de lavagem empregadas nestas membranas. A hibridização das 
mesmas membranas com um fragmento do clone CV2 mostrou centenas de pontos de 
hibridização em cada membrana (Figura 6b). Foram selecionadas 100 placas de lise para 
uma triagem por PCR em "pool". 

,, 

• 

~ 

~ 

a) sonda: glicoproteína a.-1-ácida b) sonda: env retroviral 

Figura 6 -Triagem ("screening") de biblioteca de cDNAs para recuperação dos cDNAs completos 
da glicoproteína a-1-ácida e env. 
a) Hibridização de uma das placas com oligonucleotídeo marcado correspondente á glicoproteína a
i-ácida. Em seis placas, 49 placas de lise foram isoladas e testadas posteriormente por PCR em 
"pool". As setas indicam a posição dos clones que foram isolados na placa correspondente. 
b) Hibridização de uma das placas com um fragmento de CV2 marcado. Das centenas de pontos de 
hibridização em cada membrana 100 placas de lise foram selecionadas para a triagem por PCR em 
"pool". 

O PCR feito com ''primers" T3 ( do vetor) e RA T AGP Al/204-187 ( da glicoproteína 
a-1-ácida) produziu, com o clone C36, uma banda de aproximadamente 150 pb enquanto o 
PCR feito com o ''primer" T3 e MURENV/4239-19 (de env) produziu, com o clone CV2, 
uma banda de pouco menos de 1 Kpb (Figura 7). Um PCR feito com clones contendo 
cDNAs completos destes genes deve gerar produtos com 302 pb, para a glicoproteína a-1-
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ácida, e com 1,5 a 2,3 kpb para env ( de acordo com o tamanho de env de diferentes vírus de 
leucemia murina) . 

1500 pb _ 

600 pb _ 

100 pb _ 

Figura 7 - PCR com "primers" do cDNA e vetor para triagem de cDNAs recuperados da biblioteca. 
Eletroforese em gel de agarose. 
1 - Padrão de Peso Molecular - 100 bp ladder / Gibco BRL. 
2 - Produto de PCR do clone C36 usando "primers" T3 (do vetor) e RATAGPAl /204-187 (da 
glicoproteína a-1-ácida) - banda de aproximadamente 150 pb. 
3 - Produto de PCR do clone CV2 usando "primer" T3 (do vetor) e MURENV /4239-19 (de env) -
banda de pouco menos de I Kpb. 

As I 00 placas de lise selecionadas na triagem com o ligo CV2 foram agrupadas 
como uma matriz I O x I O da forma descrita por ALPHEY ( 1997), sendo feitas 20 PCRs. Os 
produtos de PCR gerados na triagem do env completo não mostraram nenhum produto 
maior que 700 pb, invalidando esta tentativa. Aparentemente o fragmento do clone CV2 
usado como sonda não foi uma boa escolha. Regiões com repetições como LTRs (que não 
foram removidas do fragmento usado como sonda) podem ter produzido sinais de 
hibridização espúrios na triagem. 

As 49 placas de lise obtidas a partir da triagem com o oligo RATAGPAl/204-187 
(da glicoproteína a-1-ácida) foram eluídas, em tampão SM em tubos individuais, dispostos 
como uma matriz 7 x 7. Uma alíquota de 100 µL de todos os tubos de cada linha foi 
coletada e reunida em tubo marcado com o número da linha correspondente. O mesmo foi 
feito com cada uma das colunas. Foram assim coletados 14 tubos de "pools" (7 "pools" de 
linhas e 7 "pools" de colunas), dos quais foram retirados 5 µL para 14 PCRs com "primers" 
T3 e RATAGPAl /204-187. 

Para os clones da glicoproteína a-1 ácida, foram observados diversos produtos de 
PCR maiores que os 302 pb esperados (Figura 8), indicando alguma inespecificidade deste 
oligo no PCR e, provavelmente na hibridização nas membranas. Curiosamente, alguns 
produtos de PCR que eram aparentes nas amplificações de "pools" de linhas, não foram 
observados em amplificações de "pools" de colunas, o que leva a supor um problema de 
amplificação com este oligo. Alguns dos produtos com tamanho próximo do esperado 
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(exemplo, linha 5 - coluna 3, correspondente à placa de lise 31 ou linha 5 - coluna 4, 
correspondente à placa de lise 32) e indicando possíveis placas de lise positivas, foram 
submetidos individualmente a PCR para verificar se a amplificação da mesma banda se 
repetia, mas sem sucesso. 

PCR dos "pools" usando primers T3 e RATAGPAl/204-187 
---------- linhas --------- --------- colunas --------
1234567 1234567 e 

Padrão 
1001,p 

_ 1.500 

_ 900 

- 600 
- 500 
_ 400 

_ 300 

_ 200 

_ 100 bp 

Figura 8 - Triagem por PCR dos clones de glicoproteína a- !-ácida recuperados de biblioteca de 
cDNAs. 
Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCRs usando "primers" T3 e RATAGPAl/204-187 
nos 14 "pools" (7 "pools" de I inhas e 7 "pools" de colunas) preparados a partir de 49 placas de lise 
isoladas da biblioteca de cDNA. O produto gerado pela amplificação do clone C36 possuía 
aproximadamente 150 pb (canaleta C). As setas indicam fragmentos amplificados com o tamanho 
esperado para o cDNA completo da glicoproteína a-1-ácida.Padrão de Peso Molecular: 100 bp 
ladder (Gibco BRL). 

Aliadas a estas falhas na triagem, alguns problemas também foram observados com 
a biblioteca. Não foi possível obter a amplificação de produtos maiores que 1.000 pb 
empregando-se os oligos T3 e MURENV/4239-19 com 5 µL da biblioteca pura e nem 
maiores que 1.500 pb empregando os oligos T3 e T7 do vetor (resultados não mostrados), o 
que juntamente com evidências apontadas por colegas que também trabalharam com a 
mesma biblioteca, indicam que esta seja extremamente pobre em cDNAs longos, como 
aquele previsto para o gene env. 

4.5.2. Síntese dos cDNAs completos da glicoproteína al ácida e de env por RT-PCR 

Depois das tentativas de triagem à procura de clones completos da glicoproteína al
ácida e do env nas bibliotecas de cDNA de células STl tratadas com hiclrocortisona, 
decidiu-se pela clonagem destes cDNAs a partir de produtos de RT-PCR. 
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Foram desenhados oligonucleotídeos para permitir a amplificação de segmentos de 
cDNAs correspondentes às porções codificantes completas dos genes da glicoproteína a 1-
ácida e do env retroviral. 

Para a glicoproteína a 1-ácida, um o ligo 3' de 20 nucleotídeos, localizado após o 
codon de terminação, foi projetado a partir da seqüência do clone C36. Para o projeto, foi 
empregado o programa Oligo V3 .3 (RYCHLIK e RHOADS, 1989) para a verificação dos 
parâmetros Tm, i1G, "self-dimers" e "internai loops". A escolha do oligonucleotídeo 5' foi 
feita com auxílio do mesmo programa, baseando-se na seqüência de rato disponível no 
Genbank (RATAGPAl). Foi escolhido um oligo de 20 nucleotídeos que não forma dímeros 
parciais com o oligo 3' e com Tm semelhante à deste. 

O emprego dos "primers" RATAGPAI/12-29 e RATAGPAl/724-05 pemutm a 
amplificação de um único segmento (Figura 9, canaleta 2) com o tamanho previsto para o 
cDNA da glicoproteína a 1-ácida (712 pares de bases). 

1500 pb _ 

600 pb _ 

Figura 9 - RT-PCR para síntese do cDNA completo do gene da glicoproteína ai-ácida 
1 - Padrão de Peso Molecular: 100 bp ladder (Gibco BRL) 
2 - Produto de PCR da primeira fita de cDNA de células STJ tratadas com hidrocortisona, com os 
primers RATAGPAl/12-29 e RATAGPAl/724-05 
3 - Controle: Produto de PCR da mesma síntese de cDNA, com primers correspondentes a GAPDH 

Para a amplificação do env retroviral, um oligo 3' foi selecionado a partir da 
seqüência do clone CV2. Pela diversidade de retrovírus murinos com seqüência 
parcialmente semelhante à do env expresso em ST 1, o oligonucleotídeo 5' não foi 
selecionado de forma direta como no caso da glicoproteína ai-ácida. 

A seqüência completa do clone CV2 foi confrontada com o Genbank através do 
programa BlastN (AL TSCHUL et ai., 1990). As seqüências com maior similaridade com 
CV2 foram extraídas do banco de dados. Uma região de 350 nucleotídeos próxima do 
início de env de cada urna destas 76 seqüências foi editada manualmente e submetida a 
alinhamento múltiplo com o programa Clustal-X (THOMPSON et ai. , 1997). A partir deste 
primeiro alinhamento (Quadro 13), não foi possível definir uma região que permitisse a 
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construção de "primers" 5' para uma amplificação específica da seqüência completa do env 
expresso por ST 1. 

Para reduzir a introdução de ambigüidades na dedução de uma seqüência consenso, 
foram excluídas deste alinhamento múltiplo algumas seqüências que apresentaram apenas 
homologias localizadas, mesmo com o BlastN indicando um "score" (KARLIN e 
AL TSCHUL, 1990) local muito elevado. 

Desta forma, foram alinhadas 21 sequencias que mostraram grande similaridade 
com o clone CV2 inteiro ou que mostraram regiões homólogas distribuídas uniformemente 
ao longo de toda a seqüência do clone CV2. Neste alinhamento (Quadro 14), ficam claras 
as regiões com maior similaridade entre os possíveis env homólogos ao de STl. "Prirners" 
foram construídos para permitir a sua amplificação. 

Como não foi possível definir uma região consenso absoluta, mesmo nas porções 
mais conservadas do alinhamento, foram introduzidos nucleotídeos degenerados nas 
posições ambíguas para tornar possível a amplificação de env de retrovírus diferentes. 

A região definida pelo alinhamento foi examinada no programa Oligo à procura de 
segmentos sem "loops" e "self-dimers". Na seleção final do oligo 5', teve-se o cuidado de 
manter qualquer destas degenerações tão distante quanto possível da extremidade 3' do 
oligo. Para evitar a introdução de mutações pelos "primers" na porção codificante do 
cDNA, houve também a preocupação de posicionar o oligo antes do(s) início(s) de tradução 
previsto(s), uma vez que há pelo menos dois inícios alternativos entre os diferentes 
retrovirus murinos. 

A amplificação com os "primers" MURENV/1.960-78 e MURENV/4.239-19 
produziram uma única banda (Figura 1 O, canaleta 3) com o tamanho na faixa do previsto 
para env ( ~2.280 pares de bases). 

1500 pb _ 

600 pb _ 

2 

---, .... 
º• 

3 

-
Figura 10 - RT-PCR para síntese do cDNA completo do gene env. 
1 - Padrão de Peso Molecular: 100 bp ladder (Gibco BRL) 
2 - Produto de PCR da primeira fita de cDNA de células STI tratadas com hidrocortisona, com os 
primers MURENV/1 .960-78 e MURENV/4.239-19. 
3 - Controle: Produto de PCR da mesma síntese de cDNA, com primers correspondentes a GAPDH. 
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A subclonagem anterior de metalotioneína 1, metalotioneína 2 e dos "antisense" 
incompletos da glicoproteína a 1-ácida e do env fez uso de PCR como artificio para a 
criação de um dos sítios de Not I. A amplificação do segmento resultou na introdução de 
mais de 40 bases de seqüência do vetor pBluescript na construção final clonada em pOPI3. 

Para a nova subclonagem dos cDNAs completos da glicoproteína a 1-ácida e do env, 
o vetor pGEM-T Easy (Quadro 5a) foi usado em etapas intermediárias de clonagem dos 
cDNAs amplificados. Este vetor foi escolhido por permitir a remoção do produto clonado 
como um "cassette" (mostrado no Quadro 5b), com Not I, facilitando a subclonagem nos 
vetores de expressão. 

A ligação do DNA da banda amplificada da glicoproteína a-1-ácida ao vetor 
pGEM-T Easy e posterior triagem dos transformantes através de PCR com o "primer" 
RATAGPAl/12-29 e "primer" interno RATAGPAl /204-187 permitiram o isolamento de 
três clones com o cDNA presumivelmente completo (Figura 11 ) . 

/\ /\/\ e 

; - 1.500. 

1- 600 
,· - 100 
1 

Pa.clri.o 
lOObp 

Figura 11 - Triagem por PCR de possíveis clones contendo o cDNA completo de glicoproteína ai 
ácida no vetor pGEM-T Easy. 
Os clones foram resultantes da ligação do vetor pGEM-T-Easy com o produto de RT-PCR com os 
"primers" RAT AGPA l /12-29 e RAT AGPA l /724-05, correspondente à porção codificante completa 
da glicoproteína a !-ácida. Padrão de Peso Molecular: 100 bp ladder (Gibco BRL). 
/\ - Clone positivo mostrando o produto de PCR com o "primer" RATAGPAl/12-29 e o "primer" interno 
RATAGPA 1/204-187. 
C - Controle: re-amplificação do produto de PCR utilizado como inserto na clonagem de glicoproteína ai
ácida completa usando o "primer" RATAGPA 1/12-29 e "primer" interno RATAGPAl/ 204-187. 

O DNA da banda de env também foi ligado ao vetor pGEM-T Easy e os 
transformantes foram submetidos a triagem através de PCR com os "primers" internos 
MURENV/3.500-17 e MURENV/4.040-23 (usados no seqüenciamento do clone CV2), o 
que permitiu o isolamento de três possíveis clones com o cDNA completo (Figura 12). 
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100 
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Figura 12 - Triagem por PCR de possíveis clones contendo o cDNA completo de env no vetor 
pGEM-T Easy. 
Os clones foram resultantes da ligação do vetor pGEM-T-Easy com o produto de RT-PCR com 
"primers" MURENV/ 1.960-78 e MURENV/4.239-19, correspondente à porção codificante 
completa de en v. Padrão de Peso Molecular: 100 bp ladder (Pharrnacia). 
/\ - Clone positivo mostrando o produto de PCR com os "primers" internos MURENV/3.500-17 e 
MURENV/4.040-23. 
C - Controle: amplificação a partir do clone CV2 com os "primers" internos MURENV/3.500-17 e 
MURENV/4.040-23. 

