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Resumo

0 cancro é um grande problema de saude global, contando com mais de 8 milhdes de mortes
por ano a nivel mundial, sendo o cancro cervical a terceira malignidade mais comum com a
infecdo persistente por HPV de alto risco (HR-HPV) o fator principal para o seu
desenvolvimento. O papilomavirus humano (HPV) é um virus de DNA de cadeia dupla sendo os
tipos de HR-HPV 16/18 os mais comuns que codificam para as oncoproteinas E6 e E7 e sdo
responsaveis pela degradacado e inativacdo das proteinas supressoras de tumor p53 e pRB,
respetivamente. A terapia génica tem demonstrado grande potencial para o tratamento de
varias doencas genéticas, induzindo a expressao do gene transferido a longo termo e com
niveis elevados o suficiente para ter o efeito terapéutico desejado. Isto pode ser alcancado ao
usar vetores inovadores de DNA minicircular (mcDNA): pequenos vetores de expressao nao-
virais; para substituir os niveis de p53 e pRB. Os microRNAs (miRs) tém sido identificados
como reguladores importantes da tumorigénese. Por exemplo tem sido descrito que o miR-375
tem a capacidade de silenciar as oncoproteinas E6 e E7 do HPV. Assim, o presente trabalho
tem como objetivo a producao e purificacao de quatro vetores de mcDNA: o mcDNA-vazio, o
mcDNA-p53, o mcDNA-primiR-375 e o mcDNA-conjugado (com p53 e primiR-375), usando
metodologias ja descritas, para avaliar o efeito isolado de cada gene e o efeito do vetor
multigénico, em comparacdo com o vetor vazio, por estudos de transfecdo de células
cancerigenas do colo do Utero. Apos os processos de fermentacdo e conversao do mcDNA a
partir do seu percursor de plasmideo parental (PP) induzida por L-arabinose, mostrou-se que
a forma mais rentavel de purificar os vetores de mcDNA seria por cromatografia de exclusdo
molecular, utilizando uma coluna de 60 cm para separar o mcDNA-vazio e o mcDNA-
primiR375, uma de 90 cm para o mcDNA-p53 e o0 mcDNA-conjugado e para todos um caudal de
0,3 mL/min. Para perceber qual o melhor tipo de células a ser utilizado foi feita uma
comparacao dos niveis dos transcritos de E6 m células Hela, SiHa e Caski por RT-PCR e
verificou-se que nas células CaSki os niveis de E6 eram mais elevados. Assim, apds a
transfecao, estudos de viabilidade celular e proliferacao em fibroblastos humanos (FibH) e
células cancerigenas CaSki indicaram que os vetores terapéuticos nao apresentaram
toxicidade para os FibH, mas reduziram a viabilidade nas células CaSki com efeito mais
pronunciado nos vetores mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado. Além disso verificou-se por RT-
gPCR que os niveis dos transcritos de p53 aumentaram e os de E6 e E7 diminuiram apds 24 h

nas células transfetadas com os vetores terapéuticos.
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Abstract

Cancer is a major global health problem, with over 8 million deaths/year worldwide, with
cervical cancer being the third most common malignancy having persistent high-risk HPV (HR-
HPV) infection as a major factor. for its development. Human papillomavirus (HPV) is a
double stranded DNA virus with the types HR-HPV16/18 being the most common and
encodingfor the E6 and E7 oncoproteins that are responsible for the degradation and
inactivation of p53 tumor suppressor proteins and pRB, respectively. Gene therapy has shown
great potential for treating various genetic diseases by inducing long term expression of the
transferred gene at levels high enough to have a desired therapeutic effect. This can be
achieved by using innovative minicircular DNA (mcDNA) vectors: small non-viral expression
vectors; to replace p53 and pRB levels. MicroRNAs (miRs) have been identified as important
regulators of tumorigenesis, for example it has been reported that miR-375 has the capacity
to silence HPV E6 and E7 oncoproteins. Thus, the present work aims at the production and
purification of four mcDNA vectors: mcDNA-empty, mcDNA-p53, mcDNA-primiR-375 and
mcDNA-conjugate (with p53 and primiR-375), using methodologies already described, to
evaluate the isolated effect of each gene and the effect of the multigenic vector compared to
the empty vector by transfection of cervical cancer cells. Following the fermentation and
conversion processes of mcDNA from its L-arabinose-induced parent plasmid (PP) precursor, it
was shown that the best way to purify mcDNA vectors would be by size exclusion
chromatography, using a 60cm column to separate the mcDNA-empty and mcDNA-primiR-375,
a 90cm column for mcDNA-p53 and mcDNA-conjugate and for both a flow rate of 0.3 mL/min.
In order to understand which cell type was best to be used, a comparison of E6/E7 levels in
Hela, SiHa and Caski cells was made by RT-PCR and it was found that in CaSki cells E6/E7
levels were more intense than in the other two types. Thus, after transfection, cell viability
studies and proliferation in non-carcinogenic human fibroblasts (FibH) and CaSki cancer cells
indicated that therapeutic vectors did not show toxicity to FibH but reduced viability in CaSki
cells with more pronounced effect on mcDNA-p53 and mcDNA-conjugate vectors.
Furthermore, RT-qPCR showed that p53 transcript levels increased and E6 / E7 decreased

after 24H in cells transfected with therapeutic vectors.
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1.1. A Célula

