3.5.3.2 Revelacao por quimiluminescéncia

Para revelacdo da membrana, a mesma foi primeiramente incubada por
1 minuto com 1,5ml de cada reagente da Immunodetection SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific). A membrana foi
entdo revelada por quimiluminescéncia no sistema de captura de imagem LAS-
4000 (Fujifilm, Tokyo, Japan). O software do LAS-4000 foi utilizado para

quantificacdo das bandas e obtencéo dos dados para plotagem dos gréficos.
3.6 Transducdo in vivo

Para os experimentos in vivo foram selecionados camundongos inbred
C57BL/6 de uma mesma colonia (veja anexo 8 para maiores informacoes), e
de aproximadamente 12 semanas de idade. Os camundongos foram colocados
em gaiolas de policarbonato com filtro e mantidos em estante ventilada
(Alesco) com controle de ar, pressao, luz (ciclo de claro e escuro de 12 em 12
horas), temperatura controlada (20 a 22°C) e com livre acesso a agua e racao
apropriada (fig.30). A cada experimento 8 a 12 animais foram selecionados,

compondo duplicata ou triplicata experimental, respectivamente.




Figura 30. Biotério do INFAR (Instituto Nacional de Farmacologia — UNIFESP). A) Estante
ventilada (Alesco). B) e C) Camundongo macho C57BL/6 em gaiola com filtro. O uso dessas
gaiolas (microisoladores) é muito eficaz, pois auxilia na prevencdo de contaminacédo e ainda

facilita a visualizacdo dos animais.

3.6.1 Padronizacao do crescimento tumoral in vivo

Camundongos C57BL/6 foram inoculados com diferentes quatidades de
células BI6mCAR: 5x10% 10°% 5x10° e 10° Para tanto, os animais foram
anestesiados (solucdo contendo 200ul de ketamina e 100ul de xilasina para
100mg/kg) e as células foram injetadas subcutaneamente na pata posterior
direita de cada animal, sendo as patas contralaterais utilizadas como controle.

Os animais foram acompanhados semanalmente e tiveram a espessura
de suas patas medidas com paquimetro. Os animais inoculados com as
quantidades 5x10° e 10° células foram eutanasiados duas semanas ap6s a
injecdo, j& os inoculados com as quantidades 5x10* e 10° foram
acompanhados até a terceira semana ap0s a injecdo e eutanasiados. As patas

posteriores foram coletadas e pesadas.

3.6.2 Injecdo das células transduzidas

Tendo-se obtido a padronizacdo da quantidade de células a serem
inoculadas por animal para acompanhamento do crescimento tumoral, iniciou-
se nova dupla transducéo in vitro das células B16mCAR (vide tépico 3.3) com
os adenovirus AdshGFP (controle), AdshE2F1B (i) e (ii) e células B16mCAR

nao transduzidas.

Apbs a transducéo, as células foram lavadas com PBS 1X, tripsinizadas
com 100ul e ressuspensas em meio RPMI. Foram utilizados 10ul para
contagem das células em camara de Newbauer. Cada amostra contendo 5x10°
células foi centrifugada (1000 rpm a 20°C por 5 minutos), o0 meio foi retirado e o
pellet foi ressuspenso em 50ul de PBS 1X.

Os animais selecionados foram previamente anestesiados. Cada

amostra contendo as células em PBS 1X foi transferida para seringa de 1 ml e
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as ceélulas foram injetadas subcutaneamente na pata posterior direita de cada

animal.

3.6.3 Ensaio de proliferagao in vivo

Para inicio do ensaio de proliferacdo in vivo, os animais foram
primeiramente separados em gaiolas, nomeados, pesados e tiveram suas

patas e/ou pernas posteriores mensuradas por paquimetro.
3.6.3.1 Obtencé&o de medidas e peso dos camundongos

Ap6s injecdo com células B16mCAR transduzidas ou n&o, 0s
camundongos foram acompanhados semanalmente e tiveram a espessura de
suas patas e/ou pernas medidas com paquimetro. Os animais foram
eutanasiados 2 ou 3 semanas apos a injecdo, dependendo do experimento. Os
animais foram novamente pesados, as patas posteriores foram retiradas e
também pesadas em balanca analitica. Os dados obtidos foram colocados em
tabelas, sendo calculadas as médias e desvios das duplicatas ou triplicatas de
cada experimento para posterior plotagem dos graficos.

Nos procedimentos in vivo do presente trabalho foram seguidas as
normas do NIH (National Institute of Health) para cuidado, manuseio e
contencdo dos animais de laboratério, com prévia aprovacdo do Comité de
Etica e Pesquisa da UNIFESP.

3.7 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi adotado o teste T, que baseia-se na
distribuicdo de probabilidade estatistica (distribuicio de t de Student). O
software GraphPad Prism 5 foi utilizado como suporte para a determinacédo do
teste T e confeccdo de graficos de experimentos. A significancia estatistica,
guando comprovada (p<0,05), foi demarcada com asterisco (*). Deste modo,

quanto maior o numero de asteriscos, maior a significancia.
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4. RESULTADOS

3.8 Preparacédo dos plasmideos e adenovirus

Os plasmideos adenovirais com codigo para shRNAs utilizados neste
trabalho, pAdshE2F1-B e pAdshGFP, foram amplificados em média escala e,
apos este procedimento, e com a finalidade de se determinar a integridade do
DNA plasmideal, um gel de agarose 0,8% corado com GelRed (Biotium) foi

realizado, onde adicionou-se 1ul de cada amostra (fig.31).

Ladder pAdshE2F1-B pAdshGFP

Figura 31. Gel 0,8% de agarose para verificagdo da integridade de DNA plasmideal de
pAdshE2F1-B e pAdshGFP.

Os plasmideos obtidos foram quantificados e submetidos ao
sequenciamento automéatico por meio do ABI 3700 DNA Analyser (Applied
Biosystems). A analise foi realizada pelo Programa Chromas V 2.33
(Technelysium Pty Ltd) (fig.32).
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AACTTCAGGG TCAGC TTGC TTTTTCT
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Figura 32. Sequenciamento da fita senso dos plasmideos pAdshE2F1-B e pAdshGFP,

analisados pelo Programa Chromas V 2.33 (Technelysium Pty Ltd).

Apo6s amplificacdo dos plasmideos, estes foram linearizados com Pac |
(fig.33). Para verificacdo da clivagem um novo gel de agarose 1%, contendo
1ul de cada amostra. Como controle foi utilizado 1ul do respectivo plasmideo

sem clivagem enzimatica.

Ladder pAdRSVLacZ pAdshGFP pAdshE2F1-B

1 - 1
I 1 r 1T 1

- .

K RL L

Figura 33. Gel 1% de agarose para verificacdo da digestdo de DNA plasmideal com a enzima
de restricdo Pac |. O primeiro poco de cada amostra corresponde ao plasmideo sem digestao
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(controle da digestdo), onde se observa dois fragmentos distintos, e o segundo poco

corresponde ao plasmideo digerido com Pac |.

4.2 Titulacado dos vetores adenovirais

Os titulos das diferentes construcfes adenovirais foram determinados na

passagem 4 (P4), e estdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 9: Titulos dos diferentes adenovirus em passagem P4, em particulas por ml

Titulac&o (TCID 50)
Adenovirus (P4) (particulas/ml)
AdshGFP 7,94.10°
AdRSVLacZ 7,94.10°
AdshE2F1-B (i) 3,16.10%°
AdshE2F1-B (ii) 1,25.10"°

4.30timizacado da transducdo com AdRSVLacZ em células B16mCAR

ApOs sucessivas tentativas de se determinar o melhor fixador, foi possivel
identificar aquele que mais aumentou a eficiéncia de detecgéo da transducéo de
particulas AdRSVLacZ em células B16mCAR, o formaldeido 3,7%. Além disso,
muitos testes foram realizados para se determinar a quantidade de células ideal
para a transducdo, bem como, quantidade de particulas virais e niamero de

transducdes, aumentando a eficiéncia da transducao para quase 100%.