O seqüenciamento dos clones da glicoproteína a-1-ácida com o "primer" T7 
mostrou a seqüência esperada (Quadro 15). 

A seqüência do cDNA de env clonado em pGEM-T easy foi verificada por 
seqüenciamento automatizado, confirmando a identidade deste cDNA como sendo 
realmente de env (Quadro 16). 

A confirmação das seqüências destes cDNAs permitiu a continuidade da etapa de 
subclonagem nos vetores de expressão pOPI3 / pOPRSVI. A orientação dos cDNAs nestas 
construções foi determinada por clivagem com Bam HI e Psi I. 

Com a subclonagem dos cDNAs e caracterização das 16 construções em pOPI3 / 
pOPRSVI, contendo cada um dos cDNAs nas orientações "sense" ou "antisense", foi 
possível prosseguir na obtenção de linhagens celulares expressando ou reprimindo, de 
maneira induzível, os genes em estudo. "Midipreps" destas construções caracteriz.ados 
foram usados para transfectar células ST 1 Lacl e P7 Lacl. 
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Quadro 15 - BlastN da seqüência do cDNA do gene da glicoproteína ai ácida. 
BlastN (KARLIN e ALTSCHUL, 1990; AL TSCHUL et ai., 1990) da seqüência do clone 9, 
contendo a porção codificante do gene da glicoproteína al ácida amplificada a partir de cDNA de 
células STI. 

9blJ0069611V\TÃGPÃl Rait alphal-acid glycoproteln (I\GP) IIIIN1,, c0111plete oda. 
Length • 770 

Score • 795 bita 14011, Expect • O.O 
IdentitlH • 454/454 ( 10011, Ga1>9 • 0/454 (Ot) 
Strand • Plu• / Pl ... 

Query: 41 9êc99tgcctct9a9tgtcttC99cat99<=9ct9cacat99ttctt9tcgttttgagcct 100 
1 1 1 1 1 1 1 1 li 1 1 1 1 1 1 1 1 1 li 1 1 1 1 li 11 1 li 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 li 1 1 1 1 1 11 1 1 1 

Sbjct: 12 9cC99tgcctct9a9tgtcttC99catggcgct9cacat99ttctt9tc9tttt9a9c:ct 71 

Query: 101 cctgccctt9tt9gaa9ctca9aacccagaacctgccaacatcaccctaggcatacctat 160 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 111 1 1 1 1 1 1 11 1 li 1 111 1 1 111 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct1 72 cctgccctt9tt99aa9ctca9aacccagaacctgccaacatcacccta99catacctat 131 

Query: 161 taccaat9a9accct9aaat99ototca9acaaat9gttttacato99a9ca9ctttccg 220 
1 1 1 1 1 1 1 1 li 1 1 1 1 1 1 li 1 11 1 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 11 111 11 1 1 1 111 1 1 1 1 li 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjot: 132 taccaat9agaccct9aaat99ctctcagacaaat9gttttaoat999a9ca9ctttc:og 191 

Query: 221 agaccccgt9ttcaa9ca9gcagttcaaac9ataca9ac99aatatttttaccttacccc 210 
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 li 111 1 11 1 1 1 11 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 

Sbjct: 192 agaccccgt9ttcaagcaggca9ttcaaa09at•c•9•c99aatatttttaccttaccoc 251 

Query: 281 caactt9ataaacgacacaattgaacttc999agtttca9accaca9a09accagtgt9t 340 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 li li 1 1 1 1 111 1 1 1 111 1 11 1 1 1 11 1 li 111 1 1 1 1 

Sbjct: 252 caactt9ataaacgacacaattgaacttc999agtttcag• ccaca9a09accagtgtgt 311 

·Query: 341 ctataacttcacccatcta99agtccagaga9a9aat999accttatccaagt9tgca99 400 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 li 1 1 1 1 1 1 1 1 1 li 1 111 1 1 1 1 1 li 111 1 1 1 

Sbjct: 312 ctataacttcacccatcta99a9tcca9a9a9a9aat999accttatccaagt9t9cagg 371 

Query, 401 agcagtg••••tctttgcccatttgata9tgct.gaa9• aacat099accttcatgcttgc 460 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 li I li 1 1 1 1 1 1 li 1 1 111 11 1 11 1 1 li 1 1 1 1 1 1 li 1111 1 11 1 1 li 

Sbjct, 371 agcagtg• aa• tctttgcccattt9ata9tgctga•9• a• catg99• ccttcatgcttgc 431 

Qu• ry: 461 ctttaaootgacagatgagaaccgggg9ctgto 494 
11111111111llf111111111fli1111111 

Sbjct: 431 ctttaacctgacagatgaguccgcn9gctgtc 465 

Quadro 16 - BlastN da seqüência do cDNA do gene env. 
BlastN (KARLIN e AL TSCHUL, 1990; AL TSCHUL et ai., 1990) da leitura do seqüenciamento 
automático do cDNA clonado em pGEM-T easy, confirmando a identidade do cDNA de env. 

gblU631331MMU63133 Mus musculus C-type ecotropic endogenous retrovirus, complete 
mRNA 

sequence Length ~ 8274 
Score = 260 bits (131), Expect 
Identities = 153/163 (93%) 
Strand = Plus / Plus 

8e-68 

Query: 1 accgtcctgntgaccacccccaccgctctcaaggtagacggcatctntgcatggatacac 60 
11111111 111111111111111111111111111111111111 1111111111111 

Sbjct: 5678 accgtcctactgaccacccccaccgctctcaaggtagacggcatctctgcatggatacac 5737 

Query: 61 gccgcccacgttaaggcagcgnccacacccccgatnaaaccatcatggagagtncaacgc 120 
11111111111 111111111 1111111111111 11111111111111111 111111 

Sbjct: 5738 gccgcccacgtcaaggcagcgaccacacccccgataaaaccatcatggagagtacaacgc 5797 

Query: 121 tntcaaaaccctttaaaaatcaggttaacccntggggncccct 163 
1 11111111111111111111111111111 11111 11111 

Sbjct: 5798 tctcaaaaccctttaaaaatcaggttaacccgtggggccccct 5840 
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4.6. Estabelecimento de linhagens transfectantes de STl e P7 expressando 
o repressor do Operon Lac de E. coli (Lacl) 

Três senes de transfecções de células P7 com o plasmídeo pCMV-Lacl, e 
subseqüente seleção de transfectantes resistentes a higromicina, permitiram o isolamento de 
72 colônias, que resultaram na obtenção de 53 clones celulares mantidos de maneira estável 
em meio seletivo (resistindo a múltiplas passagens). Das células STl, apenas 7 clones 
estáveis foram obtidos a partir do mesmo número de transfecções (isolando-se, em média, 
15 colônias por transfecção, das quais a maioria se perdeu em duas repicagens). 

Estes 53 clones celulares derivados de P7 e 7 clones celulares derivados de STl 
foram submetidos a triagem através de "dot-blot" para selecionar linhagens celulares 
expressando o repressor Lacl. 

4.7. Verificação da expressão do repressor Lac nos clones resistentes a 
higromicina 

Como controles pos1t1vos na membrana, foram usadas diluições do propno 
plasmídeo pCMVLacl, na falta de RNA de uma linhagem celular expressando níveis 
conhecidos de mRNA do repressor Lac. Foram usados 100 ng, 1 ng e 10 pg, 
correspondendo respectivamente a 50%, 0,5% e 0,005% da fração de mRNA (em tomo de 
200 ng) contido em 1 O µg de RNA total. Como controles negativos foram empregadas 
diluições de RNA de células P7 contendo 10, 1 e 0,1 µg de RNA total (Figura 13). 

Dos 53 clones de células P7 transfectadas com pCMVLacl, sete clones (A4, Bl, B2, 
B3, C8, D12 e E2) exibiram sinal de hibridização quase comparável àquele observado na 
hibridização a 1 ng de pCMVLacl (correspondendo a 1/200 da fração de mRNA presente 
na amostra) e 5 clones (AI, A2, AS, A7 e B7) mostraram sinal ainda mais intenso. Alguns 
clones quase não mostraram sinal de hibridização. 

Dos 7 clones de células STl submetidos à triagem, 3 mostraram expressão do gene 
Lacl ligeiramente superior à observada no controle com 1 O pg de DNA. Os demais 
mostraram expressão igual ou pouco inferior. As expressões verificadas nos clones de ST l 
são, portanto, muito inferiores àquelas obtidas em clones de P7. 

Os controles negativos não mostraram sinal de hibridização em nenhuma das 
quantidades aplicadas, indicando que a hibridização e as condições de lavagem das 
membranas permitiram a detecção específica de transcritos de clones expressando Lacl. 
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A 

B 

c 
D 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

-----
RNA total doo 
clones deP7 
tr~fe~~ 
com pCMVLacI 

E I RNA total doo 
,...._ _______ ___, ._ __________ ____.~ clones de STI 

F tr~fe~~ 

G RN A total de P7 
com pCMVLacI 

H 1 1 

l 
Controle negativo Controle positivo 

Figura 13 - " Dot blot" de RNA para triagem dos clones celulares de P7 e STJ expressando Lacl. 
Clones de P7Lacl (filas A até E, indicadas no painel) e de ST1Lac1 (apenas fila E indicados no 
painel), transfectantes de pCMVLacl. Os controles estão indicados na fila H (HI até H3: 0,1 µg,, 
1 µg e I0µg de RNA total de P7; H 10 até H12: 10 pg, 1 ng e 100 ng de DNA de pCMVLacl). 

Os doze clones que apresentaram os sinais mais intensos nos "dot-blots", sugerindo 
alta expressão de Lacl, foram estocados em nitrogênio. RNA total destes 12 clones foi 
isolado por centrifugação em colchão de cloreto de césio e analisado através de '~orthem
blots" no intuito de confirmar a expressão do repressor através da visualização dos 
transcritos esperados deste gene (um entre 1,5 e 2,0 kpb e outro entre 3,5 e 4,5 kpb segundo 
o manual do sistema LacSwitch). A hibridização com GAPDH no '~orthem" indica que 
quantidades aproximadamente equivalentes de RNA total foram aplicadas em cada canaleta 
do gel (Figura 14b), permitindo comparar diretamente a intensidade da expressão de Lacl 
entre os diferentes clones (Figura 14a). 

Uma nova série de transfecções com pCMV Lacl foi feita nas células STJ para a 
obtenção de mais clones, esperando-se isolar clones com expressão mais elevada do gene 
LacI. 

Após seleção com higromicina, foram tripsinizadas 24 colônias, transferidas para 
placas de 24 poços e crescidas até a confluência. Apenas dez destes clones sobreviveram às 
subseqüentes trocas de meio seletivo e puderam ser usadas para extração de RNA e 
posterior estocagem. 
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RNA total dos clones de células P7Lacl 

• 
a) sonda: Lacl b) sonda: GAPDH 

Figura 14 - "Northern-blot" com os RNAs de 12 clones de células P7 transfectadas com 
pCMVLacl, isolados por seleção com higromicina e apresentando sinais de hibridização intensos no 
"dot-blot" anterior. 
a) Hibridização dos RNAs dos diferentes clones com sonda de Lacl não isotópica. Observam-se 
bandas dos tamanhos esperados dos transcritos descritos no manual do sistema LacSwitch (um entre 
1,5 e 2,0 kb - próximos aos pontos marcando o RNA 28S e outro entre 3,5 e 4,5 kb -próximos às 
marcas do RNA l 8S). 
b) Hibridização dos RNAs dos mesmos clones com sonda controle não isotópica GAPDH (pouco 
abaixo das marcas do RNA I SS). 

A hibridização do RNA dos clones de STI em "slot-blots" com a sonda Lacl 
(Figura 15b) mostrou que em apenas três dos dez clones foi detectado sinal do repressor. 
Apenas um dos clones mostrou expressão em níveis apreciáveis. A hibridização da sonda 
GAPDH (Figura 15a) na mesma membrana indica que quantidades aproximadamente 
equivalentes de RNA total foram aplicadas em cada "slot". 

Das linhagens STJ e P7 analisadas, foi selecionado o clone com a expressão mais 
elevada do repressor Lac, de acordo com a intensidade do sinal de hibridização em "dot
blot" ou "slot-blot". A escolha dos clones com produção mais intensa do repressor baseou
se na capacidade do excesso de repressor reduzir, ao mínimo, a expressão basal do gene sob 
controle do promotor hfürido, (BAIM et ai., 1991 ), liberado apenas com a titulação do 
repressor com IPTG, adicionado ao meio de cultura quando se deseja induzir a expressão. 

Com estas duas linhagens de células disponíveis, que foram denominadas ST1Lacl 
e P7 Lacl, tomou-se possível a execução dos experimentos inicialmente propostos para este 
projeto e para outros que envolvam a expressão induzível de genes clonados nos vetores da 
série pOPI3 ou pOPRSVI, em linhagens STI e P7 derivadas de glioma de rato. 
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RNA total dos clones de células ST1Lacl 

-
~ • -

a) sonda: GAPDH b) sonda: Lacl 

Figura 15 - "Slot blot" de RNA de clones de células STJ transfectadas com pCMV-Lacl e isoladas 
após seleção com higromicina. 
a) Hibridização dos RNAs de I O diferentes clones com sonda controle não isotópica de GAPDH. 
b) Hibridização dos RNAs dos mesmos clones com sonda não isotópica de Lacl. Os dois "slots" 
inferiores são DNAs controles de insertos de Lacl contendo, da esquerda para a direita, 10 e 100 pg, 
respectivamente. 

4.8. Estabelecimento de linhagens de STlLacl e P7 Lacl expressando 
mRNAs "sense" e "antisense" 

A partir das células ST1Lacl e P7Lacl , foram feitas transfecções com as construções 
"sense" e "antisense" nos vetores pOPI3 e pOPRSVI. 