As células sdo as unidades basicas da vida e podem ser de dois tipos, células procaridticas e
células eucariodticas. As células procariéticas consistem num compartimento fechado que esta
rodeado de membrana plasmatica, ndo tem nucleo definido e tem uma organizacédo interna
relativamente simples, sendo a bactéria o mais comum destes organismos. As células
eucarioticas, ao contrario das procarioticas, contém um nlcleo definido rodeado por uma
membrana, uma regido entre a membrana plasmatica e o nlcleo (o citoplasma) que
compreende o citosol (fase aquosa) e os organelos. As células eucariotas abrangem todos os

membros do reino das plantas e dos animais, incluindo os fungos e os protozoarios [1].

A caracteristica mais notavel das células e organismos inteiros € a sua capacidade para se
reproduzirem. O tipo de reproducao biologica mais simples engloba a divisdo de uma célula
“mae” em duas células “filhas” (Figura 1). Este fendmeno ocorre como parte do ciclo celular
através de uma série de eventos que preparam a célula para se dividir seguidos do efetivo
processo de divisao, chamado de mitose. O ciclo da célula eucaridtica representa-se em
quatro fases. Os cromossomas € o DNA que eles transportam sao copiados durante a fase de
sintese (S - “synthesis”). Os cromossomas replicados sao separados durante a fase mitotica (M
- “mitotic”), ficando cada célula-filha com uma copia de cada cromossoma durante a divisao
celular. As fases S e M sdao separadas por duas fases de intervalo (G - “Gap”), G1 e G2,

durante as quais sao fabricados os RNAs mensageiros (mRNAs) e as proteinas [2].

Na maior parte das células proliferativas, as quatro fases do ciclo celular procedem com
sucesso, levando entre 10-20 horas dependendo do tipo de célula e estado de
desenvolvimento. Como é possivel verificar pela figura 1, durante a interfase, que consiste
nas fases G1, S e G2, a célula duplica praticamente a sua massa. A replicacao do DNA durante
a fase S deixa a célula com quatro copias de cada tipo de cromossoma. Na fase M, os
cromossomas sao igualmente divididos em duas células “filhas” e o citoplasma divide-se
praticamente ao meio na maior parte dos casos. Sob certas condicoes tais como fome ou
quando um tecido chega ao seu tamanho final, as células param o ciclo e permanecem num
estado de espera/repouso denominado GO. A maior parte das células na fase GO podem

reentrar no ciclo se as condigcoes mudarem [3].
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Figura 1: Representacao esquematica do ciclo celular. Adaptado de [3].

Devido ao facto de as células do nosso organismo sofrerem constantes divisdes, para que todo
0 processo ocorra corretamente, ha um controlo dessa divisdo por parte de certos supressores
de tumor para evitar que células defeituosas se possam multiplicar e distribuir esses erros.
Quando os erros sao detetados, ocorre uma interrupcao do ciclo celular e da proliferacao e as
células sao levadas a morte celular programada/apoptose. No entanto, podem ocorrer
mutacdes no DNA que muitas vezes invalidam os genes responsaveis pelo controlo de erros.
Como consequéncia, estas células ndo morrem e continuam a proliferar descontroladamente,
tornando-se imortalizadas e comecando a criar metastases que se podem espalhar por todo o

organismo usando o sistema circulatorio e linfatico.

1.2. Cancro

O cancro é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, com
aproximadamente 14 milhdes de novos casos e oito milhdes de mortes ocorrentes em 2012.
Estes nUmeros deverdao aumentar, com 22 milhdes de novos casos e 13 milhdes de mortes
relacionadas com o cancro a ocorrer anualmente até 2030. A magnitude crescente desta
doenca € uma consequéncia do crescimento populacional e do envelhecimento, mas as
mudancas sociais, econémicas e de estilo de vida ligadas ao aumento do desenvolvimento
humano provavelmente irao aumentar ainda mais a escala e alterar o perfil do cancro nas

proximas décadas [4].
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O cancro é uma doenca complexa que continua a desafiar drogas terapéuticas antigas e
recém-aprovadas. A recaida de pacientes tratados e a inevitavel mudanca para a metastase
destacam a complexidade adaptativa desta doenca. Embora os mecanismos subjacentes a
génese e a progressdio do cancro sejam melhor compreendidos do que nunca, os
medicamentos terapéuticos que estdo a ser desenvolvidos até o momento nao levaram a cura
de todos os pacientes. O dano colateral da quimioterapia e radiacdao e o inevitavel
aparecimento de resisténcia seguido de metastase € uma séria limitacdo da atual defesa