4.3.1 Eficiéncia por simples transducéo

Apbs producéo e titulagdo viral, seguiu-se para a otimiza¢cdo do niumero
de particulas necessarias para a transducao das células BL6mCAR, bem como
sua receptividade as particulas adenovirais. Para tanto, as ceélulas foram
tratadas com AdRSVLacZ, que expressa 0 gene reporter LacZ, podendo-se
entdo identificar facilmente a eficiéncia de transducéo destas células através da

coloracao por X-Gal.
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Inicialmente, a eficiéncia foi testada através de simples transducéo, onde

observou-se que cerca de 60% das células foram transduzidas (fig.34).

Figura 34. Eficiéncia da simples transducédo em células BL6mCAR (5x10* células por poco)
com AdRSVLacZ. a) células controle (ndo transduzidas). b) e c) Coloracdo X-Gal mostrando a

eficiéncia da transducdo em aproximadamente 60%, com A=40X e A=100X, respectivamente.
4.3.2 Eficiéncia por dupla transducéo

Com a finalidade de aumentar a eficiéncia de transducdo, as células
B16mCAR foram submetidas a dupla transducdo. Este método mostrou-se
mais adequado, ja que aproximadamente 100% das células foram transduzidas
(fig.35).

Figura 35. Eficiéncia da dupla transducéo em células B16mCAR (5x10* células por poco) com
AdRSVLacZ. A) células controle (ndo transduzidas). B), C) e D) Coloragdo X-Gal mostrando a
eficiéncia da transducdo em aproximadamente 100%, com A=40X, A=100X e A=400X,

respectivamente.

4.4 Validacao da construcao de cassete de expressao de shE2f1 em

vetor adenoviral em células B16mCAR

Anteriormente a validagdo da construcdo do cassete de expressdo de
shE2f1 em vetor adenoviral e para que a quantificacdo da expressdo dos

diversos genes analisados neste trabalho fosse fidedigna, todas as amostras
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de RNA foram submetidas ao tratamento com DNase |, com o intuito de
eliminar qualquer contaminacdo de DNA. Isto porque muitos genes possuem
pseudogenes, como no caso da B-actina, podendo superestimar a expressao
dos mesmos. Assim sendo, todas as amostras de cDNAs foram amplificadas
por PCR convencional (RT-PCR) e os produtos foram verificado através de gel

de agarose 2%, demonstrando ndo haver qualquer contaminacéao (fig.36).
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1 Ladder 9 AdshGFP Dia 4 RT-
2 AdshGFP Dia 2 RT+ 10 AdshE2F1-B(i) Dia 4 RT+
3 AdshGFP Dia 2 RT- 11 AdshE2F1-B(i) Dia 4 RT-

4 AdshE2F1-B(i) Dia2 RT+ 12 B16mCar Dia 4 RT+
5 AdshE2F1-B(i) Dia2 RT- 13 B16mCar Dia 4 RT-

6 B16mCar Dia 2 RT+ 14 AdshGFP Dia 6 RT+
7 B16mCar Dia 2 RT- 15 AdshGFP Dia 6 RT-
8 AdshGFP Dia 4 RT+ 16 AdshE2F1-B(i) Dia 6 RT+

17 AdshE2F1-B(i) Dia 6 RT-

Figura 36. Representacdo de gel de agarose 2% com amostras do produto da RT-PCR. As
bandas indicam as amostras onde foram adicionadas a enzima transcriptase reversa (RT+), e a
auséncia das bandas indicam as amostras onde ndo foram adicionadas a enzima (RT-),
demonstrando que todas as amostras ndo possuiam contaminagcées com DNA. As amostras
agui apresentadas sdo exemplos de cDNAs cujos RNAs foram previamente tratados, onde

AdshGFP e B16mCAR sao controles daquelas transduzidas com o AdshE2F1-B.

Uma vez padronizado o protocolo de transducdo adenoviral nas células
da linhagem B16mCAR, foi iniciada a verificacdo da eficiéncia da inativacédo

génica atraves da interferéncia por RNA com o vetor adenoviral AdshE2F1-B.

Assim, a analise da expressdo de E2f1 foi entdo averiguada nas células

B16mCAR transduzidas (dupla transducdo) com dois lotes distintos de
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AdshE2F1-B (i e ii), através de PCR em tempo real (QRT-PCR) e Western Blot,
com a utilizacdo de duas partidas virais diferentes. Foi verificada uma
diminuicdo da expressdo génica em cerca de 50% no nivel do RNA, e de
aproximadamente 60% no nivel protéico (fig.37), quando comparada ao
controle (células transduzidas com AdshGFP). Como controle endégeno a

expressao de B-actina foi utilizada, para a normalizagéo da expressao de E2f1.

A) B
Expresséo de E2f1 por qRT-PCR ) Expressédo de E2f1 por Western Blot
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Figura 37. A) Andlise da expressado de E2fl por PCR em Tempo Real. O gréfico representa a
média de dois experimentos distintos, realizados em triplicata experimental. B) Andlise da
expressdo de E2fl por Western Blot. O gréfico representa um experimento, realizado em
duplicata experimental, com extracdo protéica citoplasmatica. A quantificacdo das bandas
protéicas foi analisada através do Analizer LAS-4000. Células B16mCAR foram transduzidas
(dupla transdugdo) com a mesma quantidade de particulas adenovirais para AdshGFP e para
AdshE2F1-B, sendo que para estas dois lotes distintos foram utilizados, AdshE2F1-B (i) e
AdshE2F1-B (ii). O AdshGFP foi definido como controle 100%. Para a normalizagdo dos

experimentos a expresséo da B-actina foi utilizada. *P < 0,02, quando comparado ao controle.
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4.5 Perfil de expressao em células transduzidas com AdshE2F1-B

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos de validacao da
construcdo adenoviral, novos experimentos foram realizados para verificar o
perfil de expressdo dos genes E2fl, E2f2, E2f3 e Ciclina E, a curto e médio
prazo, por meio de dupla transdugcdo em células B16mCAR. Foram utilizadas,
na maioria dos experimentos, duas partidas virais diferentes, AdshE2F1B (i) e
AdshE2F1B (ii), sendo os resultados apresentados referentes a média dessas
duas partidas em dois experimentos distintos. Para a normalizacdo de todos os

experimentos a expressao da Bactina foi utilizada.

4.5.1 Anélise da expresséo de E2f1

Apos a dupla transducdo do AdshE2F1-B em células BI6mCAR, foram
obtidos resultados semelhantes aos anteriores referentes a validacao do vetor
adenoviral. Uma diminui¢do significativa foi observada tanto por PCR em tempo
real como por Western Blot, onde o silenciamento obtido foi de

aproximadamente 55% e 70%, respectivamente (fig.38).
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Figura 38. A) Expressdao de RNAm de E2f1 por PCR em tempo real (QRT-PCR). B) Analise da
expressdo da proteina de E2f1 por Western Blot, com extragdo protéica citoplasmatica. O
gréfico representa a média de duas partidas adenovirais distintas, AdshE2F1-B (i) e AdshE2F1-
B (ii). Todos os graficos representam a média de dois experimentos distintos, ambos realizados
em ftriplicata experimental para validagdo estatistica (teste T). O AdshGFP foi definido como
controle 100%. Para a normalizagdo dos experimentos a expressdo da Bactina foi utilizada.