A obtenção de clones celulares a partir das transfecções de células P7 Lacl e 
STJLacl com as construções induzíveis de pOPI3 / pOPRSVI foi mais simples que nas 
transfecções de P7 e STI com o vetor repressor. Uma vez isoladas, as colônias foram 
mantidas facilmente em cultura, em presença de geneticina até atingirem a confluência, 
sendo então usadas para etapas subseqüentes de triagem, ensaios funcionais e 
congelamento. 

A hibridização de sondas correspondentes aos cDNAs, com o RNA dos 
transfectantes derivados de P7Lacl , imobilizados nas membranas dos "dot-blots", mostrou 
diferentes respostas à indução com IPTG. Foram obtidos clones expressando 
constitutivamente o transcrito, clones reprimidos por IPTG e clones adequadamente 
induzidos por IPTG em diferentes intensidades (exemplo na Figura.16) 

67 
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• ·-· Sonda de 

+ • ·• Mt2 

~ 
b) IPTG 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

···-·-··· -- Sonda de 

+ ······~····· GAPDH 

Figura 16 - "Dot-blot" de RNA total de clones de células P7Laci transfectadas com construções 
"sense" de metalotioneína 2. 
a) Hibridização de amostras de RNA de 12 clones celulares diferentes com sonda não isotópica, 
dupla fita , de metalotioneína 2. A seta indica o clone que apresentou maior indução. 
b) resultado da hibridização da mesma membrana com sonda não isotópica de GAPDH. 

No exemplo acima, os sinais de hibridização dos RNAs de transfectantes de P7Lacl 
Mt 2 "sense" com a sonda de metalotioneína 2 estão mostrados. Neste caso, de maneira 
semelhante ao que foi obtido nos demais transfectantes, apenas um clone (correspondente 
ao 8º "dot") mostra indução por IPTG. Outros clones mostram expressão constitutiva 
(clone 2), alta expressão basal do transcrito com repressão deste por IPTG (clones 1, 3, 4, 5, 
6 e 12) e mesmo expressão desprezível ( clones 7, 9, 1 O e 11 ) . 

Na linhagem P7, a super-expressão de construções "sense" é de maior interesse, já 
que a inibição da expressão com construções "antisense" não permitiriam conclusões 
definitivas acerca do papel destes genes na reversão fenotípica de STI. Entretanto, também 
foram feitas transfecções de células P7 Lacl com construções "antisense" e obtidos 
transfectantes. 

No caso dos transfectantes de células P7Lacl contendo construções de 
metalotioneínas "sense" e "antisense", a extração de RNA foi feita a partir de culturas quase 
confluentes por ocasião da adição de IPTG, o que pode ter mascarado a visualização de 
possíveis efeitos fenotípicos da indução ou repressão dos genes clonados como, por 
exemplo, alterações na morfologia das células e na velocidade de crescimento. Assim, não 
foram notados efeitos decorrentes da indução ou repressão destes genes, nesta fase de 
triagem. 

As transfecções de células STllacl com as construções induzíveis de cDNAs 
"sense" e "antisense" também produziram clones celulares, que foram analisados por "dot
blot" com sondas correspondentes ao cDNA transfectado. 
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As células STI parentais apresentam níveis de expressão basal altos para alguns dos 
transcritos analisados, o que pode interferir com a visualização da indução por IPTG. Isto 
fica evidente nos transcritos relacionados ao retrovírus. Esta expressão basal pode levar a 
falsas interpretações no caso dos clones "antisense", por terem sido empregadas sondas de 
fita dupla geradas por "random-priming" e não sondas de fita simples, complementares ao 
transcrito "antisense", que seriam as ideais. 

Para minimizar o efeito da expressão basal, decidiu-se analisar "dot-blots" de 
diluições seriadas dos RNAs extraídos das células induzidas e não induzidas com IPTG 
para cada clone. Desta forma foi possível discriminar níveis mínimos de indução, os quais, 
talvez não pudessem ter sido notados com a hibridização de uma quantidade única de RNA 
na membrana. 

Assim como para os transfectantes de P7Lacl, também foram observadas diferentes 
respostas à indução com IPTG nos transfectantes de STILacl, incluindo muitos clones com 
expressão basal muito alta. Parece haver, também nestes clones, um descontrole da 
expressão que pode dever-se à forma de inserção do plasmídeo no genoma. 

Uma avaliação preliminar dos níveis de expressão de clones com aparente indução 
por IPTG foi feita visualmente, comparando os "dots" de cada clone induzido com os 
"dots" das diferentes diluições de RNA do mesmo clone não induzido. 

A densitometria, essencial para quantificar o nível de indução, foi tentada no 
equipamento ImageMaster VDS (uma câmara CCD acoplada a um transiluminador) mas, 
para a maioria dos filmes, a análise não foi confiável devido à presença de manchas e 
pontos nos filmes de Raios X, que o software interpretou como sinal dos "dots". 

Os resultados de hibridização do RNA de um dos clones transfectantes de ST1Lacl 
com construções "sense" de metalotioneína 1 estão mostrados na Figura 17. A observação 
dos sinais de hibridização nos filmes parece indicar que esse clone celular (clone 3) é 
induzido pelo tratamento com IPTG. Pela comparação dos "dots" das diluições, o nível de 
indução deste clone parece ser de pelo menos duas vezes, sendo compatível com os níveis 
de indução obtidos com o tratamento das células com hidrocortisona (V ALENTINI, 1993; 
VALENTINI e ARMELIN, 1996). 
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a) 

h) 

RNA de células não induzidas RNA de células induzidas com IPTO 

sonda de 
Mtl 

e - • .• - . • sonda de 
GAPDH 

5 2,5 1,25 0,625 5 2,5 1,25 0,625 ug de RNA p/ dot 

STlLacl MTl S3 

Figura 17 - "Dot-Blot" de diluições de RNA total de I clone celular de STllacl transfectada com 
construção "sense" de metalotioneína 1. 
Comparação dos sinais de hibridização das diluições de amostras de RNA total do clone 3 com 
sondas de a) metalotioneína I b) e GAPDH. 

A hibridização dos RNAs de transfectantes de metalotioneína 2 "sense" com a 
respectiva sonda, indicou pelo menos um clone possivelmente induzido por lPTG ( clone 9). 

Dos transfectantes de STJ Lacl com metalotioneína I "antisense" foi obtido um 
clone ( clone 6) com indução por IPTG aparentemente maior que quatro vezes, pela 
comparação visual dos "dots". 

Dos transfectantes de STJ Lacl com metalotioneína 2 "antisense" dois clones (clones 
5 e 9) mostraram ser induzidos por IPTG (Figura 18). 

RNA de células não induzidas RNA de células induzidas com IPTG 

a) • ... • • sonda de 
Mt1 

h) - • - .• - . sonda de 
GAPDH 

<.· ) 

cl) - - • 
2,5 1,25 0,625 

- • 
- - . 

• • 

--· 
sonda de 

Mt2 

sonda de 
GAPDH 

2,5 1,.25 0,625 ug de RNA pi dot 

Figura 18 - "Dot-Blot" de diluições de RNA total dos clones de células STILacI 
transfectadas com construções "antisense" de metalotioneína 2. 
Comparação dos sinais de hibridização das diluições de amostras de RNA total do clones 5 
e 9 com sondas de metalotioneína 2 { a) e c) e GAPDH { b) e d). 
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Células STI parentais também foram transfectadas com construções de cDNAs em 
pOPI3, na ausência do plasmídeo que codifica a proteína repressora Lacl, para uso como 
controles de expressão constitutiva. Nestas condições, foram isolados 6 transfectantes de 
cada construção após uma primeira seleção com Geneticina. Na ausência do plasmídeo 
repressor, células STI contendo construções "antisense" de metalotioneínas 1 e 2 não 
resistiram às sucessivas passagens em meio seletivo, a despeito da facilidade com que 
foram estabelecidas na presença do plasmídeo repressor (Quadro 17). Estes dados podem 
indicar um papel crítico da expressão basal das metalotioneínas na sobrevivência destas 
células derivadas de C6 em cultura. 

Quadro 17 - Viabilidade de transfectantes de STI expressando constitutivamente os cDNAs em 
estudo ao longo de 2 a 3 passagens. 
As construções usadas foram de p0PI3, na ausência do vetor que expressa o repressor Lacl. Nesta 
situação, a expressão destes genes é constitutiva. 

Construções Clones isolados Clones sobreviventes 
Metalotioneína 1 "sense" 6 5 
Metalotioneína 1 "antisense" 6 o 
Metalotioneína 2 "sense" 6 6 
Metalotioneína 2 "antisense" 6 o 
a-1-ácida "antisense" 6 4 

env "antisense" 6 3 

Os ensaios de crescimento em suspensão de agarose foram conduzidos com clones 
de células derivadas de P7 e de STI contendo construções induzíveis de metalotioneína 1 e 
2. Em paralelo, foram feitas culturas em substrato sólido para verificar possíveis alterações 
na morfologia das células ou na sua forma de crescimento. 

A observação da linhagem STllacl (expressando o repressor Lad), que deu origem 
às outras linhagens celulares aqui mostradas, indica que não houve alteração na resposta 
destas células à hidrocortisona, tanto no crescimento em suspensão quanto em substrato 
sólido. O comportamento da linhagem STl parental frente à hidrocortisona foi mantido 
nesta linhagem, ou seja, as células STILacl formam colônias em suspensão de agarose na 
ausência de hidrocortisona mas não na presença deste hormônio. Em substrato sólido, na 
ausência de hidrocortisona, as células exibem o mesmo aspecto transformado característico 
de STI, que é também revertido com o tratamento. Para a linhagem celular STILacl, a 
adição de IPTG não altera as características de crescimento das células em monocamada ou 
em suspensão nem interfere com o efeito de hidrocortisona nestas duas condições de 
cultura (dados não mostrados). 

Para a linhagem STILacIMTIA, expressando metalotioneína 1 "antisense", a 
cultura em agarose na ausência de hidrocortisona também produz colônias, tanto na 
ausência quanto na presença de IPTG (Figura 19e e 19g), da maneira prevista. Assumindo 
que a expressão aumentada de metalotioneína 1 ( decorrente do tratamento com 
hidrocortisona) deveria reduzir a capacidade de crescimento das células em agarose, a 
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inibição desta expressão pelo "antisense" deveria restaurar esta capacidade. Nas culturas 
desta linhagem, mantidas na presença de hidrocortisona e IPTG simultaneamente, isto não 
foi observado (Figura 19h). Na cultura em substrato sólido com este mesmo tratamento, 
também não se observou a restauração do fenótipo transformado, que seria esperada no 
caso de metalotioneína 1 ter papel na reversão fenotípica (Figura 19d) . 
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sólido 

Não tratada 

Hidroc ortisona 

IPTO 

Hidrocortisona 
+ 

IPTO 
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... ;. • .. 
• • o ... 

• 

Suspensão 
em agarose 

Figura 19 - Crescimento de ST1Lacl MTIA (clone 7) sobre substrato sólido e em suspensão de 
agarose. 
Ensaio de crescimento em monocamada (48 horas) e em suspensão (20 dias) para as células 
STlLacl MTIA (expressando Metalotioneína l "antisense") submetidas a diferentes tratamentos: 
Não tratadas (controle); Hidrocortisona 100 nglmL; IPTG 5 mM; Hidrocortisona 100 nglmL + 
IPTG 5 mM. 

A linhagem STllad MT2A, expressando o transcrito "antisense" de metalotioneína 
2, também responde a hidrocortisona, isoladamente, de maneira idêntica à célula parental, 
tanto sobre substrato sólido quanto em suspensão (Figura 20 a , 20b e 20f). Quando 
cultivada em monocamada na presença de IPTG (Figura 20c), observa-se uma redução no 
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número de células em divisão e um achatamento, que lembram a mudança observada com o 
tratamento com hidrocortisona. Esta observação contraria o esperado e, supondo-se funções 
semelhantes para metalotioneína 1 e 2, contrapõe-se ao observado na linhagem expressando 
o transcrito "antisense" de metalotioneína 1, (Figura 19c ). Na presença simultânea de IPTG 
e hidrocortisona porém, o efeito do hormônio é abolido e as células exibem o mesmo 
padrão transformado de crescimento das células sem qualquer tratamento (Figura 20d), 
como esperado. Em suspensão, no entanto, a presença de IPTG não altera a capacidade da 
célula formar colônias, nem tampouco interfere no efeito de hidrocortisona em inibir sua 
formação (Figura 20g e 20h). Novamente o padrão de crescimento em monocarnada não 
mostra paralelo com a capacidade de formar colônias em agarose. 
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Figura 20 - Crescimento de ST1Lacl MT2A (clone 12) sobre substrato sólido e em suspensão de 
agarose. 
Ensaio de crescimento em monocamada (48 horas) e em suspensão de agarose (20 dias) para células 
ST1Lacl MT2A (expressando Metalotioneína 2 "antisense") submetidas a diferentes tratamentos: 
Não tratadas (controle); Hidrocortisona 100 ng/mL; IPTG 5 mM; Hidrocortisona 100 ng/mL + 
IPTG5 mM. 
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A observação da linhagem P7Lacl em cultura também mostra que não houve 
alteração visível na resposta destas células a hidrocortisona, em suspensão ou monocamada. 
As células P7Lacl, como a linhagem parental P7, possuem a capacidade de formar colônias 
em agarose, na presença ou ausência de hidrocortisona e seu aspecto em monocamada é o 
mesmo nas duas condições. 

A linhagem P7Lacl MT2Al0 (mostrada na Figura 21), expressando o transcrito 
"antisense" de metalotioneína 2, mostram, o mesmo fenótipo característico da linhagem 
parental: formação de colônias em agarose (Figura 21 e e 21 f) e aspecto transformado em 
monocamada, na presença ou ausência de hidrocortisona (Figura 21a e 21b). Neste clone, a 
adição de IPTG não causa qualquer alteração morfológica ou na sua capacidade de formar 
colônias. Esta observação coincide com o esperado, já que a expressão da proteína 
metalotioneína induzida pelo hormônio, no caso das células P7 mostra-se insuficiente para 
reverter o fenótipo de tumoral para normal. A expressão do transcrito "antisense" induzida 
por IPTG, reduzindo a expressão da proteína metalotioneína, deve manter este fenótipo 
(Figura 21d e 21h). 