contra o cancro [5].
1.2.1. Cancro do Colo do Utero

0 cancro do colo do Utero ou cancro cervical € uma preocupacao séria de saude da populacdo
feminina em geral e esta classificado entre as quatro malignidades femininas mais comuns a
nivel mundial, com incidéncia em 527.624 mulheres por ano e com 265.672 mortes
associadas. O cancro cervical constitui 4% de todos os cancros diagnosticados mundialmente.
Quando se considera disparidades na salde, este cancro é a terceira causa de morte mais
comum para as mulheres que vivem em paises menos desenvolvidos e com menos recursos. Na
verdade, cerca de 84% dos casos deste tipo de cancro ocorrem em paises menos
desenvolvidos, com maior incidéncia em Africa, América Latina e Caraibas, e com a menor

incidéncia na América do Norte e Oceania (figura 2) [6].

Populacao

(55.3%) Asia
(20.9%) Africa
10.7%) Europa

9.9%) America Latina e Caraibas

2.7%) América do Norte

(0.43%) Oceania

Figura 2: Incidéncia do cancro do colo do Utero a nivel global. Adaptado de [6].

Devido ao facto das lesdes pré-cancerigenas poderem ser detetadas pelo exame de
Papanicolau (Pap), tratadas e curadas, o cancro cervical é muitas vezes detetado antes de se
atingir um estado avancado. A detecdo antecipada tem levado a diminuicao da incidéncia e
taxas de morte, uma vez que as mulheres com lesdes pré-cancerigenas tratadas tém uma taxa
de sobrevivéncia muito elevada. Embora o rastreio possa prevenir o aparecimento do cancro

cervical, nem todas as mulheres recebem os rastreios recomendados ou em tempo Util [7].
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1.2.1.1. Incidéncia do Cancro Cervical na Europa e em Portugal

Como se pode observar pela figura 3, as taxas de incidéncia do cancro cervical na Europa sao
altamente variaveis. Repara-se que a incidéncia reportada em Portugal é alta quando
comparada a taxa a da Finlandia, que é a mais baixa a nivel Europeu. A introducdo da
vacinacao contra o HPV na Europa poderia ajudar a reduzir as taxas de incidéncia do cancro
cervical ainda mais. Neste sentido, em Portugal, desde 2008 que o Programa Nacional de
Imunizacao para o HPV tem como alvo meninas de 13 anos, e apresenta um programa de

acompanhamento para meninas de 17 anos, sendo aplicavel por centros de saude primarios

[8].

Taxa bruta

B =102
B 8.1-10.2

4.5-8.1
2.9-45
<2.9

I Nao aplicavel
Sem dados

KN

=

Figura 3: Taxas de incidéncia de cancro do colo do Utero estimadas para 2018, em mulheres com idades

compreendidas entre os 10 e os 34 anos. Adaptado de (http://gco.iarc.fr/today).

As lesdes cervicais observadas pelos estudos dos papilomavirus, uma pesquisa na Europa
(CLEOPATRE - “Cervical Lesions Observed by Papillomavirus Types-A Research in Europe”),
tém como objetivo providenciar uma melhor compreensdo da epidemiologia da infecdo por
HPV ao longo da Europa. Em Portugal, ha uma necessidade especifica de informacao na
distribuicao dos tipos de HPV, particularmente entre mulheres jovens ( idades <25 anos) nas

quais o risco de infecao por HPV espera-se que seja maior [8].

Entre setembro de 2014 e dezembro de 2016 foram estudadas 152 mulheres jovens vacinadas,
com atividade sexual ativa e idades compreendidas entre os 14 e os 30 anos, sendo a média
de idades de 21 anos. Das 152 mulheres estudadas, 28,3% (43/152) apresentaram uma infecao

por HPV, como se pode verificar na figura 4 [9].


http://gco.iarc.fr/today
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28,3%
(n=43)

71.7%
(n=109)
Negativo infecao por HPV

Positivo infecao por HPV

Figura 4: Distribuicao dos casos infecao por HPV, setembro de 2014-dezembro de 2016. Adaptado de [9].

Das 43 mulheres positivas para a infecao por HPV, 58,1% (25/43) estavam infetadas com
gendtipos de alto risco. Em 41,8% (18/43) das mulheres foram identificados genotipos de
possivel alto risco e em 25,6% (11/43) verificou se a presenca de gendtipos de baixo risco [9].

Tais factos podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1: Genétipos de HPV detetados segundo o potencial oncogénico nas 43 mulheres com infecdo por
HPV, setembro de 2014-dezembro de 2016. Adaptado de [9].

Total
N° de mulheres
estudadas 152
N° de mulheres 43
infetadas por HPV
N° de mulheres 25
Genotipos de alto risco infetadas *
% 58,1
(s . N° de mulheres
Genot:pqs de baixo infetadas * 11
risco % 25.6
Genotipos de possivel N irc]ifeegtél;e:es 18
alto risco % 418
fes . N° de mulheres
ngot:pos qe risco infetadas * 5
indeterminado % 1.6

* as mulheres podem estar infetadas com mais de que um genétipo de HPV.