*P<0,02, quando comparado ao controle.

4.5.2 Anélise da expresséo de E2f2 e E2f3

Uma vez determinada a diminuicdo da expressdo de E2fl nas células
B16mCAR, deu-se inicio ao estudo da expressao de outros genes da familia
E2F: E2f2 e E2f3, ja que estes também sé&o ativadores da proliferacao celular e

poderiam compensar a auséncia de E2f1 nestas células.

Os resultados obtidos por PCR em tempo real demonstraram que nao ha
alteracdes significativas na expressao destes genes apods a diminuicdo da

expresséo E2f1 (fig.39).

Expresséo de E2f2 e E2f3 por qRT-PCR
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Figura 39. Expressdo de RNAm de E2f2 e E2f3 por PCR em tempo real (QRT-PCR). Todos os
gréficos representam a média de dois experimentos distintos, ambos realizados em triplicata
experimental para verificacdo de significancia estatistica (por teste T). A expresséo de células
contendo AdshGFP foi definida como controle 100%. Para a normalizagdo dos experimentos a

expressédo da Bactina foi utilizada. *P < 0,02, quando comparado ao controle.
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4.5.3 Analise da expresséo de Ciclina E

A analise da expressdo da Ciclina E também foi realizada, j& que é
controverso o papel de E2f1 no seu controle transcricional. Os resultados
obtidos por PCR em tempo real demonstraram uma diminui¢do significativa de
Ciclina E (fig.40), onde a mesma encontrou-se reduzida em cerca de 40%.
Deste modo, os resultados aqui descritos sugerem que E2f1 pode controlar a

expressao de Ciclina E nas células BI6mCAR.
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Figura 40. Expressdo de RNAm de Ciclina E por PCR em tempo real (qRT-PCR). Os gréficos
representam a média de dois experimentos distintos, ambos realizados em triplicata
experimental para validacdo estatistica (teste T). A expressao de células contendo AdshGFP
foi definida como controle 100%. Para a normalizacdo dos experimentos a expressdo da

Bactina foi utilizada. *P < 0,02, quando comparado ao controle.
4.5.4 Curva de expressao de E2f1 em células B16mCAR

A fim de se verificar a expressao de E2fl1, E2f2 e E2f3 a médio prazo,
uma curva de proliferacdo in vitro com simples transduc¢éo foi tracada. Apos a
simples transducéo, as células transduzidas ou ndo com AdshE2F1-B(i) foram
coletadas de 2 em 2 dias até se completar um periodo de 8 dias. As amostras

foram analisadas por PCR em tempo real (fig.41).

Por gRT-PCR verificou-se que a expressdao de EZ2fl sofreu maior
diminuicdo no quarto e sexto dias e, apesar de ter sofrido um leve aumento no
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oitavo dia, este ainda manteve-se bem menor o controle (células B16mCAR
transduzidas com AdshGFP). Portanto, os resultados obtidos indicam uma
acdo duradoura da inativacdo a médio prazo.

B AdshGFP

B AdshE2F1B
160% A

120% A

80% A

40%
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Dia 2 Dia4 Dia 6 Dia8

Figura 41. Curva de expressédo de E2f1 por PCR em Tempo Real em células BIGmCAR com
simples transducdo de AdshGFP e AdshE2F1-B (i). Os RNAs extraidos foram coletado de 2 em
2 dias, e a expressao de AdshGFP em células B16mCAR do dia 2 foi considerada como 100%.
O gréfico representa um Unico experimento, realizado em triplicata experimental. *P < 0,02,

quando comparado ao seu repectivo controle.

A expressdao de E2f2 (fig. 42) também mostrou-se reduzida, tendo
diminuicdo semelhante a de E2fl. Isso sugere um possivel controle de E2f1 na
expressdo de E2f2 a médio prazo.
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Figura 42. Curva de expressédo de E2f2 por PCR em Tempo Real em células BIL6mCAR com
simples transducao de AdshGFP e AdshE2F1-B (i). Os RNAs extraidos foram coletado de 2 em
2 dias, e a expressao de AdshGFP em células B16mCAR do dia 2 foi considerada como 100%.
O gréfico representa um Unico experimento, realizado em duplicata experimental. *P < 0,003,

comparado ao seu repectivo ao controle.

J& a expressao de E2f3 (fig.43) ndo mostrou alteragdes significativas,
tendo inclusive aumento semelhante ao controle no dia 8 (células BI6mCAR
transduzidas com AdshGFP).
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Figura 43. Curva de expressédo de E2f3 por PCR em Tempo Real em células B1I6mCAR com
simples transducdo de AdshGFP e AdshE2F1-B (i). Os RNAs extraidos foram coletado de 2 em
2 dias, e a expressao de AdshGFP em células B16mCAR do dia 2 foi considerada como 100%.
O grafico representa um Unico experimento, realizado em duplicata experimental. *P < 0,03,

quando comparado ao seu repectivo ao controle.

45,5 Anadlise fenotipica da proliferacdo em células B16mCAR
transduzidas com AdshE2F1-B

Com o intuito de se averiguar o potencial da construcdo AdshE2F1-B na
alteracao da proliferacdo celular, foi tragada uma curva de proliferacao in vitro.
Nesta, células BL6mCAR foram transduzidas uma vez com AdshE2F1-B (i), e

células sem transdugdo foram utilizadas como controle. Apdés a simples
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transducédo, as células foram coletadas e contadas de 2 em 2 dias até se

completar um periodo de 8 dias (tabela 10; fig.44).

Tabela 10: Ensaio fenotipico de proliferacdo celular in vitro em células B16mCAR com

AdshE2F1-B (simples transdugéo) ou néo transduzidas (controle) ao longo de 8 dias.

AdshE2F1B | B16mCAR
Dia 0 2,5x10* 2,5x10*
Dia 2 2,12x10° 3,06x10°
Dia 4 7,94x10° 9,86x10°
Dia 6 10,38x10° | 11,54x10°
Dia 8 5,48x10° 5,14x10°
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Figura 44. Ensaio fenotipico de proliferacdo celular in vitro em células BL6mCAR transduzidas
com AdshE2F1-B ou nao transduzidas (controle). O grafico representa um Unico experimento,

com simples transducéo.

N&o houve diminuicdo significativa da proliferacdo das células
B16mCAR transduzidas com AdshE2F1-B, quando comparada as controle
(células B1I6mCAR sem transducdo). O declinio de ambas no ultimo dia de
coleta reflete possivelmente morte celular, uma vez que estas se encontravam

em maxima confluéncia.

Com a finalidade de verificar mais a fundo se a construgdo AdshE2F1-B
poderia vir a alterar a proliferacdo celular, foi realizada uma nova curva de
proliferacdo in vitro, agora com dupla transducéo, onde foram utilizados dois
lotes diferentes de AdshE2F1-B (i e ii). Células transduzidas com AdshGFP
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foram utilizadas como controle. Apos a dupla transducédo, as células foram

coletadas e contadas de 2 em 2 dias até se completar um periodo de 8 dias
(tabela 11; fig.45).

Tabela 11: Ensaio fenotipico de proliferacéo celular in vitro em células B16mCAR ao longo de
8 dias (dupla transducéo).