Os ensaios de crescimento em suspensão na presença e ausência de hidrocortisona e 
indutor foram repetidos com outros clones de células STllacl e P7Lacl contendo 
construções "sense" e "antisense" dos genes em estudo, sem a observação dos efeitos 
esperados de mudança no padrão de crescimento em cada condição. 

Apesar de o número de clones resistentes a Geneticina obtido em todas as 
transfecções ter sido elevado, a coleta inicial foi limitada a 12 clones, uma vez que o 
manual LacSwitch II sugere a triagem de apenas 1 O clones por construção. Estes números 
mostraram-se insuficientes para a produção de quantidade satisfatória de clones para os 
ensaios funcionais, principalmente levando-se em conta a necessidade de analisar múltiplos 
clones para verificar se o efeito biológico é observado de maneira consistente ( ou, ainda, 
dependente do rúvel de expressão obtido). A freqüência com que foram obtidas linhagens 
celulares reguladas de maneira adequada por IPTG foi muito baixa para todos os cDNAs 
clonados ( 1 a 2 clones em 12 clones analisados por construção) e, ainda, os níveis de 
indução e de expressão observados nesta triagem foram baixos para a maioria das 
construções. 

Com o intuito de obter clones com maiores níveis de indução e expressão, optou-se 
por empregar, em paralelo, um outro sistema induzível, no qual a expressão regulada é 
melhor documentada na literatura. 

Para permitir a análise de maior número de clones, selecionando as linhagens mais e 
melhor reguladas, decidiu-se também empregar outra metodologia de triagem. 
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Figura 21 - Crescimento de P1LacI MT2A (clone 10) sobre substrato sólido e em suspensão de 
agarose. 
Ensaio de crescimento em monocamada (48 horas) e em suspensão de agarose (20 dias) para as 
células P7LacIMT2A - clone 10 - (expressando Metalotioneína 2 "antisense") submetidas a 
diferentes tratamentos: Não tratadas (controle); Hidrocortisona 100 ng/mL; IPTG 5 mM; 
Hidrocortisona 100 ng/mL + IPTG 5 mM. 
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4.9. Estabelecimento de linhagens de células STl e P7 expressando 
mRNAs "sense" e "antisense" através de vetores retrovirais 

4.9.1. Subclonagem dos cDNAs em pRetro-On 

O vetor escolhido foi pRetro-On (Clontech), no qual a expressão do transgene é 
controlada por um elemento responsivo a tetraciclina (TRE derivado do transposon Tn 1 O). 

O esqueleto do vetor pRetro-On (Quadro 8) é derivado do vírus da leucemia murina 
de Moloney (MoMuL V). O L TR 5' do vírus controla a expressão do transcrito que contém 
um sinal de empacotamento virai modificado (w+) e o gene de resistência a puromicina 
(puro') para seleção. O vetor pode ser transfectado em células empacotadoras (gag+, po(, 
env +;.) para a produção de partículas retrovirais infecciosas mas incompetentes para a 
replicação (MILLER e ROSMAN, 1989; AUSUBEL et ai., 1999), uma vez que o transcrito 
empacotado nas partículas não contém os genes virais que permitem a formação de novas 
partículas nas células infectadas. 

Neste sistema, diferentemente dos outros sistemas Tet (desenvolvidos a partir do 
trabalho de GOSSEN e BUJARD, 1992) ou mesmo de outros sistemas induzíveis, os 
elementos de transativação (rtTa) e de resposta (TRE) estão contidos no mesmo vetor, 
eliminando a necessidade de gerar, seqüencialmente, linhagens celulares expressando o 
transativador e contendo o cDNA clonado, evitando a execução de "screenings" separados 
para verificar a expressão da proteína controladora e do transgene sob seu controle. 

O emprego de puromicina como agente seletivo também é vantajoso. A literatura 
menciona que a seleção com esta droga é extremamente rápida e eficiente, não se 
observando "background" de sobrevivência em células não infectadas / transfectadas. 

A elaboração das construções de pRetro-On contendo os cDNAs de Metalotioneínas 
1 e 2, da glicoproteína a-1-ácida e de env foi muito simples, pois os sítios de restrição Not 
I, gerados nas construções intermediárias necessárias à clonagem destes cDNAs em pOPI3, 
puderam ser diretamente empregados para subclonagem neste vetor. A determinação da 
orientação dos cDNAs neste vetor foi feita por clivagem com BamH 1, da mesma forma que 
com pOPB e pOPRSVI. 

A produção das partículas virais no sobrenadante de cultura das células <j>nx 
transfectadas com as diferentes construções de cDNAs foi muito eficiente, como foi 
verificado na titulação em células NIH-3T3 (Quadro 18), obtendo-se títulos da mesma 
ordem de grandeza para todos os cDNAs, com ambos os tipos de células empacotadoras 
empregadas. 

76 



Quadro 18 - Títulos (colônias puro' em NIH-3T3) de retrovírus obtidos a partir da transfecção de 
células empacotadoras <j,nx Ampho e <j,nx Eco com construções de vetores derivados de retrovírus 
contendo os cDNAs dos genes em estudo. 

Títulos determinados atavés da 
Construção de pRetro-On infecção de NIB-JTJ com 

retrovírus (x106
) 

Anfotrópico Ecotróoico 

1-Mtl "sense" 8 7 

2-Mtl "antisense" 7 8 

3-Mt2 "sense" 6 8 

4-Mt2 "antisense" 7 7 

5 - a.-1-ácida "sense" 4 3 

6 - a.-1-ácida "antisense" 6 6 

7- env "sense" 6 5 

8-env "antisense" 6 4 

4.9.2. Infecção de células STl e P7 com retrovirus recombinantes 

Para a infecção das células ST 1 e P7 com os retrovírus gerados, foi inicialmente 
necessário determinar a concentração de puromicina necessária para a seleção das células 
na ausência do gene de resistência à droga. Após 1 O dias de cultura na presença da droga, 
foi possível determinar a sensibilidade das células STI e P7. 

A concentração de puromicina necessária para a seleção de clones de células P7 foi 
de 1,0 µg/mL, observando-se perda de viabilidade das células nesta concentração em 
menos de 3 dias, mesmo com a remoção da droga e troca do meio de cultura. Para STI, a 
concentração da droga necessária para o mesmo efeito foi de 5,0 µg/mL. Estas foram as 
concentrações empregadas para a seleção das células infectadas com as construções 
retrovirais. 

A infecção das células STI com os retrovírus gerados foi bastante eficiente para a 
maioria das construções (Quadro 19), permitindo o isolamento de um grande número de 
clones, de maneira relativamente uniforme para os diferentes cDNAs ou tipo de envelope 
(anfotrópico ou ecotrópico) empregados no empacotamento. Foi observada uma eficiência 
ligeiramente maior para as infecções com vírus anfotrópico. Em todos os casos, a coleta de 
clones foi limitada a 96 colônias no caso das infecções que produziram número maior que 
este. Foi observado um número ligeiramente reduzido de clones com a construção "sense" 
da glicoproteína a.-1-ácida (com qualquer dos dois envelopes). 
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No caso das células P7, algumas infecções produziram número reduzido de clones 
para certo tipo de envelope em algumas das construções e elevado em outras. Algumas das 
infecções com vírus contendo construções, como env "sense", produziram poucas colônias 
em P7, independente do envelope empregado, fato não observado em STI. Não se 
observou um padrão de "preferência" de envelope para estas células, mas, curiosamente, a 
infecção mais eficiente para certo par construção/envelope no caso das células STl foi a 
menos eficiente para P7. 

Vale observar que estes clones foram selecionados e mantidos na ausência do 
indutor Doxiciclina, o que indica que qualquer efeito decorrente de expressão de cada 
cDNA deva ser devido a um "escape" na regulação da expressão ou a algum efeito 
inesperado da simples presença de determinado cDNA na célula. 

O Quadro 19 abaixo resume o número final de clones sobreviventes mantidos até a 
etapa de triagem. O número de clones perdidos ao longo de sua manutenção (trocas de meio 
de cultura e repiques) durante a etapa de triagem foi desprezível, o que indica a estabilidade 
inerente à forma como os retrovírus introduzem material genético nas células infectadas. 

Quadro 19 - Clones (puro r+) isolados de células STl e P7 infectadas por retrovirus contendo 
construções induzíveis de pRetro-On com os diferentes cDNAs. 

Construção de No. de clones resultantes de No. de clones resultantes de 
PRetro-On STl infectada por retrovírus P7 infectada por retrovírus 

Anfotrópico Ecotrópico Anfotrópico Ecotrópico 
1-Mtl "sense" 90 80 7 44 
2-Mtl "antisense" 95 75 7 56 
3-Mt2 "sense" 89 83 26 71 
4-Mt2 antisense" 83 89 14 82 
5 - a-1-ácida "sense" 50 29 33 46 
6 - a-1-ácida "antisense" 90 69 80 45 
1-env "sense" 60 85 16 15 
8- enl' "antisense" 92 95 85 33 

4.9.3. Padronização do ensaio de expressão para triagem de clones celulares 

A triagem para identificação dos clones celulares adequadamente induzíveis, foi 
feita usando uma modificação do método de ELISA imunocitoquímico (MICE -
"Microtiter ImmunoCytochemical ELISA) (de la MONTE et ai., 1999). Esta metodologia 
já havia sido empregada, entre outras finalidades, para o "screening" de expressão 
diferencial de proteínas expressas no sistema LacSwitch II ( de la MONTE et ai., 1998) . 
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A relação entre a absorbância da reação com os anticorpos e a absorbância devida à 
coloração com Coomassie, permite estimar a expressão relativa da proteína em estudo em 
termos equivalentes a "expressão por célula" - "MICE Index" - (de la MONTE et ai., 
1999). Além disso, a medida da absorbância da coloração com "Coomassie Brilliant Blue" 
reflete a densidade celular, podendo indicar se os tratamentos (no nosso caso, a possível 
indução de expressão) causam algum efeito no crescimento das células. 

A padronização do teste, através da escolha dos anticorpos pnmanos, de suas 
concentrações e da concentração de uso do anticorpo secundário foram determinadas por 
"block titration", de modo a permitir a maior discriminação possível entre os sinais da 
reação de células tratadas e não tratadas (Gráfico 3). As diluições de cada anticorpo que 
apresentaram maiores diferenças de "MICE Index", entre células tratadas e não tratadas 
com hidrocortisona, foram empregadas posteriormente para a triagem de clones regulados. 
Nestas condições de ensaio padronizadas, o "MICE Index" permitiu discriminar as 
alterações na expressão pelo tratamento com hidrocortisona, com intervalo de confiança 
maior que 95% para todas as proteínas analisadas. 

Ensaios preliminares confirmaram a capacidade do MICE em detectar o aumento de 
expressão das proteínas em exame nas células STI tratadas com hidrocortisona (Gráfico 4). 
A coloração de Coomassie, por sua vez, mostra o efeito de inibição de crescimento 
observado em células STI tratadas com hidrocortisona. 

Foram analisados 24 clones de células STI infectadas com retrovirus contendo cada 
tipo de construção de cDNA nas orientações "sense" e "antisense". 

No caso das células contendo construções "sense", o objetivo do ensaio foi 
identificar os clones nos quais ocorre aumento de expressão na cavidade contendo o 
indutor, em comparação com a cavidade contendo apenas o meio de cultura (nível basal). 
Procurou-se obter clones com expressão provocada pelo indutor tão alta quanto aquela 
observada na cavidade contendo as células tratadas com hidrocortisona. 

Para os clones "antisense", procurou-se identificar clones nos quais a expressão 
observada na cavidade contendo o indutor e hidrocortisona é reduzida, em comparação com 
aquela contendo apenas hidrocortisona. Neste caso, o clone ideal deve mostrar o 
restabelecimento de níveis de expressão equivalentes ao basal, verificado na cavidade 
contendo meio de cultura sem aditivos, inibindo a expressão induzida por hidrocortisona. 
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Gráfico 3 - Padronização da diluição de uso dos anticorpos no ELISA imunocitoquímico (MICE). 
a), c), e) Expressão relativa das proteínas env, glicoproteína a-1-ácida e metalotioneínas, 
respectivamente, em células STJ sem tratamento (c) e tratadas com hidrocortisona 100 nglmL (hy). 
MICE INDEX corresponde à razão entre a absorbância da imuno-reação e a absorbância da 
coloração de Coomassie, que indica densidade celular. 
b), d), t) Absorbância da coloração de Coomassie indica densidade celular na ausência (c) e 
presença de hidrocortisona 100 nglmL. (hy) em cada pocinho. 
A cada gráfico de MICE INDEX corresponde o gráfico ao lado, de Coomassie. 
Obs: O quadro azul marca a diluição do anticorpo selecionada para a etapa de triagem. 
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Gráfico 4 - Expressão relativa de metalotioneínas, glicoproteína a.-1-ácida e env em células STJ 
(linhagem parental) atTavés de ELISA imunocitoquímico (MICE) entre células tratadas e não 
tratadas com hidrocortisona. 
Notar aumento de expressão das proteínas env, glicoproteína a.-1-ácida e metalotioneínas (MICE -
gráficos superiores) e inibição de crescimento (Coomassie - gráficos inferiores) nas células tratadas 
com hidrocortisona (Hy) em relação às células controle(C), sem tratamento 
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No caso dos clones contendo construções "sense", de maneira geral, os níveis de 
expressão induzível obtidos foram menores que os observados nas células tratadas com 
hidrocortisona. Para os clones contendo construções "antisense", a adição do indutor foi 
capaz de produzir decréscimo observável nos níveis de proteína detectada, chegando, em 
alguns casos, a restituir a expressão a níveis próximos do basal ou menores como previsto 
para um "antisense" funcional. 