O virus do papiloma humano ou papilomavirus humano (HPV) é considerado o virus
sexualmente transmissivel mais comum a nivel mundial e a principal causa de quase todos os

casos de cancro cervical [7].
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1.3. Virus do Papiloma Humano (HPV)

1.3.1. Classificacao do HPV

Os HPV’s sdo virus de DNA de cadeia dupla (“double-string” DNA - dsDNA), sem envelope,
icosaédricos, circulares e com aproximadamente 55 nm de diametro [10]. Estes virus sao
considerados epiteliotropicos, o que significa que geram infecdes produtivas maioritariamente
dentro do epitélio estratificado da pele, cavidade oral e trato anogenital. A infecao de
células epiteliares basais inicia o ciclo de vida do virus, que esta ligado a diferenciacao das

células epiteliais infetadas [11].

A infecdo persistente com o HPV é o principal fator de risco no desenvolvimento de
numerosas malignidades em humanos em varios sitios anatémicos, destacando-se o cancro do
colo do Utero como a doenca de maior impacto. Embora sejam conhecidos 200 tipos de HPV
capazes de infetar humanos, apenas uma pequena porcao destes tem sido associada com
desenvolvimento de cancro cervical. Em 1983, o primeiro tipo de HPV de alto risco (HPV16)
foi descoberto por um virologista alemao e recebedor de prémio nobel (em 2008), Professor
Harald zur Hausen, quando tentou encontrar semelhancas nas sequéncias de DNA entre
pacientes com cancro cervical. Desde entdo, descobriram-se varios tipos de alto risco, com os

HPV16 e 18, sendo os mais comuns em pacientes com carcinomas cervicais invasivos [12].

Os HPV’s que infetam humanos sao classificados em cinco géneros: alfa (a), beta (B), gama
(y), mu (M) e nu (v), e os tipos a e B tem sido os mais intensamente investigados [13]. Alguns
a-papilomavirus sdo responsaveis por infecoes cutaneas e da mucosa: os tipos de alto-risco
(HR - “High Risk”) e os tipos de baixo risco (LR - “Low-Risk”) [14]. As infecGes virais LR sao
responsaveis por lesdes benignas, comumente causadas pelos HPV-6 e HPV-11, enquanto que
as infecdes virais HR sdo responsaveis por lesdes pré-malignas e malignas ao imortalizar os
queratindcitos humanos. Destas, os HPV16 e HPV18 causam cerca de 80% do cancro cervical a
nivel mundial, enquanto que os restantes 20% sao predominantemente associados com outros
HR-HPV’s como os HPV31, HPV33, HPV45 e HPV58 [13]. Na tabela 2 estao representados

alguns exemplos de HPV’s de alto e baixo risco.
Tabela 2: Tipos de HPV de alto e baixo risco. Adaptado de [15].

Tipos de HPV’s

HR-HPV’s 16; 18; 31; 33; 35; 39; 45; 51; 52; 53; 56; 58; 59; 66; 67; 68; 70; 73; 82; 83.

LR-HPV’s 6; 11; 42; 44; 54; 61; 62; 72; 81; 84; 87; 90; 91.
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Os B-papilomavirus (tipos 5,9 e 49) sdo responsaveis por lesdes cutaneas. As infecdes existem
na forma latente na populacao em geral e sao ativadas sob condicoes de supressao imune. Os
papilomavirus tipos y, g e v sdao também responsaveis por lesdes cutaneas, podendo as lesdes

causadas por estes ser malignas ou benignas [14].

Ainda existem outros tipos de papilomavirus: delta (4), épsilon (g), zeta ({), eta (n), theta
(6), iota (1), kappa (k), lambda (A), xi (€), dmicron (o) e pi (m); sendo estes responsaveis por

doencas em animais [14].

A vasta maioria da investigacao de HPV focou-se no HPV16, o seu ciclo de vida replicativo e o
seu papel no cancro do colo do Gtero [10]. Os genotipos HPV16 e HPV18 foram classificados
como carcinogénicos humanos em 1995 pela Agéncia Internacional de Investigacdo no Cancro
(“International Agency for Research on Cancer” - IARC). De forma geral, os tipos HR-HPV sao
considerados carcinogénicos e sao constantemente associados com cancro cervical invasivo

(“Invasive Cervical Cancer” - ICC) [11].