AdshGFP | AdshE2F1B
Dia0 | 2,5x10% | 2,5x10*
Dia2 |4,27x10° | 7,35x10°
Dia4 |5,76x10°| 8,3x10°
Dia6 |8,98x10° | 9,97x10°
Dia8 |7,34x10°| 5,6x10°
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Figura 45. Ensaio fenotipico de proliferacao celular in vitro em células BIL6mCAR transduzidas
com AdshE2F1-B ou ndo transduzidas (controle). O grafico representa a média de dois
experimentos distintos com dupla transducdo, em duplicata experimental, com subseqiente

confirmacéo por citometria de fluxo.

Nos resultados obtidos ndo foi verificada nenhuma reducdo da
proliferacédo (fig.45). No entanto, as quantidades entre as células transduzidas
com AdshE2F1-B e as transduzidas com o controle AdshGFP mostram-se
muito similares, sem significancia estatistica. O declinio de ambas no ultimo dia
de coleta reflete possivelmente morte celular, uma vez que estas se
encontravam confluentes.
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4 5.6 Analise do Ciclo Celular

Com a finalidade de se verificar a influéncia da reducéo de E2f1 ao longo
do ciclo celular, uma nova curva de proliferacéo celular foi tragada e analisada
por citometria de fluxo. As porcentagens de cada fase do ciclo foram adquiridas
atraves da andlise pelo softwre ModFit LT Win 32 (tabela 12; fig.46).

Tabela 12: Andlise das fases do ciclo por citometria de fluxo

% G1 % S % G2
Dia 2 AdshGFP 86,825| 4,9175 8,255
AdshE2F1B |73,78333 9,905 16,315
Dia 4 AdshGFP 88,09 5,655 6,255
AdshE2F1B 84,36 |6,908571 | 8,734286
Dia 6 AdshGFP 73,81| 17,6575 8,535
AdshE2F1B 80,31| 11,955 7,735
Dia 8 AdshGFP 80,2725 | 12,5975 7,13
AdshE2F1B | 84,1225 11,72 | 4,15625

AdshGFP | AdshE2F1B AdshGFP AdshE2F1B AdshGFP AdshE2F1B

100% - 7 .
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Figura 46. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo. Foi realizado um ensaio de
proliferacéo in vitro em células B16mCAR transduzidas com AdshE2F1-B ou ndo transduzidas
(controle) ao longo de 8 dias. O gréfico representa a média de um experimento com dupla
transducédo, em quadruplicata experimental. Uma reducéo significativa pode ser observada em
G, nas amostras transduzidas com AdshE2F1-B ao longo de 8 dias (analise estatistica
demonstrou P<0,0001 no dia 8 de AdshE2F1-B, quando comparado ao dia 2 de AdshE2F1-B).
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N&o foram observadas grandes alteracdes ao longo do ciclo celular nas
células transduzidas com AdshE2F1-B, quando comparadas ao controle
AdshGFP. No entanto, pode-se verificar uma importante reducéo de G, nas
células transduzidas com AdshE2F1-B no decorrer dos oito dias de coleta,

sugerindo uma possivel parada em Go.

4.6 Papel de E2F1 na proliferacao celular in vivo

4.6.1 Padronizacdo do crescimento tumoral em camundongos
C57BL/6 com células BI6mCAR

Para padronizacdo do crescimento tumoral, diferentes concentracées de
células B16mCAR foram injetadas na pata posterior, sendo a contralateral
utilizada como controle do crescimento. Os animais tiveram suas patas
posteriores mensuradas uma vez por semana, até o periodo final de trés

semanas (fig.47).
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Figura 47. Medida da espessura das patas de camundongos C57BL/6 ao longo de trés
semanas. O controle é dado pela média das patas contralaterais de todos os animais. Os
animais inoculados com as concentracdes de 5x10° e 10x° foram eutanasiados na segunda
semana. Os valores de cada concentracdo foram obtidos pela média da duplicata. Neste

experimento foram utilizados oito animais.
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Os resultados mostraram-se coerentes com as quantidades inoculadas
(figs.48 e 49), e pode-se definir em 5x10° a concentracdo ideal para

acompanhamento do tumor.

Figura 48. Curva de crescimento de células B16mCAR in vivo. Camundongos C57BL/6 foram
injetados com diferentes quantidades de células B16mCAR: a) 5 x 10% b) 10°; ¢) 5 x 10> d)

10°. As fotos a) e b) foram capturadas na terceira semana apés a injecao, e as fotos c) e d) na

segunda semana.
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Figura 49. Peso das patas posteriores de camundongos C57BL/6 apOs duas (para animais
inoculados com 5x10° e 10° células B16mCAR) ou trés semanas (para animais inoculados com
5x10* e 10° células BI6mCAR). O controle é dado pela média das patas contralaterais de

todos os animais juntos.
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4.6.2 Analise da proliferacao celular em camundongos C57BL/6 com
células B16mCAR e células B16mCAR transduzidas com AdshGFP e
AdshE2F1-B

Com a padronizacéo do crescimento tumoral estabelecida, 5x10° células
B16mCAR foram transduzidas duas vezes com AdshE2F1-B (i) e AdshE2F1-B
(i), e células transduzidas com AdshGFP ou nao transduzidas foram utilizadas
como controle para se averiguar a proliferacéo celular in vivo (tabela 13; figs.50
e 51). O mesmo procedimento foi utilizado para inoculacdo e obtencdo dos

pesos e medidas dos camundongos.

Tabela 13: Curva de proliferagdo celular in vivo em células BI6mCAR com AdshE2F1-B,

AdshGFP (dupla transducao) ou ndo transduzidas (controle) ao longo de trés semanas.

Espessura da pata (mm)
Semana 0 | Semana 1 Semana?2 | Semana 3
Controle 2,0194 2,0417 2,0833 2,0
B16mCAR 2,0 2,2222 2,4444 3,6667
AdshGFP 2,0 2,1667 2,3889 2,5000
AdshE2F1B (i) 2,0 2,9167 2,0278 3,0
AdshE2F1B (ii) 2,0 2,6056 1,9667 3,1667
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Figura 50. Medida da espessura das patas de camundongos C57BL/6 ao longo de trés
semanas. O controle é dado pela média das patas contralaterais de todos os animais. Os
valores de cada concentracdo foram obtidos pela média da duplicata ou triplicata. Neste
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experimento foram utilizados seis animais para o controle BLGmCAR sem transducéo, seis
animais para o controle transduzido com AdshGFP e 13 animais para células B16mCAR

transduzidas com AdshE2F1-B. *P < 0,02 quando comparado ao respectivo controle de cada

amostra.

Figura 51. Representacdo da medida da espessura das patas de camundongos C57BL/6 ao
longo de trés semanas: a) BIGmCAR; b) AdshGFP; ¢) AdshE2F1-B (i); d) AdshE2F1-B (ii).

Pode-se observar um aumento do crescimento tumoral nas células
transduzidas com AdshE2F1-B na primeira semana, seguida de gradual
reducdo, demonstrando a eficiéncia da inativacdo de E2fl em relacdo aos

controles.

Todos o0s animais tiveram suas patas posteriores retiradas, mensuradas
e pesadas. No entanto, 0 peso ndo demonstrou ser significativo, quando
comparado ao controle.

Em um dos experimentos realizados, os animais foram mantidos até a
terceira semana, onde observou-se que ocorreu migracao das células tumorais
para a perna. O crescimento tumoral estabeleceu-se entdo parte nas patas,

parte nas pernas inoculadas (tabela 14; figs.52 e 53).

Tabela 14: Espessura das pernas (mm) de camundongos C57BL/6 ao longo de 3 semanas

apos a inoculacao de células transduzidas ou ndo com AdshE2F1-B.