Observando estes parâmetros, foi selecionado um clone de cada um dos tipos de 
construção. 
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Os clones contendo construções "sense", quando induzidos, apresentaram níveis de 
expressão maiores que os níveis basais das células não tratadas e, apenas para o clone da 
glicoproteína a.-1-ácida, esta expressão foi ligeiramente maior que a das células tratadas 
com hidrocortisona. Todos os clones "sense" apresentaram menor densidade celular quando 
tratadas com o indutor. Apenas o clone de glicoproteína a.-1-ácida exibiu densidade 
ligeiramente menor do que a observada nas células tratadas com hidrocortisona (Gráfico 5). 

Gráfico 5 - Expressão relativa e densidade celular de clones ·de células STJ contendo construções 
"sense" induzíveis, selecionados na triagem por MICE. 
a) Expressão relativa (MICE) de Metalotioneína 1 e 2, Glicoproteína a-1-ácida e env. 
b) Densidade celular (Coomassie) dos clones de células STJ "sense" selecionados para os ensaios 
funcionais. 
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Os clones contendo construções "antisense", quando induzidos, apresentaram níveis 

de expressão menores, inclusive, que os níveis basais das células não tratadas (Gráfico 6). 
Além disto, na presença de hidrocortisona, a indução dos "antisense" foi capaz de reduzir 
os níveis das proteínas em relação ao tratamento com o hormônio. O aumento da densidade 
celular quando induzida a expressão das construções "antisense" foi observado apenas nos 
clones das Metalotioneína 1 e 2. 
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Gráfico 6 - Expressão relativa e densidade celular de clones de células STI contendo construções 
"antisense" induzíveis, selecionados na triagem por MICE. 
(a) Expressão relativa (MICE) de Metalotioneínas I e 2, Glicoproteína a.-1-ácida e env. 
(b) Densidade celular (Coomassie) dos clones de células STI "antisense" selecionados para os 
ensaios funcionais. 
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Os clones isolados de P7 foram submetidos ao mesmo processo de triagem, nas 
condições de ausência e presença de hidrocortisona e/ou indutor, para seleção dos clones 
melhor regulados. Da mesma forma que para STI, com base dos resultados do MICE, foi 
obtido um pequeno número de clones induziveis que apresentaram certa variedade de 
respostas de crescimento celular associada a níveis semelhantes de expressão. Este fato, 
aliado à ausência de resultados conseguidos com os clone de STI (seção 4.1 O.) nos levou a 
não prosseguir os experimentos com estes clones celulares derivados de P7. 

4.10. Ensaio de crescimento em suspensão de agarose 

Cada um dos clones de células STI selecionados, contendo construções induzíveis 
"sense" e "antisense" dos cDNAs de Metalotioneina 1, Metalotioneína 2, Glicoproteína a
i-ácida e env, foram avaliados em ensaios de crescimento em suspensão de agarose na 
presença de hidrocortisona e/ou indutor. 
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Nos clones contendo as construções "sense" e tratados com indutor, ou seja, 
induzindo-se a expressão das proteínas correspondentes aos genes clonados, houve 
crescimento dos clones em suspensão de agarose, de maneira semelhante à observada nas 
células não tratadas (controle). 

Já nos clones contendo as construções "antisense", tratados com hidrocortisona e 
indutor, para os quais se espera a inibição da expressão das proteínas induzidas por 
hidrocortisona, não ocorreu a formação de colônias, tal qual na linhagem patental. 

4.11. Triagem funcional 

Nas células STI transfectadas com os vetores induzíveis, o emprego do esquema 
tradicional de determinação de função via super-expressão (isolamento de clones -
triagem/análise de expressão - ensaio funcional) não permitiu verificar qualquer efeito dos 
genes em estudo no fenômeno de reversão fenotípica, tomando necessária outra estratégia 
de análise. 

Células STILacl e P7Lacl foram transfectadas com as construções "sense" e 
"antisense" e mantidas na presença de Geneticina por 4 dias. O "pool" de células 
transfectadas e brevemente selecionadas foi tripsinizado, sendo as células viáveis contadas 
com azul de Trypan e divididas para plaqueamento em suspensão de agarose nas quatro 
condições descritas anteriormente (sem tratamento, hidrocortisona, indutor e indutor + 
hidrocortisona; 5.000 células por condição). O crescimento das colônias em cada condição 
foi registrado para cada série de transfectantes com as diferentes construções de cDNAs. 

Nos ensaios realizados com células STILacl transfectandas com construções 
"sense" (Figuras 22, 23, 24 e 25, painéis superiores), não foi observado o crescimento de 
colônias na presença de hidrocortisona ou de hidrocortisona + IPTG, conforme o previsto. 
O plaqueamento das transfecções feitas com construções "sense" de env e de 
metalotioneína I (Figuras 22) produziram número inferior de colônias com IPTG 
adicionado ao meio de cultura, em relação à condição controle. Para os transfectantes 
" sense" de metalotioneína 2 (Figuras 23) e da glicoproteína cx-1-ácida (Figuras 24), o 
crescimento de colônias foi praticamente o mesmo na ausência e presença de IPTG. 

Nas células STILacl transfectadas com construções "antisense" (Figuras 22, 23, 24 
e 25, painéis inferiores), foi observado o crescimento de colônias na presença de 
hidrocortisona e de hidrocortisona + IPTG para todos os cDNAs. O crescimento de 
colônias na presença de hidrocortisona foi expressivo para a glicoproteína cx-1-ácida (120) 
(Figuras 24), metalotioneína I (71) (Figuras 22) e 2 (37) (Figuras 23), indicando o 
"vazamento" de expressão observado freqüentemente nos "dot-blots" vistos anteriormente. 

Nos ensaios de crescimento em suspensão de agarose feitos com STllac/, a 
eficiência de plaqueamento variou de 30 a 41 % entre os diferentes transfectantes não 
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tratados (com as células não transfectadas exibindo eficiencia de plaqueamento de 34%) 
(Quadro 20). 

Metaloti.oneína 1 "sense" 
e 

•• :(- : 

•• IRTG 
;' t ... 

,lf 'f(• 
'.,.. . ,·. 

Hy IPTo+Hy 

Metaloti.onema 1 "anti.sense" 

Figura 22 - Crescimento em suspensão de agarose de células ST llacl transfectadas com 
construções de Metalotioneína 1. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células STILacl transfectadas 
com construções "sense" e "antisense"de Metalotioneína 1 em pOPRSVI. 
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Figura 23 - Crescimento em suspensão de agarose de células STllacl transfectadas com 
construções de Metalotioneína 2. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células STllacl transfectadas 
com construções "sense"e "antisense"de Metalotioneína 2 em pOPRSVI. 
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Figura 24 - Crescimento em suspensão de agarose de células ST1Lacl transfectadas com 
construções de Glicoproteína a-1-ácida. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células STILacl transfectadas 
com construções "sense"e "antisense"da Glicoproteína a-1-ácida em pOPRSVI. 
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Figura 25 - Crescimento em suspensão de agarose de células STll..acl transfectadas com 
construções de env. 
Ensaio de suspensão de agarose e Triagem funcional de clones de células STI.Lacl transfectadas 
com construções "sense" e "antisense" de env em pOPRSVI. 
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Quadro 20 - Ensaio de crescimento em suspensão de agarose de células STllacl transfectadas com 
construções "sense" e "antisense" em pOPRSVI. 

Crescimento em suspensão em agarose do pool 
de células STllacl transfectadas com construções em pOPRSVI 

Controle trratamento No. de colônias Eficiência de 
Plaaueamento (%) 

:Controle 1706 34, 12 
STlLacl IHv o o 

lrPTG 1755 35, 10 
IHY + IPTG o o 

Construção tf ratamento No. de colônias 
tontrole 2102 42,04 

Mtl IHv o o 
"sense" IIPTG 1878 35,56 

IHv + IPTG o o 
K:ontrole 1792 35,84 

Mtl IHv 71 1.42 
"antisense" IIPTG 1844 36,88 

IHv + IPTG 64 1.28 
K:ontrole 1501 30,02 

Mt2 IHv o o 
"sense" IIPTG 1490 26,80 

IHv + IPTG o o 
Controle 2061 41,22 

Mt2 Hv 37 0,74 
"antisense" IPTG 1641 32,82 

Hy + IPTG 55 1,10 
Controle 1877 37,54 

Glicoproteína alfa-1-ácida Hv o o 
''sense" IIPTG 1861 37,22 

IHv + IPTG o o 
K:ontrole 1604 32,08 

Glicoproteína alfa-1-ácida IHv 120 2,40 
"antisense" IIPTG 1656 33, 12 

IHv + IPTG 139 2,78 
:Controle 1320 26,40 

env IHY o o 
"'sense" IIPTG 1293 25,86 

IHv + IPTG o o 
:Controle 1530 30.60 

env IHv 25 0.50 
"antisense" IIPTG 1344 26,88 

IHv + IPTG 7 0,14 

Nota: Para a análise de significância estatística, foram tomados como base a média e o desvio padrão das eficiências de 
plaqueamenlo detenninaclas para as células parentais ST!Lad na condição controle e IPTG . . Alterações de eficiência de 
plaqueamento maiores que 1,38% são significativas com 95% de intervalo de confiança. 
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Para os plaqueamento das células P7Lacl transfectadas, por outro lado, foi 
observada uma dramática variedade de respostas à presença dos cDNAs, à adição do 
indutor e mesmo de hidrocortisona. Enquanto as células não transfectadas mostraram 
eficiência de plaqueamento de 31,5% ( em média), entre os transfectantes foram obtidas 
eficiências de plaqueamento que variaram entre 4,8 e 45% (na condição controle) (Figuras 
26, 27, 28 e 29 e Quadro 21). 

Nas células P7Lacl transfectadas com construções "sense" de metalotioneína 1, foi 
observada redução expressiva no número de colônias crescidas na presença de IPTG, em 
relação ao plaqueamento controle, com eficiência de plaqeamento passando de 18,5% para 
8,5%. Diferentemente, nos plaqueamentos de transfecções feitas com construções de 
metalotioneína 2 "sense", foi observado um aumento na eficiência de plaqueamento na 
indução com IPTG em relação ao controle (de 6,3% para 16,l¾)(Quadro 21). 

Apesar destas diferenças, nas transfecções feitas com as construções "sense" das 
metalotioneinas, a presença conjunta de IPTG e hidrocortisona produziu redução na 
eficiência de plaqueamento quando comparada com indução com IPTG (de 8,5% para 5,8% 
para Mt 1 "sense" e de 16, 1 % para 10,8% para Mt2 "sense"). Este efeito do tratamento de 
hidrocortisona não é observado quando comparamos o tratamento com hidrocortisona em 
relação ao controle (Quadro 21). 

Na transfecção feita com a construção "sense" da glicoproteína a-1-ácida em 
P7LacI, a indução dessa construção por IPTG causou um considerável aumento no número 
de colônias crescidas em relação ao controle (variando a taxa de eficiência de 
plaqueamento de 4,84% para 8,28%) (Quadro 21). 

Em P7 Lacl, os plaqueamento das transfecções feitas com a construção "sense" de 
env, na presença de IPTG, resultaram numa grande redução do número de colônias em 
comparação ao controle (reduzindo de 43,9% para 19,9% a eficiência de plaqueamento). 

Estes ensaios com as construções "sense", por terem sido feitos com um "pool" 
heterogêneo, permitem observar redução no número de colônias crescidas na presença de 
indutor sem, no entanto, abolir por completo seu crescimento, o que mimetizaria o efeito 
dramático de hidrocortisona observado nas células STI. 

Possíveis diferenças na eficiência de transfecção e seleção nos "pools" e na 
expressão a partir de cada construção podem não permitir a comparação imediata entre 
transfectantes de séries de plaqueamentos diferentes ou contendo cDNAs diferentes. 
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Metaloti.oneína 1 "sense" 

Metaloti.oneína 1 "anti.sense" 

Figura 26 - Crescimento em suspensão de agarose de células P7Lacl transfectadas com construções 
de Metalotioneina 1. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células P7 Lacl transfectadas 
com construções "sense"e "antisense" de Metalotioneína l em pOPRSVI. 
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Metalotioneína 2 "sense" 

Metalotioneína 2 "antisense" 

Figura 27 - Crescimento em suspensão de agarose de células P7Lacl transfectadas com construções 
de Metalotioneína 2. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células P7Lacl transfectadas 
com construções "sense"e "antisense"de Metalotioneína 2 em pOPRSVI. 
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Glicoproteína alfa-1-ácida "sense" 

Glicoproteína alfa-1-ácida "antisense" 

Figura 28 - Crescimento em suspensão de agarose de células P7Lacl transfectadas com construções 
de G licoproteína a-1-ácida. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células P7Lacl transfectadas 
com construções "sense"e "antisense"da Glicoproteína a-1-ácida em pOPRSVI. 
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Figura 29 - Crescimento em suspensão de agarose de células P7 Lacl transfectadas com construções 
de env. 
Ensaio de suspensão de agarose para triagem funcional de clones de células P7 Lacl transfectadas 
com construções "sense" e "antisense" de env em pOPRSVI. 
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Quadro 21 - Ensaio de crescimento em suspensão de agarose de células P7Lacl transfectadas com 
construções "sense" e "antisense" em pOPRSVI. 