Normalmente os HR-HPV’s causam infecdes transientes que sao eventualmente tratadas no
periodo de varios meses pelo sistema imune, pelo que o aparecimento de cancro nao resulta
de tais infecdes. No entanto, com o passar do tempo, se ocorrerem mudancas no genoma
viral, e/ou na célula hospedeira infetada, a infecdo transiente pode tornar-se persistente e se
esta nao for detetada e removida pelo sistema imunitario, ha a possibilidade de progressao
para cancro. O cancro cervical é precedido por doenca cervical, que é um resultado direto da
infecdo por HPV. A doenca cervical € comum e costuma ser detetada pelo esfregaco de
“Papanicolau” em que sdo retiradas células da superficie do cérvix e examinadas ao
microscopio para detetar anormalidades: coildcitos (células que contém um ndcleo compresso
com um vacuolo perinuclear), e células anormalmente divididas que podem indicar infecéo
por HPV [10].

A doenca cervical é classificada num sistema de trés estagios, denominado de “neoplasia
intraepitelial cervical” (CIN - “Cervical Intraepithelial Neoplasia”) ou um sistema de dois
estagios, denominado de “lesao intraepitelial escamosa” (SIL - “Squamous Intraepithelial
Lesion”). A CIN é categorizada em CIN1, CIN2 e CIN3, havendo evidéncias da progressdo de
CIN1 a 3, ou de SIL de baixo grau (LSIL - “Low grade SIL”) para SIL de alto grau (HSIL - “High
grade SIL”), subjacentes a formacdo de cancro cervical. Acredita-se que a CIN1 represente
uma infecado transitoria por HPV que tenha baixa probabilidade de progressao para o cancro
do colo do Utero, correspondente ao LSIL. A infecao por multiplos tipos de HPV é muito
comum em CIN1, mas é eventualmente eliminada num periodo de varios meses pelo sistema
imunologico, sendo que aproximadamente 80-90% dos casos de CIN1 regridem. Quanto aos
CIN2 ou CIN3 (HSIL), na maioria dos casos representam uma infecao persistente (figura 5),

equivalente a doenca pré-cancerigena, mas mesmo para CIN3, até 60% das lesdes regridem
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espontaneamente. As lesées de CIN de alto grau abrigam uma gama similar de HPVs

anogenitais infeciosos aos encontrados no cancro do colo do utero [10].

As imagens da figura 5 mostram lesdes cervicais coradas por hematoxilina e eosina. No lado
esquerdo esta representada uma seccdo de tecido com as camadas granular, espinhosa e
basal indicadas para CIN1/LSIL. No lado direito € mostrada uma seccdo de tecido doente com
o compartimento basal significativamente expandido indicando CIN3/HSIL. Os nicleos estao
corados a roxo, os citoplasmas estdo corados a rosa. Um coildcito tipico (célula epitelial
escamosa que sofreu varias alteracoes estruturais, que ocorrem como resultado da infecao da
célula pelo papilomavirus humano) esta indicado por uma seta. Uma lista de pontos de
destaque de cada estagio da doenca estd apresentada abaixo de cada imagem. Uma lista de
fatores que contribuem para a progressao da doenca cervical é mostrada no fundo da
imagem. A progressao de CIN1 para CIN3 deve-se a infecdo persistente e regulacao positiva da

expressao das oncoproteinas E6 e E7 [10].

Infecao transiente Infecao persistente

Coildcito CIN_3 (HSI_L) B

basal Desregulagdo de basal
E6 e E7 ’
Persisténcia de HPV
« Diferenciacdo de queratindcitos » Revogacao do crescimento
« Expressao orquestrada de de queratindcitos
todas as proteinas virais « Camada basal aumentada e
« Expressdo de baixo nivel de desorganizada
E6 e E7 « Expressao aumentada de E6 e E7
* ~90% de regressao de CIN1 « ~60% de regressao de CIN3

Progressao da doenga cervical

« Expressdo celular génica alterada

 Expressao viral génica alterada

« Alteraces epigenéticas: metilacao viral e celular do DNA, microRNAs
* Integracéo do genoma viral e mutagénese insercional

« Agressoes celulares, carcinogenos, outras infeccoes

Figura 5: Progressao da doenca cervical e listas de fatores contribuintes. Adaptado de [10].

1.3.1.1. Genoma do HPVY

Como podemos verificar pela figura 6, o DNA de dupla cadeia do genoma do HPV16 esta
representado por um circulo anotado com os nimeros dos nucledtidos, existindo trés regioes
distintas: a regidao codificante de genes iniciais (“Early”, E1-7), correspondente ao promotor

inicial P97; a regiao codificante de genes tardios (“Late”, L1 e L2), correspondente ao
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promotor tardio P670; e a regiao longa de controlo (LCR - “Long Control Region”). Os genes
E1, E2, E4-E7 codificam a replicacdo viral e as proteinas reguladoras, trés dos quais (E5, E6 e
E7) sdo considerados os oncogenes. Dependendo da sua funcao especifica, os genes iniciais
sdo expressos em diferentes estagios do ciclo de vida viral. Os genes tardios codificam duas
proteinas estruturais envolvidas na formacao da capside viral, enquanto que a LCR contém
elementos reguladores envolvidos no controlo da replicacao e transcricao do DNA viral (tabela
3) [12].