Espessura da
perna (mm)
Controle 4,08
B16mCAR 16,83
AdshGFP 4,00
AdshE2F1B (i) 9,33
AdshE2F1B (ii) 8,83
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Figura 52. Espessura das pernas posteriores de camundongos C57BL/6 apés trés semanas. O
controle é dado pela média das patas contralaterais de todos os animais juntos. Neste

experimento foram utilizados doze animais, sendo cada tratamento representado pela média de

triplicatas.

7

Figura 53. Representacdo da espessura das pernas posteriores de camundongos C57BL/6
apos trés semanas: a) e b) BLGBmMCAR; c) AdshE2F1-B (i); d) AdshE2F1-B (ii); ) AdshGFP.
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5. DISCUSSAO

O objetivo principal deste trabalho foi verificar o papel de E2fl na
proliferacéo celular em modelo experimental de melanoma murino, in vitro e in
vivo. Assim, em um primeiro momento, os esforcos foram voltados para a
preparacdo dos plasmideos (pAdshE2F1-B, pAdshGFP e pAdRSVLacZ) e para
producdo das particulas adenovirais (AdshE2F1-B (i); AdshE2F1-B (ii);
AdshGFP e AdRSVLacZ).

Deste modo, e com o intuito de se melhorar a qualidade e a quantidade
do produto final da preparacéo plasmideal, uma preparacdo em média escala
dos plasmideos com codigo para shRNAs foi obtida (fig.31). As amostras
tiveram suas sequéncias analisadas em sequenciador automatico e

demonstraram estar integras (fig.32).

Em seguida, os plasmideos foram submetidos a linearizacdo com a
enzima Pac | (fig. 33) para poderem entdo ser transfectados em células HEK
293 e originar a primeira passagem de amplificacdo dos adenovirus. Apds
superacdo de diversos problemas técnicos, foram obtidas as producdes
adenovirais na passagem P4, sendo esta a selecionada para validacdo e
utilizacdo da construgdo do shE2fl, justamente por conter maior aumento na
concentragdo de particulas adenovirais (tabela 9).

Segundo Ponder et al (2001) e Roy-Chowdhury et al (2002), uma
titulacdo adenoviral apropriada é obtida a partir de 10'° particulas por ml, e é
considerada estavel para congelamento a partir de 10%? particulas por ml,
ambos ap0s purificagdo da solucdo viral. Tendo isto em vista, é importante
ressaltar que as producdes adenovirais aqui apresentadas nado foram
submetidas a purificacdo, o que pode levar a uma producdo com titulos
inferiores, como observado em AdshGFP e AdRSVLacZ. Entretanto, isto n&o
interferiu  na obtencdo nos experimentos subsequentes. Porém, para
AdshE2F1-B (i) e (ii) o método utilizado mostrou-se mais eficiente, uma vez que

produziu titulos tdo altos como os obtidos em solu¢des purificadas.

Em um segundo momento, a otimizag&o da transdugdo com AdRSVLacZ

foi iniciada. Para tanto, primeiramente foram testados quatro diferentes tipos de
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fixadores - paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% com
glutaraldeido 0,2%, e formaldeido 3,7% - sendo este Ultimo o responsavel pelo
maior aumento da eficiéncia de deteccdo na transducdo de particulas de
AdRSVLacZ nas células B1I6mCAR, sendo, portanto, o fixador selecionado
para os estudos subsequentes. A coloracdo por solucdo X-Gal mostrou ser um
método apropriado e pratico para verificacdo da expressao da B-galactosidade,
enzima codificada pelo gene reporter lacZ, onde a presenca desta enzima é
indicada pela producéo de pigmentacdo azul nas células transduzidas (revisto

em Joung et al, 2000).

A patrtir disto, novos testes foram realizados visando a adequacéo da
quantidade de células B16mCAR a serem transduzidas, verificacdo da
receptividade as particulas adenovirais e otimizacdo do numero de particulas
necessérias para a transducdo. Para a transducdo com AdRSVLacZ, a
quantidade de células foi estabelecida em 5x10* células por poco, e a
quantidade de particulas adenovirais em aproximadamente 7,9x10° particulas
por ml. Primeiramente, foi testada a eficiéncia por simples transducédo, onde se
observou que cerca de 60% das células foram transduzidas (fig.34). Com o
intuito de se aumentar a eficiéncia, novos experimentos foram realizados com
dupla transducdo, o que resultou em praticamente 100% de eficiéncia de
entrega do transgene (fig.35). Deste modo, a eficiéncia por dupla transducédo
provou ser muito mais efetiva, sendo entdo empregada na maioria dos estudos

subsequentes.

Apbs a otimizacgdo, a construcdo do cassete de expressao de shE2f1 foi
validada em vetor adenoviral nas células B16mCAR, onde foi verificada uma
reducdo da expressdo génica em até 50% no nivel do RNA, e de
aproximadamente 60% no nivel protéico (fig.37). A metodologia de utilizagédo
do shE2f1 mostrou-se adequada para a inativagcdo do gene E2fl, uma vez que
conseguiu reduzir sua expressdo em células de camundongo. Em trabalho
anterior em nosso grupo, 0 mesmo cassete de expressao foi utilizado para
inativacdo de E2f1 em células de glioma de rato (Vasques et al, 2009), o que
comprova sua eficiéncia e interespecificidade. Porém, a eficiéncia obtida no
presente trabalho foi um pouco inferior a do trabalho anterior. Tal fato pode
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estar intimamente relacionado ao tipo de metodologia empregada, uma vez que
neste estudo foram utilizados pools celulares, enquanto que no anterior a
inativacao foi obtida por clones celulares. De qualquer forma, metodologia de
shRNA mostrou-se adequada e eficiente para a inativacdo de E2f1 em ambos

os estudos.

A partir de entdo, novos experimentos foram realizados, com o intuito de
se averiguar o perfil de expressao dos genes E2f1, E2f2, E2f3 e Ciclina E em
células B16mCAR transduzidas com AdshE2F1-B. A analise da expressao de
E2f1 realizada por gRT-PCR revelou um silenciamento de aproximadamente
55% a nivel do RNA (fig.38 A), quando comparado as células controle
(AdshGFP). Estes dados sao semelhantes aos obtidos anteriormente.
Entretanto, no nivel protéico, a expressao foi ainda menor, onde a reducao foi
de 70% (fig.38 B). Isto indica que, apesar do nivel de RNA estar reduzido
pouco mais que a metade, reflete numa diminuicdo mais significativa no nivel
protéico. Provavelmente este fendmeno deve estar relacionado a um maior

turnover do RNA de E2f1, do que de sua proteina.

Uma vez que o papel de E2f1 na proliferacéo celular e sua sobreposicao
com outros genes da familia ainda sdo controversos, onde estudos apontam
para o efeito compensatério de outros genes E2f na auséncia de E2fl
(DeGregori et al, 1995; Takahashi et al, 2000; Kong et al, 2007), a andlise da
expressdo de E2f2 e E2f3 também foi realizada. A expressao destes genes foi
observada porque E2f2 e E2f3 também sao ativadores da proliferacdo celular
(revisto em Kurreck, 2009), e poderiam compensar a auséncia de E2fl1 em
células transduzidas com AdshE2F1-B, por meio do aumento de seus niveis de
expressdo. No entanto, os resultados obtidos por gRT-PCR em experimento de
curto prazo, ndo revelaram alteracao significativa da expresséo de E2f2 e E2f3,
na auséncia de E2fl, quando comparada aos controles (fig.39). Estes
resultados estdo de acordo com dados obtidos em outros estudos, como os de
Li et al (2003), Goto et al (2006) e Vasques et al (2009), que demonstraram nao
haver alteragéo significativa da expressdo destes genes em células murinas
duplo-knockout para E2f1/E2f2, células HeLa com knockdown para E2fl e

células de glioma de rato com knockdown para E2fl, respectivamente. Deste
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modo, pode-se concluir que ndo ha efeito compensatério na auséncia de E2f1
em ceélulas B16mCAR transduzidas com AdshE2F1-B e que o shE2F1-B é
especifico para a inativagdo de E2fl1, ndo havendo inativagdo cruzada de E2f2
e E2f3, apesar de possuirem dominios semelhantes a E2fl, comprovando

assim a alta especificidade desta ferramenta.