Crescimento em suspensão em agarose do pool 
De células P7 Lacl transfectadas com construções em pOPRSVI 

Controle trratamento No. de colônias Eficiência de 
olaaueamento (%) 

tontrole 1574 31 ,48 
P1Lacl IHv 1455 29,10 

~PTG 1611 32,22 
IHv + IPTG 1508 30,16 

Construção trratamento INo. de colônias 
tontrole 927 18.54 

Mtl IHv 909 18, 18 
"sense" llPTG 423 8,46 

IHv + IPTG 289 5,78 
tontrole 397 7,94 

Mtl IHv 377 7,54 
"antisense" IIPTG 423 8.46 

Hv+ IPTG 539 10.78 
Controle 316 6.32 

Mt2 IHY 354 7,08 
"sense" IIPTG 803 16,06 

Hv + IPTG 541 10,82 
tontrole 1206 24, 18 

Mt2 Hv 1087 21.74 
"antisense" IIPTG 1311 26,22 

IHv + IPTG 468 9.36 
Controle 242 4,84 

Glicoproteína alfa-1-ácida IHv 287 5.74 
"sense" lIPTG 414 8.28 

IHv + IPTG 354 7.08 
2ontrole 2262 45,24 

Glicoproteína alfa-1-ácida Hv 1353 27,06 
"antisense" lIPTG 962 19.24 

11--Iv + IPTG 608 12.16 
:Controle 2197 43.94 

env [Hy 865 17.30 
"sense" IIPTG 995 19.90 

IHv + IPTG 1159 23, 18 
Controle 1676 33,52 

env IHv 954 19.08 
"antisense" ILPTG 1265 25,30 

IHy + IPTG 1406 28,12 

Nota: Para a anâlise de significância estatística, foram tomados como base a média e o desvio padrão das eficiências de 
plaqueamento detemúnadas para as células parentais P7lacl. .Alterações de eficic:ncia de plaqueamento maiores que 
2.78% são significativas com 95% de intervalo de confiança. 
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4.11.1. Isolamento de clones na Triagem funcional 

As colônias derivadas das transfecções de construções "antisense" em ST1Lacl 
plaqueadas em agarose, na presença simultânea de IPTG e hidrocortisona, foram isoladas 
da agarose e expandidas em cultura 

Foram retiradas até 12 colônias derivadas de cada plaqueamento/transfecção. Os 
clones celulares isolados a partir dos plaqueamentos de transfecções de env não puderam 
ser expandidos, pois as células das colônias retiradas não cresceram em cultura, mostrando
se inviáveis. 

Os clones estabelecidos a partir das colônias resultantes das transfecções feitas com 
as construções de glicoproteína a.-1-ácida e metalotioneínas foram caracterizados em 
ELISA imunocitoquímico e em novo ensaio de crescimento em suspensão de agarose (na 
ausência e presença de indutor e/ou hidrocortisona). 

Nesta caracterização, procurou-se verificar se, entre os clones, os níveis de 
expressão basal e induzida por hidrocortisona eram semelhantes aos observados na 
linhagem parental ST1Lacl. Destes clones, foram ensaiados em agarose, aqueles nos quais 
a adição de IPTG provocou queda da expressão induzida por hidrocortisona, comparando
se expressão na presença de hidrocortisona versus hidrocortisona e IPTG. 

Desta maneira foi possível isolar clones celulares contendo construções "antisense" 
verdadeiramente induzíveis por IPTG. Ao mesmo tempo foi comprovada, por "perda de 
função", a necessidade da expressão de cada gene no fenótipo observado no ensaio 
biológico. 

No caso da transfecção com construções "antisense" de metalotioneína 1, foram 
isoladas 12 colônias dentre as 64 crescidas no plaqueamento contendo IPTG e 
hidrocortisona. Destes clones, 2 mostraram-se bem regulados por IPTG, produzindo 
colônias na presença de hidrocortisona apenas quando IPTG foi também adicionado. A 
pequena proporção de clones bem regulados aparece evidente no Quadro 20. Na presença 
de hidrocortisona 71 clones foram capazes de crescer, o que evidencia o "vazamento" de 
expressão deste transcrito "antisense". Como na presença de hidrocortisona e IPTG o 
número de clones crescidos foi menor (64 colônias), o isolamento de 2 clones regulados 
nem seria esperado. Um destes clones está mostrado na Figura 30, e os níveis de expressão 
de metalotioneína correspondentes a cada tratamento estão mostrados no Gráfico 7. 
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Gráfico 7 - Expressão de metalotioneínas e densidade celular em um clone de células ST1Lacl 
contendo construção "antisense" induzível de Metalotioneína I em pOPRSVI (clone 15), 
selecionado na triagem funcional. Os níveis de expressão estão comparados com os das células 
parenta is ST 1 Lacl. 
(a) Expressão relativa (MICE) de Metalotioneínas e (b) Densidade celular (Coomassie). 
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Para as construções "antisense" de metalotioneína 2, das 55 colonias celulares 
crescidas no plaqueamento contendo IPTG e hidrocortisona (Quadro 20), também 12 foram 
isoladas. Destes, 1 clone regulado foi selecionado (clone 35) em ELISA imunocitoquímico 
por (Gráfico 8). Em novos experimentos de crescimento em suspensão em agarose, este 
clone também conseguiu formar colônias na presença de hidrocortisona apenas quando 
IPTG foi também adicionado (Figura 31 ). 

Das 139 crescidas no plaqueamento contendo IPTG e hidrocortisona no ensaio 
funcional (Quadro 20), novamente 12 colônias foram isoladas também no caso da 
transfecção com construções "antisense" de glicoproteína a.-1-ácida. Destes clones, 2 
mostraram-se bem regulados por IPTG, produzindo colônias na presença simultânea de 
hidrocortisona e IPTG. Um destes clones está mostrado na Figura 32, e os níveis de 
expressão de glicoproteína a.-1-ácida correspondentes a cada tratamento estão mostrados no 
Gráfico 9. 
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Figura 30 - Crescimento de um clone de células STILacl, selecionado na triagem funcional, 
contendo construção "antisense" induzível de Metalotioneína 1 em pOPRSVl ( clone 15). 
(a) Morfologia das células crescidas sobre substrato sólido (48 horas) e (b) crescimento em 
suspensão de agarose (20 dias) sob diferentes condições: Não tratadas (C); hidrocortisona 100 
ng/m.L (Hy); IPTG 5 mM (IPTG); hidrocortisona 100 ng/m.L + IPTG 5 mM (Hy+IPTG). 
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Gráfico 8 - Expressão de metalotioneínas e densidade celular em um clone de células STILacI 
contendo construção "antisense" induzível de Metalotioneína 2 em pOPRSVI (clone 35), 
selecionado na triagem funcional. Os níveis de expressão estão comparados com os das células 
parentais STILacl. 
(a) Expressão relativa (MICE) de Metalotioneínas e (b) Densidade celular (Coomassie). 
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Gráfico 9 - Expressão de glicoproteína a-1-ácida e densidade celular em um clone de células 
ST I LacI contendo construção "antisense" induzível de glicoproteína a -1-ácida em pOPRSVI 
(clone 48), selecionado na triagem funcional. Os níveis de expressão estão comparados com os das 
células parentais STILacI. 
(a) Expressão relativa (MlCE) de glicoproteína a-1-ácida e (b) Densidade celular (Coomassie). 
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a) 

Figura 31 - Crescimento de um clone de células ST!Lacl, selecionado na triagem funcional, 
contendo construção "antisense" induzível de Metalotioneína 2 em pOPRSVI (clone 35). 
(a) Morfologia das células crescidas sobre substrato sólido (48 horas) e (b) crescimento em 
suspensão de agarose (20 dias) sob diferentes condições: Não tratadas (C); hidrocortisona 100 
ng/mL (Hy); fPTG 5 mM (IPTG); hidrocortisona 100 ng/mL + IPTG 5 mM (Hy+IPTG). 
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a) 

b) 

Figura 32 - Crescimento de um clone de células STILacl, selecionado na triagem funcional, 
contendo construção "antisense" induzível de glicoproteína a-1-ácida em pOPRSVl (clone 48). 
(a) Morfologia das células crescidas sobre substrato sólido (48 horas) e (b) crescimento em 
suspensão de agarose (20 dias) sob diferentes condições: Não tratadas (C); hidrocortisona 100 
ng/mL (Hy); IPTG 5 mM (IPTG); hidrocortisona 100 ng/mL + IPTG 5 mM (Hy+IPTG). 
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6. Discussão 

6.1. Isolamento de genes diferencialmente expressos durante a 
transformação maligna 

A identificação de genes ou de conjuntos de genes associados à manifestação do 
fenótipo tumoral é de grande interesse científico e clínico, pois permite refinar o 
conhecimento dos mecanismos envolvidos na diferenciação, controle da divisão celular, 
•transformação maligna e oncogênese. Seqüências ou produtos de genes assim identificados 
podem ser empregados como marcadores (servindo para diagnóstico e acompanhamento da 
progressão e tratamento da doença), ou como alvos para terapia (estimulando ou 
reprimindo-se artificialmente sua expressão). 

Genes diferencialmente expressos podem ser isolados pela comparação entre perfis 
de expressão gênica, obtidos em duas situações distintas como, por exemplo, células 
tumorais versus células normais (ou submetidas a tratamento indutor de proliferação 
celular, apoptose, diferenciação, quiescência, etc.). Métodos empregadods para esta análise 
incluem hibridização diferencial, hibridização subtrativa, "differential display", "Serial 
Analysis of Gene Expression" - SAGE, "Representative Differential Analysis" - RDA, 
subtração por PCR supressivo e "microarrays" de oligos ou de cDNAs (revisto por 
VEDOY et ai., 1999). 

Para identificar genes expressos durante a reversão fenotípica tumoral-normal, 
induzida por glicocorticóides em células STI, inicialmente foi empregada a hibridização 
diferencial de uma biblioteca de cDNA construída a partir de células STI tratadas com 
hidrocortisona, contra duas populações de cDNAs marcados radioativamente, provenientes 
de células STI não tratadas e tratadas com o hormônio. Esta metodologia permitiu o 
isolamento de quatro cDNAs distintos, confirmados como diferencialmente expressos 
através de "Northem-blot". A identidade dos genes correspondentes foi determinada por 
seqüenciamento da extremidade 3' de cada clone. A baixa expressão das metalotioneínas 1 
e 2 e a total ausência de expressão de glicoproteína a-1-ácida e de env observada em 
"Northem-blots" nas células P7 (fenotipicamente não responsiva a glicocorticóides), fazia 
supor que estes genes pudessem estar envolvidos no controle da proliferação das células 
STI (VALENTINI, 1993~ VALENTINI e ARMELIN, 1996). 

O objetivo do presente trabalho foi investigar o papel destes genes na reversão 
fenotípica de células STI, através de um enfoque funcional. 
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6.2. Análise funcional de genes relacionados a transformação e 
proliferação celular 

O papel de produtos gemcos in vitro (em células em cultura) ou in vivo (em 
organismos completos como, por exemplo, camundongos) pode ser determinado em 
experimentos de: a) "ganho de função", através da super-expressão transitória ou estável, 
em animais transgênicos ou suas células ou ainda por microinjeção de DNA ou proteínas; 
b) "perda de função", através do uso de oligonucleotídeos ou construções com cDNAs 
"antisense", ribozimas, microinjeção de anticorpos, oligos "antigene" e em animais "knock
out" ou suas células (revisto em FLATSCHART e SOGAY AR, 1999). 

A super-expressão é uma ferramenta poderosa para o estudo de genes associados 
com ciclo celular, proliferação e oncogênese. Por outro lado, a super-expressão constitutiva 
de genes supressores de tumor ou de "antisense" contra genes relacionados a proliferação, 
pode representar uma desvantagem seletiva (ROZNITZKY et ai., 1994). Sistemas de 
expressão induzíveis permitem contornar este problema, pois oferecem a possibilidade de 
controlar a expressão, o que pode ser importante no caso de construções cuja expressão 
descontrolada seja prejudicial ao isolamento ou à manutenção estável de linhagens celulares 
(GUTHRIDGE et ai., 1997). O estímulo externo para induzir a expressão, pode ser 
fornecido apenas no momento desejado para a execução do ensaio. Por fim, a mesma 
linhagem celular, não induzida, deve constituir o melhor controle negativo do efeito que se 
pretende observar. 

6.3. Elaboração de construções induzíveis para análise funcional de genes 
envolvidos na reversão fenotípica de células STl 

Antes da elaboração de construções para expressão "sense" e "antisense" dos genes 
em questão, os insertos dos plasmídeos C27, C36, C41 e CV2 foram seqüenciados para 
verificação da integridade dos cDNAs. Verificou-se que os clones C27 e C4 l continham os 
cDNAs completos de Metalotioneína 1 e 2, respectivamente. Por outro lado, os clones C36 
e CV2 revelaram seqüências incompletas de glicoproteína a.-1-ácida e env. 

Os cDNAs correspondentes às duas metalotioneínas, por estarem completos, foram 
os primeiros a serem subclonados. De início, tentou-se removê-los do vetor original, 
através de enzimas de restrição, para ligá-los aos vetores de expressão, através de 
adaptadores, sem sucesso. Seguiu-se a amplificação dos insertos por PCR com "primers" de 
seqüenciamento e de síntese direcional de cDNA. O produto foi clonado em um vetor 
intermediário (pUC18), seqüenciado e subclonado nos vetores de expressão. 

Para a obtenção dos cDNAs correspondentes à glicoproteína a.-1-ácida e env, 
inicialmente tentou-se a triagem ("screening") da biblioteca de cDNA que deu origem aos 
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clones isolados por hibridização diferencial (V ALENTINI, 1993). Após análise por PCR 
das placas de lise, não foram encontrados insertos com os tamanhos previstos para os 
cDNAs completos entre os clones detectados através de hibridização com oligos ou 
fragmentos de cDNA marcados. PCRs feitos com alíquotas da biblioteca também não 
mostraram, na distribuição de segmentos amplificados, tamanhos compatíveis com aqueles 
previstos para os cDNAs completos. Procurou-se, então sintetizar os cDNAs, através de 
RT-PCR, partindo de mRNA de células STl tratadas com hidrocortisona. Para a 
glicoproteína a.-1-ácida foram empregados oligos projetados a partir da seqüência do 
cDNA correspondente disponível no GenBank. Para env, o oligo 3' foi desenhado a partir 
da seqüência 3 ', determinada no clone CV2, enquanto o oligo 5' foi deduzido a partir de 
seqüências assemelhadas. Os cDNAs completos obtidos foram subclonados nos vetores de 
expressão. 