7007 ”\, 'ﬁ

7905/1

L1

E1

6000 HPV16

Figura 6: Organizacao do genoma do HPV16. Adaptado de [16].

Tabela 3: Principais funcdes e caracteristicas dos produtos genéticos iniciais e tardios do HPV. Adaptado
de [16].

Gene Viral | Funcées e Caracteristicas

E1 Replicacao e Transcricao de DNA Viral

E2 Replicacao de DNA Viral, Apoptose e Repressor Transcricional de E6/E7

E4 Replicacao de DNA Viral

E5 Proliferacao celular, alteracao das vias de sinalizacao e apoptose

£s Degradacao de p53, alteracdo da regulacao do ciclo celular, resisténcia a
apoptose.

E7 Degradacao da pRB, reentrada na fase S do ciclo celular

L1 Proteina de capside maior

L2 Proteina de capside menor

11
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Apds infecao das células na camada basal, E1 e E2 facilitam a replicacao do genoma viral.
Apesar do facto de que a integracao do genoma do HPV pode ocorrer em lesdes pré-malignas,
a proporcao de células que sofrem integracdo de HPV aumenta a medida que as células

progridem em malignidade [12].

1.3.2. Ciclo de vida do HPV

O HPV ganha acesso a células estaminais da camada basal através de micro-lesbes (figura 7)
para se ligar preferencialmente a membrana basal (BM - “Basement Membrane”). Apos o
genoma viral chegar ao nlcleo das células da camada basal, assume-se que seja inicialmente
amplificado, tendo em conta que podem ser encontradas centenas de copias do genoma viral
em queratindcitos basais infetados. Apds o estabelecimento da infecdo, o nUmero de cdpias
do genoma viral € mantido no compartimento basal para manutencdo da replicacdo. A
transcricdo viral ocorre a uma taxa baixa e assume-se que a infecao se espalha através da
divisao celular. Quando os queratindcitos armazenadores de HPV entram em diferenciacao, a
transcricdo viral é ativada. Como sera explicado no proximo topico, nesta fase, a proteina E7,
responsavel por impedir as funcdoes dos membros da familia da pRB, permite as células
armazenadoras de HPV que mantenham a competéncia do ciclo celular. A inativacdo da p53
pela proteina E6 impede a paragem do ciclo celular devido a replicacio do DNA nao
programada. O ciclo de vida viral é completado apds a expressdo génica estrutural e
montagem de virides em células altamente diferenciadas das camadas mais altas do epitélio
estratificado [17].

Pensa-se que a desregulacdo da expressdo génica do HPV de alto risco depende de
caracteristicas especificas da célula epitelial basal que o virus infeta, bem como da
suscetibilidade desta célula infetada a estimulos externos, tais como hormonas e fatores de
crescimento. A maior parte dos cancros cervicais aparecem na zona de transformacao e
adjacente ao endocérvix, uma regiao do colo do Utero que compreende inicialmente o
epitélio colunar, mas depois sofre metaplasia - particularmente na puberdade - para formar
uma camada escamosa epitelial totalmente diferenciada. Pensa-se que as camadas
estratificadas do ectocérvix sdo mantidas por células estaminais epiteliais “convencionais”
que estao localizadas na camada basal. Por outro lado, pensa-se que as camadas
estratificadas da zona de transformacdo, e a camada singular de células colunares que
delimitam o endocérvix, sdo mantidas pela reserva de células cervicais. Embora as células de
reserva sejam tipicamente abundantes nos sitios de metaplasia, estudos recentes sugeriram
adicionalmente o envolvimento de um segundo tipo de células (tipo estaminais), com
aparéncia cuboidal que estdo localizadas mais precisamente na juncao escamo-colunar (“SCJ
- squamocolumnar junction”). Estes estudos sugerem que a infecao produtiva por HPV de alto
risco é favorecida no ectocérvix e a formacao de lesdo comeca a partir da infecado de uma
célula estaminal epitelial (célula estaminal de reserva ou cuboidal) na zona de transformacao

ou endocérvix. Tal como se pode observar na figura 7, cujas imagens de imuno-histoquimica a
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direita mostram um colo do Utero normal, uma lesao clinica de baixo grau (CIN1) e uma lesao
de alto grau (CIN3) [18].
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Figura 7: Infecao pelo HPV e a zona de transformacao. Adaptado de [18].
1.3.3. Oncogenes Virais

Embora todos os genes codificados pelo genoma do HPV sejam cruciais durante diferentes
estagios de replicacdo e do ciclo de vida viral, os dois genes de alto risco mais importantes
sdo o E6 e o E7, também conhecidos como os oncogenes virais chave. Eles foram denominados

oncogenes virais devido aos seus alvos na célula e as implicagdes das suas desregulagoes [12].
1.3.3.1. Genes E1 e E2

0 gene E1 do HPV codifica uma proteina helicase, essencial para a iniciacao da replicacao de
DNA viral. Este gene é expresso nos estagios iniciais da infecdo viral dentro das células
hospedeiras. A expressdao de E2 também ocorre numa fase inicial da infecdo de HPV, a sua
sobre expressao reativa a via supressora de tumor e inibe a expressao dos oncogenes E6 e E7.
Se a expressao de E2 for perdida, deixa de haver inibicdo da expressao das oncoproteinas E6 e
E7 [19].