A andlise da expresséo da Ciclina E também foi averiguada nas células
B16mCAR transduzidas com AdshE2f1-B, uma vez que é controverso o papel
de E2f1 como seu ativador transcricional (DeGregori et al, 1995; Takahashi et
al, 2000; Stevens & Thangue, 2003; Kong et al, 2007). Os poucos trabalhos
que avaliaram esta regulacdo foram realizados em sistemas de super-
expressdo de E2F1, onde a Ciclina E também encontrava-se super-expressa
(Ohtani et al, 1995; Inoshita et al, 1999, Takahashi et al, 2000). Entretanto, em
estudos onde houve o silenciamento de E2f1, como os modelos: duplo-nocaute
E2F1/E2F2 (Li et al, 2003), células HeLa (Goto et al, 2006) ou células de
glioma de rato (Vasques et al, 2009) knockdown para E2F1/E2fl, sua
expressdo nao mostrou-se alterada. Os resultados obtidos (fig.40) mostraram
gue, neste sistema estudado, houve uma diminuicéo da expresséo da Ciclina E
em cerca de 40%, quando comparada ao controle, acompanhando a
diminuicdo da expressdo de E2f1. Estes resultados sdo contrarios aos obtidos
nos modelos de inativacdo de E2fl supracitados, e corroboram com o0s
achados de super-expresséao de E2f1, sugerindo que E2f1 controla a expressao
da Ciclina E nas células de melanoma, B16mCAR. Esta diminui¢cdo pode,
eventualmente, contribuir para uma efetiva diminuicdo da proliferacdo celular.
No entanto, € possivel que a divergéncia dos resultados apresentados nos
diversos estudos citados esteja relacionada ao tipo celular, tempo de

experimento e método de inativagdo gene-especifica.

Com a finalidade de se verificar a manutencdo da inativacao, foi
averiguada a expressao de E2fl, E2f2 e E2f3 a médio prazo, uma curva de
expressdo in vitro com simples transducdo foi tracada, onde as amostras
transduzidas foram coletadas de 2 em 2 dias por um periodo de 8 dias. A
expressdo de E2fl ao longo da curva sofreu maior diminuicdo no quarto e

sexto dias, com leve aumento no oitavo dia (fig.41). Assim, os resultados
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obtidos indicam uma acéo duradoura da inativacdo de E2f1 a médio prazo, com
grande reducéo a partir do 4° dia da transducédo, demonstrando que esta é uma
potente ferramenta que pode ser utilizada para estudos de médio prazo. E
importante ressaltar que todas as curvas de expressao foram realizadas
apenas por simples transducdo, pois a otimizacdo das mesmas com dupla
transducdo ndo foram bem sucedidas, uma vez que as células entravam em
confluéncia no 4° ou 5° dia ap6s as transducdes, dificultando as andlises
posteriores. Foram também realizadas tentativas de curvas com uma menor
guantidade de células iniciais. Todavia, as solu¢des virais mostraram-se toxicas
na baixa confluéncia celular, impedindo assim uma correta andlise do

experimento em questao.

A expressao de E2f2 ao longo da curva também mostrou-se reduzida
(fig.42), com diminuig&o similar a de E2f1. O fendmeno aqui observado poderia
ser recorréncia de dois fatores distintos: a) o shE2f1 interfere na expressao de
outros genes da familia E2F, sendo portanto uma ferramenta inespecifica; ou
b) E2f1 estaria controlando a expressao de E2f2 a médio prazo, uma vez que a
diminuicdo de ambas sdo similares ao longo dos dias de coleta da curva de
proliferacdo. Como visto anteriormente, em experimento de curto prazo com
dupla transducdo, ndo ha inativacdo cruzada, tanto de E2f2, como de E2f3.
Estes dados corroboram com os testes executados in silico no processo de
escolha da regido a ser alvejada por shE2F1. Uma analise comparativa foi
realizada através do programa Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
entre a sequéncia do siRNAE2F1-B utilizado no presente trabalho, e a
sequéncia do cDNA de E2f2 de Mus musculus (fig.54), onde p6de-se constatar
gue ndo ha complementaridade entre os nucleotideos 2 a 8 (regido semente do
SiRNA - vide fig.12), e que, portanto, o SiRNA desenhado ndo deve alvejar
E2f2. Com isso, o resultado obtido foi surpreendente, pois sugere que E2fl
controla a expressao de E2f2, fenbmeno que so6 foi possivel se observar a
médio prazo. Porém, na literatura ndo foram encontrados dados que indiquem
gue E2f2 esteja sob o controle de E2f1, o que torna os resultados obtidos ainda
mais interessantes, e que, portanto, necessitam ser melhor explorados. Além

disso, em estudo realizado por Infante et al (2008) foi demonstrado que o
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knockdown de E2F1 a curto prazo eleva o efeito da perda de E2F2 em
linfécitos T deficientes em E2f2. Segundo os autores, a diminuicdo
concomitante de E2f1 e E2f2 resulta em um aumento da desregulagéo de um
conjunto de genes, sobretudo associados a proliferacdo, o que sugere que a
expressdo de muitos destes genes esteja sob o controle transcricional de
E2f1/E2f2.
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Figura 54. Verificagdo da especificidade do AdshE2F1-B. Estudo de complementaridade entre
as seqiiéncias do RNAm do fator de transcricdo E2F2 de Mus musculus e do siRNA de E2F1,
através da ferramenta Blast do NCBI (nimero da busca: LOCUS NM_177733).

Ja a expressédo de E2f3 (fig.43) ndo mostrou alteracdes significativas no
decorrer da curva de expresséo, e, portanto, parece nao ter sua expressao
regulada por E2f1, e tampouco atua como efeito compensatorio na auséncia de
E2f1.