6.4. Análise funcional de genes envolvidos na reversão fenotípica de 
células STl através de oligonucleotídeos "antisense" 

Paralelamente às etapas de clonagem destes cDNAs, foram realizados ensaios com 
oligonucleotídeos "antisense" para procurar inibir os efeitos morfológico e de crescimento 
observados em culturas de células ST 1 tratadas com hidrocortisona. 

Oligos contra metalotioneínas e glicoproteína a.-1-ácida foram projetados, a partir 
das seqüências disponíveis em bancos de dados (coincidentes com as seqüências 
determinadas), com auxílio do programa Oligo V3.0. Foram considerados parâmetros como 
a estabilidade do oligo com a seqüência-alvo (Tm e óG), ausência de "loops" internos, de 
auto-pareamento ("self-annealing") e de pareamento com os outros oligos, em ensaios de 
transfecção múltipla. Para metalotioneína 2, estes parâmetros não puderam ser satisfeitos. 
Oligos para env não foram projetados por falta de informações disponíveis, nesta ocasião, 
sobre sua seqüência 5' . 

Os oligos contra metalotioneína 1 e glicoproteína a.-1-ácida foram sintetizados com 
dois tipos de modificações: a) ligações fosforotioato entre os nucleotídeos, que os toma 
mais resistentes à ação de nucleases que as ligações fosfodiéster naturais e b) adição de 
grupos propinil no carbono 5 das bases pirimídicas, que toma mais estável a interação do 
oligo com o mRNA-alvo (WAGNER, 1994). 

Lipofectin foi empregada inicialmente para introduzir estes oligos nas células STl, 
mas o composto Cytofectin, descrito como mais eficiente para esta finalidade (LEWIS et 
ai., 1996) também foi testado. Apesar dos cuidados no projeto, das modificações de síntese 
nos oligos e dos diferentes Iípides empregados para a transfecção, o uso dos oligos não 
permitiu restaurar, nas células tratadas com hidrocortisona, o aspecto transformado das 
células não tratadas. 
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Em ensaios de incorporação de timidina tritiada em DNA, células STl tratadas com 
hidrocortisona e transfectadas com oligos e Lipofectin mostraram ligeiro aumento de 
incorporação, previsto no caso de os genes inativados terem papel de inibição da 
proliferação (Gráfico 2b, metalotioneína > 150 nM; cx-1-ácida > 150 nM). Entretanto o 
mesmo aumento de incorporação foi observado nas células transfectadas com o oligo 
"sense" controle (glicoproteína cx-1-ácida), sugerindo que qualquer efeito decorrente dos 
oligos tenha sido inespecífico. 

A transfecção de um dos oligos marcado com fluoresceína, mostrou a intemalização 
nas células com sucesso e confirmou a sua permanência no interior destas por mais de 36 h, 
como relatado em www.idtdna.com/html/tech/Thioate.htm. Entretanto, a inibição das 
proteínas não pôde ser confirmada através de imunofluorescência com os anticorpos 
disponíveis na ocasião. 

6.5. Análise funcional de genes envolvidos na reversão fenotípica de 
células STl através de construções induzíveis 

Para verificar a função dos genes através de expressão ectópica ou inibição de 
transcritos endógenos, foram estabelecidas linhagens celulares estáveis, contendo 
construções induzíveis dos cDNA nas orientações "sense" e "antisense". Estas construções 
foram feitas em vetores plasmideais do sistema LacSwitch, que foi escolhido por permitir a 
indução através da adição de IPTG, um composto não metabolizavel e que, portanto, não 
deve induzir efeitos pleiotrópicos nas células STl e P7 em cultura (WYBORSKY e 
SHORT, 1991). 

Para o emprego deste sistema, inicialmente devem ser estabelecidas linhagens 
celulares expressando, de maneira constitutiva, o repressor LacL a partir do promotor IE 1 
de hCMV. O gene de interesse é clonado em outro vetor, sob o controle do L TR do Vírus 
do Sarcoma de Rous, mas separado deste por sítios operadores. Em linhagens transfectantes 
duplas (expressando o repressor Lacl e contendo o cDNA de interesse), o repressor recém 
produzido é dirigido ao núcleo e liga-se às seqüências operadoras, bloqueando o acesso de 
parte do aparato transcricional e impedindo a transcrição do cDNA clonado. A adição de 
IPTG e sua conseqüente ligação ao repressor, permite titulá-lo, liberando a transcrição de 
maneira dose-dependente. 

Linhagens de células STl e P7 expressando o repressor foram isoladas e submetidas 
a triagem, através de "dot-blot" de RNA total, contra uma sonda de fragmento de DNA do 
repressor. As linhagens selecionadas, chamadas ST llacl e P7 Lacl, conservaram a 
responsividade a hidrocortisona das células parentais, quando observados morfologia sobre 
substrato sólido e crescimento em suspensão de agarose. 

Construções contendo os cDNAs "sense" e "antisense", nos plasmídeos pOPI3 e 
pOPRSVI, foram transfectadas nas linhagens STllacl e P7Lacl. Os clones celulares 
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resultantes foram submetidos a triagem, com sondas correspondentes a cada cDNA através 
de "dot-blots" de RNA extraído com Trizol, o que permitiu o manuseio de um grande 
número de linhagens celulares, cultivadas na presença e na ausência de IPTG. De 12 clones 
celulares analisados para STILacI e P7Lacl transfectadas com cada urna das 8 construções, 
foi possível isolar 1 ou, no máximo, 2 clones celulares regulados de maneira adequada, 
enquanto nos clones restantes foi observada toda a gama de variações possível: expressão 
constitutiva, ausência de expressão e repressão por IPTG. Mesmo em clones corretamente 
regulados, os níveis de indução obtidos não foram altos, observando-se, também, expressão 
basal elevada ("vazamento" ou "escape" de expressão). 

Na presença e na ausência de hidrocortisona ou IPTG, culturas sobre substrato 
sólido dos melhores clones isolados, mostraram algumas diferenças morfológicas em 
relação ao observado nas linhagens parentais. Clones "sense" de rnetalotioneína 1 e 2 na 
presença de IPTG exibiram leve achatamento e crescimento ligeiramente mais organizado, 
porém não de maneira tão intensa quanto aquela observada na presença de hidrocortisona, 
situação na qual as células mostram aspecto semelhante ao de fibroblastos. A confluência 
das culturas na presença de IPTG, porém foi atingida ao mesmo tempo que na condição 
controle, sem mostrar a parada de crescimento provocada por hidrocortisona. A indução 
com IPTG, em células contendo construções "antisense", não provocou mudanças 
morfológicas notáveis nem aboliu o efeito de hidrocortisona em culturas. 

As ligeiras alterações de fenótipo observadas em substrato sólido não foram 
acompanhadas de alterações na resposta a hidrocortisona em ensaios de crescimento em 
suspensão de agarose. 

A pequena proporção de clones apresentando regulação adequada, os níveis baixos 
de expressão e o comportamento dos clones nos ensaios de crescimento em suspensão de 
agarose, levaram-nos a testar outro sistema induzível, baseado em uma proteína de fusão da 
proteína repressora mutante rTetR do transposon Tnl0 com a proteína transativadora VP16 
do vírus herpes simplex humano O emprego de sistemas baseados neste ativador 
transcricional é bastante difundido, sendo muito freqüentes na literatura descrições de seu 
emprego. 

Para facilitar a triagem em larga escala de clones celulares, foi empregada uma 
metodologia de análise da expressão de proteínas, através de imunoensaio i11-sih1, nas 
células crescidas em microplacas (MICE - de la MONTE et ai., 1999). O mesmo ensaio 
permitiu acompanhar variações de densidade celular decorrentes dos diferentes tratamentos. 

Células STI infectadas com retrovírus contendo construções de cDNAs "sense" e 
"antisense" foram selecionadas, sendo os clones resultantes submetidos a triagem por 
MICE, após tratamento e/ou indução. Desta vez, 24 clones contendo cada construção foram 
analisados. 

Nas triagens através de MICE, a expressão de proteína e a densidade celular em 
cada condição de cultura (na ausência ou na presença de hidrocortisona e/ou indutor) 
permitiu observar que a expressão induzida de cada uma das proteínas foi acompanhada de 
menor densidade celular, no caso dos clones "sense", para todas as construções. Para os 
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clones "antisense", a inibição da expressão foi acompanhada de ligeiro aumento na 
densidade celular para as metalotioneínas apenas. Entretanto, ao serem analisados quanto a 
alterações no crescimento em suspensão de agarose, novamente os clones mais responsivos 
na triagem não mostraram alterações de fenótipo, em relação ao observado nas linhagens 
parentais STI e P7. Assim, a expressão a partir das construções "sense" não mimetizou a 
ação de hidrocortisona e a expressão das construções "antisense" não foi capaz de 
neutralizar o efeito de hidrocortisona em nenhum dos clones celulares. 

6.6. Triagem funcional 

A estratégia de análise de clones individuais foi reconsiderada após as várias 
tentativas infrutíferas de isolar, triar clones e identificar, depois, alterações quanto à 
clonogenicidade na presença de hidrocortisona. Apesar de ter sido possível identificar 
clones celulares com expressão induzível das proteínas de interesse, os níveis de indução 
foram, quase invariavelmente, menores que aqueles obtidos na presença de hidrocortisona, 
sendo sempre observada alguma expressão basal. Entre os diversos clones submetidos à 
triagem, foi observada alguma variabilidade na densidade celular entre clones, sem que 
fosse verificada a correspondente diferença na expressão. 

Assim, ao invés de analisar cada clone isolado quanto a sua inducibilidade para, a 
seguir, verificar seu fenótipo, passou-se a selecionar, na população transfectada, clones 
exibindo fenótipos aberrantes do restante da população para, em seguida, individualizá-los 
e analisar a expressão da proteína correspondente, nas condições de tratamento e/ou 
indução. 

Na análise das populações de células STI e P7 transfectadas, procurou-se observar 
as possíveis alterações de eficiência de plaqueamento em suspensão de agarose em cada 
uma das condições testadas (na ausência ou na presença de hidrocortisona e/ou indutor). 

No caso de construções "sense", a expressão das metalotioneínas e de env 
correlacionam com ligeira diminuição na eficiência de plaqueamento, o que permite supor 
algum envolvimento destas proteínas no controle da proliferação celular. 

Resultados ainda mais dramáticos foram obtidos na análise da eficiência de 
plaqueamento das populações de células STI transfectadas com construções "antisense". 
No plaqueamento destas transfecções em agarose, surgiram colônias capazes de crescer na 
presença de hidrocortisona. Foram observadas colônias nos plaqueamentos correspondentes 
aos quatro cDNAs "antisense", sendo estas mais freqüentes nos plaqueamentos da 
glicoproteína cx.-1-ácida, seguida de metalotioneína 2, metalotioneína l e, por fim, de env. 

Clones isolados a partir das colônias que cresceram na presença de hidrocortisona e 
indutor foram analisados por MICE. Os clones nos quais o cDNA foi induzido por IPTG, 
foram submetidos, novamente, a ensaios de crescimento em suspensão de agarose e 
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plaqueados sobre substrato sólido, na presença e na ausência de hidrocortisona e/ou 
indutor. Os clones com maior indução (baixa expressão basal e alta expressão na presença 
de IPTG) mostraram, no ensaio em suspensão, inibição da reversão causada por 
hidrocortisona. Este resultado é compatível com a possibilidade de envolvimento das 
metalotioneínas e da glicoproteína a.-1-ácida no processo de reversão fenotípica tumoral
normal das células STI. Com a inibição da expressão destas proteínas pode ser anulado o 
efeito da hidrocortisona. 

Infelizmente, não foi possível expandir clones derivados da transfecção com 
construções contendo o cDNA "antisense" de env. 

6.7. Significado dos genes em estudo na proliferação de tumores 

6. 7.1. Metalotioneínas 

O zinco é um elemento-traço essencial, sendo depois do ferro, o metal de transição 
mais abundante em sistemas biológicos. Íons zinco foram identificados como constituintes 
estruturais ou catalíticos de diversas proteínas, enzimas e fatores de transcrição. As 
metalotioneínas, que compõe a principal classe de proteínas intracelulares que se ligam a 
zinco, são proteínas de baixo peso molecular (~6 a 7 kDa - 64 a 68 resíduos de 
aminoácidos), ricas em cisteína (18 a 20 resíduos), que são capazes de ligar íons de metais 
de transição essenciais como zinco e cobre ou tóxicos como cádmio e mercúrio, entre 
outros. A ligação com íons metálicos ocorre através das cisteínas, organizadas em motivos 
Cys - Cys e Cys - Xxx - Cys. Estes motivos estão distribuídos em dois domínios 
globulares, formando "clusters" metal-tiolato, cuja estrutura é evolutivamente conservada 
(KÁGI, 1991) de leveduras a mamíferos e invertebrados, mesmo na ausência de homologia 
de seqüência de aminoácidos. Em vertebrados, as metalotioneínas são encontradas em pelo 
menos duas isoformas distintas, chamadas MT-1 a MT-4. Nos mamíferos, as isoformas 1 e 
2 ocorrem em vários órgãos, enquanto a isoforma 3 é encontrada exclusivamente no 
cérebro e a 4 apenas em certos tecidos estratificados (V ASÁK e HASLER, 2000). 

Apesar da ampla distribuição nos tecidos e da marcante persistência evolutiva das 
metalotioneínas, várias décadas de pesquisa após sua descoberta (KÀGI e V ALLEE, 1960 
apud NORDBERG, 1998) ainda não permitiram definir sua função biológica com precisão. 
Experimentos recentes com camundongos transgênicos superexpressando MT-1 ou "knock
outs" para MT-1 e MT-2, mostraram pouco além do que já se conhecia ou indicaram 
apenas evidências de novas funções. Camundongos superexpressando MT-1 exibem 
fenótipo aparentemente normal, apesar de resistirem melhor a lesões decorrentes de 
isquemia e re-perfusão do coração (KANG et ai., 1999) e do cérebro (CAMPAGNE et ai., 
1999), possivelmente por serem menos sensíveis à toxicidade por zinco livre e radicais 
livres que acompanham estas lesões. 
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Camundongos "knock-out", também aparentando fenótipo normal (MICHALSKA e 
CHOO, 1993), exibem maior sensibilidade à intoxicação por cádmio (MASTERS et ai., 
1994) e ao estresse oxidativo (SATO et ai., 1996). Estes animais são mais sensíveis à 
intoxicação por zinco (COYLE et ai., 1995; KELLY et ai., 1996), apesar de absorverem 
menor quantidade de zinco na dieta (COYLE et ai., 1999). 