1.3.3.2. Genes E6 e E7

Os produtos dos genes E6 e E7 mostraram ser os principais responsaveis pelo processo de
transformacao celular. Tem sido proposto que a integracao do HPV no genoma do hospedeiro
ocorre ap6s uma quebra no gene E2, que tem sido descrito como o principal repressor da
expressao dos oncogenes E6 e E7. Essa quebra resulta na perda da repressao desses

oncogenes, cujas proteinas interferem na funcao das proteinas celulares supressoras de tumor
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p53 e pRb, respectivamente. Esses oncogenes influenciam direta e indiretamente as vias
celulares, como apoptose, proliferacao, crescimento e motilidade, e a sua ativacao pode

levar ao aparecimento da tumorigénese [19].

As proteinas E6 e E7 sao relativamente pequenas com um comprimento de aproximadamente
150 e 100 aminoacidos, respetivamente, dependendo do tipo de HPV. Elas ndo sao conhecidas
por terem atividades enzimaticas, mas sim como manipuladoras da célula hospedeira ao
formarem complexos com proteinas celulares (tabela 4). Analises recentes de interatividade
levaram a identificacdo de centenas de novas proteinas celulares que poderiam interagir com
as E6 e E7 [20].

Tabela 4: Diferencas entre as oncoproteinas E6 e E7. Adaptado de [18].

Funcado Oncoproteina E6 Oncoproteina E7
Ligacdo da ubiquitina ligase Interage com a ubiquitina ligase E6AP

Transativacé@o e acetilagdo da p53 Inibe

Apoptose Inibe

Paragem de crescimento Ignorada apos dano no DNA

Diferenciagdo de queratinocitos Inibe

Resposta do Interferdo Inibe

Ligacdo e degradacdo p53 pRB

Entrada no ciclo celular e sintese de DNA - Induz
Instabilidade do genoma - Induz
Imortalizacédo e transformacdo - Tem um papel
Papel na amplificacdo do genoma viral - Sim

O papel das oncoproteinas E6 e E7 em inativar as vias supressoras de tumores p53 e pRb,
respetivamente, sao de extrema importancia para a carcinogénese ligada ao HPV. Na figura 8

estao representados dois exemplos:

e a proteina E6 do HR-HPV16 interage com o motivo LXXLL da E6AP (proteina associada a
E6), o que induz mudancas conformacionais, gerando um espaco para a ligacao de p53 e a
formacao de um complexo trimérico E6/E6AP/p53, resultando na degradacao proteolitica

da p53 pela via da ubiquitina;

e as proteinas E7 cutaneas e da mucosa dos tipos HR-HPV tém um motivo LXCXE que medeia
a interacao com o gene pRb supressor de tumor (e a E7 do HPV16 promove um complexo
Cullin2-RING ubiquitina ligase), como consequéncia, a pRB é degradada pela via
proteassomal, e os fatores de crescimento E2Fs ativos e livres estimulam a expressao de

genes que codificam reguladores positivos do ciclo celular [16].
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Figura 8: Representacdo esquematica dos mecanismos de acdo das oncoproteinas E6 e E7 do HPV.
Adaptado de [16].

A atividade transformante da E7 é fortemente aumentada quando a E6 é co expressa. Pela
figura 9 verificamos que a expressao sozinha da oncoproteina E7 do HPV leva a desregulacao
da proliferacao celular ao inativar a pRB (e outros fatores), o que pode ser contrariado pela
apoptose induzida pela p53, eliminando assim as células com crescimento desregulado (parte
de cima da imagem). A expressao conjunta da E6 induz a degradacao proteolitica da p53 via
formacdo de um complexo trimérico E6/ E6AP/p53. Consequentemente, a resposta
apoptotica em direcdo a E7 é bloqueada, permitindo o desenvolvimento das células sob

estimulos de crescimento anormais exercidos pela E7 (parte de baixo da imagem) [20].
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Figura 9: Modelo da cooperacdo entre as oncoproteinas E6 e E7 do HPV durante a transformacao de

células malignas. Adaptado de[20].
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Os cancros relacionados com o HPV sao um grande problema de saude a nivel mundial, pelo
que se torna crucial entender completamente os mecanismos oncogénicos envolvidos no seu
desenvolvimento. Os avancos nas tecnologias permitiram a identificacdo de varios alvos
moleculares das proteinas E6 e E7. Estas oncoproteinas tém a capacidade de prejudicar varias
vias regulatérias importantes. Embora as abordagens terapéuticas convencionais como:
cirurgia, quimioterapia e radioterapia; permanecam como base do tratamento de pacientes
com cancro, além dos efeitos secundarios, a resisténcia e a recorréncia dos tumores sao
frequentemente observadas, diminuindo a esperanca e qualidade de vida dos pacientes.
Assim, ferramentas de edicao gendmica tais como terapia génica para editar oncogenes virais
e tratar malignidades relacionadas com o HPV precisam de ser estudadas mais

aprofundadamente [21].