Em paralelo as curvas de expresséo, curvas de proliferacdo in vitro
foram realizadas, tendo por objetivo averiguar o potencial da construgcéo
AdshE2F1-B na alteracdo da proliferacdo celular. Para tanto, inicialmente foi
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tracada um curva com simples transducéo, onde as células foram coletadas e
contadas de 2 em 2 dias por um periodo de 8 dias. Neste experimento ndo se
observou diminuicdo significativa da proliferacdo das células B16mCAR
transduzidas com AdshE2F1-B, quando comparada as controle (fig.44). Uma
vez que a simples transducdo nao indicou alteracdo na proliferacdo celular,
uma nova curva foi tragcada com dupla transducao (fig.45), onde se observou
resultado semelhante ao da simples transdugcdo, sem diminuicbes
significativas. Assim como nas curvas de expressdo, foi encontrada certa
dificuldade metodoldgica para adequacao a dupla transducdo, uma vez que a
confluéncia das células ocorre antes do término do experimento, o que leva ao
declinio da curva entre o 6° e 8° dias. Outro provavel agravante metodolégico
baseia-se no fato das solu¢des adenovirais ndo terem sido purificadas, e, como
0 uso do AdshGFP ndo contém diluicdes, os debris parecem ser tdxicos para
as células tratadas com esta solucdo viral, alterando assim os resultados
vistos. Contudo, em trabalho recentemente publicado, Alla e seus
colaboradores (2009) realizaram o knockdown de E2f1 por shRNA em modelo
de melanoma metastatico, com o uso de células SK-Mel. Verificou-se que a
presenca do shE2fl foi capaz de reduzir a capacidade de invasédo de células
metastéticas in vitro, mas ndo pode alterar sua atividade de proliferacdo, uma
vez que os dados obtidos na analise fenotipica dessas células se mantiveram
similares (E2F1 shRNA versus shRNA controle). Estudos realizados por
Humbert et al (2000) e Wu et al (2001), também verificaram que o knockdown
de E2fl ndo afeta a proliferacdo, uma vez que a divisdo celular em células
murinas prosseguiu normalmente. Assim, o0s resultados aqui apresentados
(figs. 44 e 45) encontram-se de acordo com o observado por nos estudos
acima citados. No entanto, outros resultados obtidos anteriormente em nosso
grupo divergem dos descritos até o momento (Vasques et al, 2009), uma vez
que o knockdown de E2f1 demonstrou alterar significantemente a progressao
da proliferacao celular, remanescendo apenas cerca de 30% da capacidade

proliferativa em células de glioma de rato contendo o shE2f1.

Uma nova curva de proliferacdo de 8 dias com dupla transducao foi

realizada e coletada de 2 em 2 dias, para analise do ciclo celular por citometria
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de fluxo. Nesta mesma curva, nova contagem celular foi realizada por
citometria, revelando uma curva fenotipica semelhante as obtidas
anteriormente (figs. 44 e 45), demonstrando que a construcdo do shE2f1 ndo
altera a proliferacdo. Como discutido anteriormente, os debris contidos na
solucdo do AdshGFP parecem ser toxicos para as ceélulas, o que
provavelmente alterou os resultados obtidos; e a realizagdo de nova curva de
proliferagdo, com solugéo purificada, pode levar a outros resultados. Uma
pequena modificacdo metodoldgica, onde se incluiriam mais dias ao longo da
curva de proliferacéo, também poderia ser utilizada para averiguar o real efeito

de shE2f1 na proliferagédo celular.

A analise do ciclo celular também ndo apresentou modificacdes
significativas em médio prazo (tabela 12; fig.46). Através desta, notou-se que
G, corresponde a aproximadamente 80% do ciclo em todas as amostras, ao
longo de 8 dias ap0s a dupla transducéo; a fase S apresentou aumento no dia
6, com leve reducdo no dia 8; e G, manteve-se com uma média de
aproximadamente 8% do total do ciclo celular. Um dado interessante nesta
analise foi a diminuicdo de G, nas amostras contendo AdshE2F1-B, onde
verificou-se uma reducdo de ¥ desta fase do ciclo em um periodo de 8 dias,
diminuindo assim a condicdo das células para entrarem em mitose, sendo este
um importante fator a ser analisado para compreensdo da parada do ciclo
celular, antes da fase mitotica.

No decorrer das diversas andlises in vitro deste trabalho, a otimizacéo
da deteccdo da expressdo génica também foi feita por Western Blot. Contudo,
esta deteccdo sO foi possivel nos experimentos iniciais, com a utilizagdo do
anticorpo anti-E2f1 na andlise da expressao de E2fl. Apesar da otimizacéo
desta metodologia, ndo foi possivel realizar a analise com os anticorpos anti-
E2f2 e anti-E2f3, uma vez que estes apresentaram marcacao inespecifica,
onde todas as proteinas presentes ficaram marcadas nas membranas das
amostras. A deteccdo com o anticorpo anti-Ciclina E também néo foi possivel,
onde nenhuma banda foi obtida. Assim, para futuras analises por Western Blot,

novos anticorpos devem ser adquiridos e testados.
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Em um terceiro momento deste trabalho, buscou-se avaliar o papel de
E2F1 na proliferagcdo celular in vivo, com a utilizacdo de camundongos
C57BL/6 como modelo experimental de melanoma. Para tanto, uma
padronizacao do crescimento tumoral foi previamente realizado, com a injecao
subcutéanea de diferentes concentracdes de células BI6mCAR em uma das
patas posteriores de cada animal. Apos trés semanas de acompanhamento e
mensuragao das patas, 0os animais foram eutanasiados e 0 peso e espessura
final das patas foram obtidos, tendo a contralateral como controle. Como
resultado, pbde-se definir a quantidade ideal a ser inoculada em estudos
subsequientes em 5x10° (figs.47, 48 e 49). A metodologia empregada mostrou-
se adequada para experimentos a longo prazo, uma vez que as células
injetadas permaneceram no local da inoculacao, resultando ndo s6 em um
modo mais apropriado para a retirada de medidas ao longo das semanas,
como também proporcionou uma melhor qualidade de vida aos animais,
quando comparados a metodologias de inoculacdo subcutdnea dorsal ou

caudal-sistémica.

Apos padronizacdo, deu-se inicio aos experimentos contendo células
duplamente transduzidas com dois lotes distintos de AdshE2F1-B (i ou ii) ou
AdshGFP (controle). Células B16mCAR sem transducdo também foram
utilizadas como controle. Observou-se um aumento do crescimento tumoral nas
células transduzidas com AdshE2F1-B logo na primeira semana, seguida de
progressiva reducdo até a terceira semana de experimentacdo, quando
comparadas aos controles, demonstrando assim a eficiéncia da inativacdo de
E2f1 em relagdo aos controles (tabela 13; figs. 50 e 51). Foi possivel verificar
também que o crescimento dos animais inoculados com B16mCAR sem
transducdo foi maior do que o crescimento dos inoculados com AdshGFP.
Como dito anteriormente, a solugéo viral de AdshGFP né&o foi purificada e n&o
sofreu diluicdo alguma nos experimentos, o que pode ter contribuido para um
acumulo de debris, que parecem ter sido toxicos para as células, alterando

assim seu crescimento.

Dentre os varios experimentos in vivo realizados, um apresentou
migracdo das células inoculadas para a perna dos animais. Estes foram
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mantidos até a terceira semana, onde observou-se crescimento tumoral nas
patas e/ou pernas (tabela 14; figs.52 e 53). A medida da espessura das pernas
demonstrou novamente um tratamento eficiente através do AdshE2F1-B, onde
0s animais inoculados apresentaram cerca de 50% de reducéo no crescimento
tumoral, quando comparados com o0s controles inoculados com células
B16mCAR néo transduzidas. No entanto, ndo foi observada nenhuma alteracao
significativa nos animais que continham AdshGFP; onde esta inalteragcdo pode
ser explicada por duas razfes: a) o acumulo de debris ndo s6 alterou o padréo
de proliferacdo celular, como também acarretou em morte das células
transduzidas; b) a migracdo das células transduzidas atingiu o coracdo e
pulmdes dos camundongos. Apesar da migracdo dessas células nao ter sido
confirmada, pois nado foi realizada a disseccdo de nenhum dos animais em
questao, a razao mais coerente e compativel com os dados aqui apresentados
apontam para uma grande perda de células, ocasionado pelo excesso de
debris em AdshGFP, fato observado em experimentos de médio prazo in vitro.
Outro empecilho verificado foi a densidade do tumor que, por ser um
melanoma, é formado por uma capsula que contém o tumor em estado semi-
liguido, 0 que o impossibilita para uma disseccédo tumoral ou extracdo para

ensaios de imunohistoquimica.