Diversos experimentos in vitro evidenciaram a mobilização de zinco entre 
metalotioneínas e proteínas dependentes de zinco, possivelmente entre mais de 200 
metaloenzimas, incluindo timidina quinase, RNA polimerases e ribonucleases, com papéis 
fundamentais em replicação, transcrição e reparo (EBADI e SW ANSON, 1988). As 
metalotioneínas 1 e 2 parecem funcionar como captadores e reservatórios de zinco, 
transferindo-o para apo-metaloproteínas recém sintetizadas (JACOB et ai., 1998), enquanto 
evitam a toxicidade pelo metal livre (SUHY et ai., 1999). A transferência de zinco mediada 
por metalotioneínas parece ser mais eficiente que a captação direta de íons livres por apo
proteínas, particularmente em compartimentos celulares nos quais o potencial redox é 
favorável (por exemplo, na presença de glutationa oxidada e reduzida - MARET e 
V ALLEE, 1998). 

As metalotioneínas também são capazes de modular a atividade de fatores de 
transcrição. Em fatores de transcrição do tipo "zinc-finger" como GRE (KOROPA TNICK e 
de MOOR, 199x) e Tramtrack (ROESIJADÍ et ai., 1998), metalotioneínas fornecem os íons 
zinco necessários à interação com o DNA. Em NF-Kl3, metalotioneína liga-se à sub
unidade p50 e estabiliza a interação do dímero p65-p50 com o seu sítio de ligação no DNA 
(ABDEL-MAGEED e AGRA W AL, 1998). A proteína P53 também foi recentemente 
incluída entre os alvos de metalotioneínas para transferência de zinco, modulando sua 
conformação e atividade (MÉPLAN et ai., 2000). 

Esta diversidade de alvos para a mobilização do zinco explica constatações recentes, 
que sugerem o envolvimento das metalotioneínas em processos tão diversos quanto 
proliferação, supressão de apoptose (via NF-Kl3) e repressão de divisão celular. 

A isoforma 3 de metalotioneína (MT-3), produzida predominantemente no cérebro, 
foi isolada inicialmente como uma proteína capaz de inibir o crescimento de neurônios e foi 
chamada Growth Inhibitory Factor - GIF (UCHIDA et ai., 1991 ). Esta função correlaciona 
com a expressão de metalotioneínas nas células STI tratadas com hidrocortisona, que 
também tem seu crescimento inibido. 

6. 7 .2. Glicoproteína a.-1-ácida 

A glicoproteína a.-1-ácida ou proteína orosomucóide é um membro do grupo das 
chamadas "proteínas de fase aguda", composto por aproximadamente 30 proteínas não 
relacionadas bioquimicamente, cuja concentração plasmática pode ser elevada ou 
diminuída após estímulos inflamatórios, infecção, tumores, trauma ou estresse. Estas 
variações podem ser observadas em menos de 90 minutos após o estímulo, com certas 
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proteínas exibindo mudanças de concentração de até l 000 vezes em menos de 24 horas. As 
proteínas de fase aguda são sintetizadas predominantemente no figado, sendo os 
hepatócitos capazes de sintetizar todo o seu espectro (IBELGAUFTS, 1999). 

A chamada "resposta de fase aguda" inclui uma série de alterações, iniciadas a 
partir de uma inflamação local e chegando a uma resposta sistêmica. Células como 
macrófagos e neutrófilos, ao acumular no ponto onde ocorreu o estímulo, produzem 
citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IFN-y e TNF-a, e fatores de crescimento 
como TGF-J3, estimulando a migração de células inflamatórias para o local, promovendo 
sua ativação, ativando a via de complemento, induzindo febre, alterações hormonais 
(incluindo elevação no cortisol), leucocitose e produção de mais citocinas. Estas citocinas 
alteram a produção de certas proteínas secretadas pelo figado (inibidores de proteases, 
proteínas do complemento, albumina, etc). A maioria destas alterações sistêmicas tem por 
finalidade restaurar a homeostase do organismo, através do fornecimento de condições para 
compensar o estímulo agressor (JENSEN e WHITEHEAD, 1998). Os glicocorticóides tem 
importância particular na progressão da resposta de fase aguda pois sua síntese é 
influenciada por diversas citocinas e sua presença, por sua vez, também induz a secreção de 
citocinas. A remoção da hipófise, por exemplo, causa uma marcante diminuição na síntese 
de proteínas de fase aguda (IBELGAUFTS, 1999). 

A expressão da glicoproteína a-1 ácida ocorre principalmente no figado, apesar de 
outros tipos celulares já terem sido descritos como capazes de produzi-la. Sua expressão é 
fortemente estimulada por hormônios glicocorticóides, citocinas como IL-1, TNF a e IL-6 
(BAUMANN e GAULDIE, 1990), fenobarbital (FOURNIER et ai., 1994) e metais pesados 
(Y ANGOU et ai., 1991). 

Apesar das abundantes referências a glicoproteína a-1 ácida acumuladas desde a 
década de 1950, sua função até hoje permanece obscura e seu papel biológico exato ainda é 
desconhecido ou pelo menos não completamente entendido. Diversas funções, descritas 
como tendo significado fisiológico potencial, porém, indicam que esta proteína pode ser 
considerada como um agente imuno-modulador e anti-inflamatório (FOURNIER et ai., 
2000). 

Atualmente sabe-se que a resposta de fase aguda pode ser exercida por tipos 
celulares extra-hepáticos, podendo ser regulada por mediadores de inflamação da mesma 
maneira observada nos hepatócitos. O papel da expressão local da glicoproteína a-1 ácida 
expressão, porém, não é conhecido, supondo-se apenas que esta reação de fase aguda 
inicial, permita reduzir o dano local associado ao processo inflamatório, ou amplificar o 
sinal inflamatório inicial para produzir uma resposta sistêmica. (FOURNIER et ai., 2000). 

A influência desta proteína em proliferação celular já foi descrita e mostrou-se 
dependente da célula-alvo e da forma de glicosilação da proteína. Em expiantes de gânglios 
da raiz dorsal de embriões de galinha, a glicoproteína a-1 ácida e frações geradas por sua 
deglicosilação seqüencial, provocam a divisão de neurônios e a expansão de neuritos, sendo 
a fração asialo-orosomucóide a mais efetiva em promover divisão celular (LIU et ai., 
1988). Células linfóides previamente tratadas com glicoproteína a-1 ácida, nas 
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concentrações observadas em pacientes com infecção aguda, deixam de ser induzidas a 
proliferar pela adição de mitógenos (CHERESH et ai., 1984), resultando em 
imunosupressão. As formas asialo e agalacto são capazes de inibir a resposta mitogênica de 
concanavalina-A e lipopolissacarídeos, em células do baço de camundongos (BENNETT e 
SCHMID, 1980). 

O significado da expressão da glicoproteína a.-1 ácida em células derivadas da glia, 
como a linhagem STl e sua progenitora C6 não é conhecido. A proteína e seu mRNA 
correspondente são descritos como não expressos, de maneira constitutiva ou induzível, no 
cérebro (KALMOVARIN et ai., 1991). 

Por outro lado, certas células da glia são capazes de exercer funções como migração 
celular, fagocitose e secreção de citocinas que, em células dendríticas, monócitos 
macrófagos e neutrófilos, são estimuladas pela glicoproteína a.-1 ácida, de maneira direta 
ou após secreção induzida de citocinas. Como a expressão da glicoproteína a.-1 ácida pode 
ser regulada por corticóides (GRIMALDI et ai., 1989), que são conhecidos indutores de 
diferenciação, esta proteína poderia atuar como um intermediário entre glicocorticóides e a 
rede de citocinas 

6. 7.3. Retrovírus endógenos 

A patogenia das infecções por retrovírus, muitas vezes inclui imunodeficiência, 
como resultado da multiplicação do vírus em células do sistema imune ou como requisito 
para permitir a multiplicação do vírus em outros tecidos. Nas infecções por vírus de 
leucemia murina, como o Friend leukemia virus {FL V), a doença é progressiva e fatal, 
sendo observada imunossupressão nos estágios finais da doença. O fato de FL V infectar 
linfócitos, contribui para a imunodeficiência (KOO et ai., 1971 apud BOWDEN et ai., 
1999), uma vez que é observada queda do número de células-T e redução de suas funções, 
paralelamente ao aumento no número de linfócitos-s B no decorrer da doença (SIDWELL 
et ai., 1993). 

Os mecanismos pelos quais alguns retrovírus exercem atividade imunossupressora 
permanecerem obscuros, mas a morte de células infectadas parece não ser o único fator 
envolvido. Evidências sugerem que o peptídeo transmembranar do envelope virai exerça 
parte da ação de imunossupressão. A forma como a imunidade celular é suprimida envolve 
a inibição da proliferação de linfócitos-T mediada por IL-1 e a inibição da secreção de IL-2 
por timócitos estimulados com IL-1 (GOTTLIEB et ai., 1989) ou por esplenócitos 
estimulados por mitógenos (LOPEZ-CEPERO et ai., 1988). A atividade da proteína 
transmembrana p l SE foi verificada através de ensaios empregando o vírus FL V completo, 
extratos de membrana rompidos (CIANCIOLO et ai., 1980) e peptídeos sintéticos como 
CKS-17 (CIANCIOLO et ai., 1985), cuja seqüência foi deduzida a partir de uma região de 
p l 5E conservada em retrovírus murinos, de felinos e de primatas, entre outros 
{HELMBERG et ai., 1990). 
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Peptídeos derivados de p l SE são capazes de inibir a atividade da proteína quinase C 
(GOTTLIEB et ai., 1990) e/ ou elevar os níveis intracelulares de cA.MP (HARAGUCHI et 
ai., 1995c). Esta modulação pode bloquear a transdução de sinal do estímulo de IL-1, por 
exemplo, inibindo a produção de citocinas do tipo 1 - IL-2, IL-12, TNF-13 e interferon y, 
mas estimulando a produção de citocinas do tipo 2 - IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 
(HARAGUCHI et ai., 1995b ). 

A proteína transmembrana retroviral pode se produzida por retrovírus endógenos 
(HELMBERG et ai., 1990), expressos de maneira espontânea (COFFIN, 1984) ou 
induzida, por exemplo, por esteróides, vitamina D3, ácido retinóico ou citocinas 
(LARSSON et ai., 1996). Na linhagem monoblástica U-937, a produção do retrovírus 
endógeno humano ERV3 (HERV-R) induzida por estes agentes, é acompanhada por 
diferenciação (em monócito ou macrófago) e bloqueio da proliferação celular (LARSSON 
et ai., 1997) de maneira muito semelhante à observada nas células STI tratadas com 
hidrocortisona. 

Expressão elevada de ER V3 também foi descrita em tecidos reprodutivos normais 
como placenta, vilo coriônico, testículo e epidídimo durante espermatogênese e em alguns 
tecidos embrionários (LARSSON et ai., 1994). Em biópsias de verrugas hidatiformes 
invasivas e coriocarcinomas, por outro lado, esta expressão não é observada (KA TO et ai., 
1988), novamente correlacionando com o observado nas células STI. 

O significado destes padrões de expressão de retrovírus endógenos é desconhecido, 
mas é possível supor que produtos da expressão destes retrovírus (talvez a proteína p l SE) 
estejam modulando a produção de citocinas pelas células. As citocinas podem, assim, estar 
interferindo na proliferação das células, atuando de maneira autócrina, ou fornecendo 
condições para a permanência e sobrevida das células em um ambiente ou condição 
desfavoráveis, atuando de maneira parácrina. 
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6. Conclusões 

Os cDNAs que codificam as metalotioneínas 1 e 2, a glicoproteína-a-1-ácida e o 
env retroviral foram clonados, nas orientações "sense" e "antisense", nos vetores de 
expressão induzível p0PI3, pOPRSVI e pRetro On. Nos clones celulares de STI e P7 
isolados de transfecções ou infecções feitas com as construções "sense"ou "antisense", a 
triagem feita pela análise de transcritos ou expressão de proteínas não permitiu a 
identificação de clones corretamente induzíveis ou com níveis de expressão adequados 
para os ensaios funcionais. 

O emprego da triagem funcional, através do plaqueamento em suspensão de agarose 
de populações de STl transfectadas, permitiu observar que a indução das construções 
"antisense" dos cDNAs das metalotioneínas 1 e 2, da glicoproteína-a-1-ácida e do env foi 
capaz de abolir a reversão fenotípica induzida por hidrocortisona. 

O mesmo ensaio funcional permitiu observar que a indução das construções "sense" 
de metalotioneínas 1 e env foi capaz de inibir, parcialmente, a formação de colônias em 
populações de células STI ou P7. Com a expressão dessas proteínas, foi possível reproduzir 
a inibição de crescimento em agarose que ocorre, naturalmente, no processo de reversão 
fenotípica induzida por hidrocortisona em células ST 1. 

A técnica de triagem funcional aplicada aos plaqueamentos de transfecções de STl, 
permitiu isolar clones celulares capazes de crescer na presença de hidrocortisona, uma vez 
induzida a expressão a partir das construções "antisense". 

Nos clones celulares de STI isolados dos ensaios funcionais, a análise da expressão 
de proteínas permitiu identificar clones corretamente regulados. Nestes clones, a indução da 
expressão a partir das construções "antisense" das metalotioneínas 1 e 2 e da glicoproteína
a-1-ácida levou à redução da expressão da proteína e ao aumento da densidade celular em 
relação ao controle. Quando tratados com indutor, mesmo na presença de hidrocortisona, 
estes clones apresentam a capacidade de formar colônias quando plaqueados em suspensão 
de agarose. 
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