Com a finalidade de melhorar resultados futuros, inclusive para a
producédo do artigo cientifico deste trabalho, algumas possiveis solu¢cbes para a
instabilidade do controle AdshGFP podem ser enumeradas: 1) purificacdo das
solucBes adenovirais por centrifugacdo em gradiente de concentracdo de
cloreto de césio (segundo He et al, 1998) ou por kits de purificagdo
previamente estabelecidos; 2) disseccdo dos animais inoculados para
averiguar se ha migracdo para orgdos internos; 3) mudanca metodoldgica na
inoculacdo das células transduzidas in vivo, injetando as células
subcutaneamente na superficie plantar das patas (segundo protocolos
validados por Sasamura et al, 2002; Brigatte et al, 2007; Fujita et al, 2009; Gao
et al, 2009; Greay et al, 2010).

Tendo em vista os resultados aqui descritos, € interessante notar que,
apesar da ampla literatura acerca da familia E2F, a contribuicdo e funcéo
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especifica de cada membro dentro do ciclo celular ainda permanecem pouco
definidas. Analises por microarrays demonstraram que a expressao ectdpica de
E2f1, E2f2 e E2f3 ndo apenas induzem a ativacao transcricional, mas também
poderiam reprimir a transcricdo de diversos genes de forma indireta (Muller et
al, 2001; Young et al, 2003). Em outro estudo, Chen et al (2007) analisaram e
compararam a capacidade oncogénica dos membros de E2F em fibroblastos
modificados, onde foi verificado que: a) E2F2 e E2F3a possuem uma grande
capacidade oncogénica (pré-oncogénicos); b) E2F1 e E2F6 apresentaram-se
neutros; e c¢) E2F4 e E2F5 provaram ter uma alta capacidade de inibir a
transformacao celular (anti-oncogénicos). Os resultados apresentados por
Chen et al séo contrastantes com a maioria dos dados da literatura, uma vez
que E2F1 é descrito classicamente como um fator bastante comum entre
diferentes tipos de tumores, e que atua em duas vias antagbnicas — na
proliferacdo celular e na apoptose (Pierce et al, 1999; Stevens & Thangue,
2003; De Gregori & Johnson, 2006). No entanto, foi proposto por alguns
autores algumas funcdes diferentes para E2F1 a E2F3: a principal funcédo de
E2F1 seria como indutor da apoptose e supressor tumoral, enquanto que E2F3
seria o fator primariamente requerido para a promocéo da progressao do ciclo
em células normais (incluindo o desenvolvimento embrionario em murinos), e
que E2F2 seria o responsavel pela repressdo de genes do ciclo celular,
mantendo a células em quiescéncia (Gaubatz et al, 2000; Infante et al, 2008;
Chong et al, 2009). Como visto acima, a familia E2F é de extrema importancia
para a regulacdo da progressao do ciclo celular, porém, muitas incongruéncias
sao encontradas, e mais estudos acerca de suas funcgdes e correlagbes com as
cascatas de sinalizagdo devem ser averiguados. Assim, a maior compreensao
destes fatores de transcricdo e sua relagdo com a proliferagédo celular e
apoptose sao altamente promissores, tanto para estudos de funcdo génica,
guanto para terapias envolvendo o aumento exacerbado no numero de células,

como é o caso dos diversos tipos de cancer.

Levando-se em consideracdo a importancia do estudo desses genes, a
metodologia de siRNAs torna-se cada vez mais apropriada para o estudo de

suas funcgdes, uma vez que age de modo especifico. Segundo Kurreck (2009),
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no uso de RNAs interferentes sdo necessarias diversas investigacfes
preliminares antes do seu uso em si, tais como a validagdo de multiplos siRNAs
contra a mesma sequéncia alvo; verificacdo de efeitos inespecificos durante a
aplicacdo do RNAI, que incluem os efeitos off-target, a resposta interferon e as
reacdes cruzadas com a via dos microRNAs; além de controles adequados
para as andlises nos niveis de RNAm e proteina. Para tratamentos de
infecgdes virais ou de cancer, o uso de siRNAs imuno-moduladores pode ser
muito eficaz, pois tém funcdo de knockdown do gene alvo sem ativar a

resposta interferon.

Como visto anteriormente no item 1.4, a ferramenta RNAi possui grande
especificidade, sendo portanto uma metodologia apropriada para estudos tanto
em células em cultura como em modelos experimentais in vivo (fig.13). Deste
modo, o crescente aumento do uso desta tecnologia vem propiciando indmeros
conhecimentos, tanto em relacéo as investigacdes de funcdo génica e geracao
de bibliotecas gen6micas, como em aplica¢cOes terapéuticas, incluindo estudos
em doencas como a degeneracdo macular, infec¢cdes associadas ao HIV-1,
diversos tipos de cancer e aplicacdo de siRNAs em ensaios clinicos. Portanto,
a interferéncia por RNA tem se mostrado uma potente e promissora

ferramenta, como demonstrado neste trabalho.
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6.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e apresentados no presente trabalho,

pode-se concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O vetor adenoviral com cédigo para shRNA contra o gene EZ2f1,
demonstrou ser uma metodologia adequada para o knockdown do
mesmo, ja que diminuiu sua expressdo em até 70%; assim sendo, a
mesma construcdo foi validada para duas espécies distintas: Rattus
norvegicus (Vasques et al, 2009) e Mus musculus;

A diminuicdo da expressao de E2f1 em células B16mCAR transduzidas
com AdshE2F1-B foi sustentada, in vitro, por pelo menos 8 dias;

O AdshE2F1-B ndo promoveu a inativagdo cruzada dos genes E2f2 e
E2f3, confirmando sua especificidade;

Ndo foram demonstrados efeitos compensatorios ou alteracfes
significativas na expressao de E2f2 e E2f3 na auséncia de E2fl, a curto
prazo. No entanto, podde-se observar uma reducdo na expressao de E2f2
a médio prazo, o que sugere um possivel controle de E2f1 em sua
expressao nestes termos;

A expressdo de Ciclina E apresentou diminuicdo de até 40% na
auséncia de E2f1, demonstrando estar sob seu controle transcricional;

A proliferagdo celular in vitro de células B16mCAR tratadas com
AdshE2F1-B néao foi alterada durante um periodo de oito dias, quando
comparada aos controles, estando de acordo com os dados obtidos in
vivo, onde verificou-se crescimento tumoral apenas ao longo da primeira

semana.

Em resumo, a inativacdo por RNA de interferéncia mostrou ser uma

potente ferramenta para o estudo da funcdo génica de E2fl, onde pode-se

obter dados importantes tanto em modelos in vitro como in vivo, e ao longo de

diferentes periodos de tempo.

90



	00376 76.pdf
	00376 77.pdf
	00376 78.pdf
	00376 79.pdf
	00376 80.pdf
	00376 81.pdf
	00376 82.pdf
	00376 83.pdf
	00376 84.pdf
	00376 85.pdf
	00376 86.pdf
	00376 87.pdf
	00376 88.pdf
	00376 89.pdf
	00376 90.pdf
	00376 91.pdf
	00376 92.pdf
	00376 93.pdf
	00376 94.pdf
	00376 95.pdf
	00376 96.pdf
	00376 97.pdf
	00376 98.pdf
	00376 99.pdf
	00376 100.pdf
	00376 101.pdf
	00376 102.pdf
	00376 103.pdf
	00376 104.pdf
	00376 105.pdf
	00376 106.pdf
	00376 107.pdf
	00376 108.pdf
	00376 109.pdf
	00376 110.pdf