1.4. Terapia Génica

A terapia génica envolve a transferéncia de acidos nucleicos para células somaticas com
objetivo de tratar desordens genéticas em humanos. Neste tipo de terapia, os genes
causadores de doenca sao removidos ou substituidos por genes normais funcionais para
reestabelecer a funcdo enzimatica ou proteica do organismo. Espera-se que a doenca seja
eliminada apods aplicacdo de uma terapia génica. Este tipo de terapia pode incluir sistemas de
entrega de genes com base em sistemas virais, sistemas nao-virais (tais como vetores de DNA,
polimeros, péptidos, lipossomas catidnicos ou nanoparticulas capsulares) e métodos fisicos

(tais como a eletroporacao e ultrassons) [22].

A terapia génica tem demonstrado grande potencial para o tratamento de varias doencas
graves. Hoje em dia, construir sistemas de entrega de genes eficientes e seguros € um grande
desafio para a terapia génica clinica. Embora os vetores virais consigam mediar a transfecao
génica com elevada eficiéncia, as respostas imunes adversas, a integracao arriscada no

genoma e o tamanho limitado do gene carregado dificultam a sua posterior aplicacao [23].

Embora o conceito de terapia génica exista ha muitas décadas, a investigacdo clinica
comecou em 1990, quando o primeiro estudo clinico, para uma desordem imunodeficiente
rara, foi elaborado nos Institutos Nacionais de Salde dos EUA. Desde entdo, mais de 2.500
estudos clinicos tém sido iniciados para uma extensa gama de aplicacdes, desde uma
variedade de doencas monogénicas para doencas infeciosas, desordens degenerativas

complexas e cancro (figura 10) [24].
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Figura 10: Indicacdes em ensaios clinicos de terapia génica. O grafico de barras classifica os estudos

clinicos de transferéncia génica por doenca. Adaptado de [24]

0 potencial deste campo para o tratamento de doencas "incuraveis” resultantes de mutacoes
herdadas levou os investigadores a concentrarem os seus esforcos na busca pela proxima cura
“milagrosa”. Embora sua popularidade tenha sido afetada devido a ameaca representada por
algumas reagdes adversas graves que ocorreram em alguns estudos clinicos iniciais e como
resultado da falta de resultados terapéuticos significativos, nos Gltimos anos, mais esforcos
foram feitos no desenvolvimento de estratégias de terapia génica adequadas ao tratamento
do cancro [25]. De facto, a maioria dos ensaios clinicos de terapia génica realizados até o
momento foi direcionada ao tratamento do cancro (65%) [26]. Portanto, tem havido um
interesse crescente no estudo de proteinas supressoras de tumor no desenvolvimento de tais
estratégias. Por exemplo, a pRB é uma proteina supressora de tumor, cuja acdo € inibida
devido a atividade viral do HPV, mais precisamente a expressao da oncoproteina E7. Sendo
que a sua funcao esta principalmente envolvida na regulacdo da proliferacao do ciclo celular

através da inativacado do fator de transcricao E2F [25].

Em 2001, Ip e colaboradores desenvolveram um estudo de terapia génica para avaliar o
potencial terapéutico de um adenovirus (AV) que expressa pRB. No entanto, os seus
resultados sugeriram que a pRB nao é adequada para o desenvolvimento de uma terapia de
cancro cervical porque nenhum efeito inibitorio foi encontrado no crescimento de trés linhas
celulares diferentes do cancro do colo do Utero. Além disso, eles também avaliaram o uso de
um AV que expressava p53 nas mesmas linhas celulares, e neste caso foi detetada a apoptose
destas células por citometria de fluxo [27]. A principal razao da diferenca desses resultados
provavelmente estd relacionada com o facto da suplementacdo de p53 ativar uma via de
sinalizacao responsavel pela inducao da apoptose, enquanto que a pRB esta principalmente
envolvida na regulacao da proliferacao celular e nao necessariamente na contribuicao para a
morte celular [28]. No entanto, os fracos resultados obtidos com o protocolo de terapia
génica baseado em pRB para o tratamento do cancro do colo do Utero levaram essa estratégia

ao esquecimento. Por outro lado, o gene p53 foi considerado o principal gene supressor de
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tumor escolhido para o desenvolvimento de estratégias de terapia génica, por vezes
combinadas com outras terapias convencionais, como quimioterapia ou radioterapia [26].
Embora 50% dos casos de cancro em todo o mundo resultem de mutacdes no gene p53,
tornando a proteina incapaz de regular a proliferacao celular e ativar a cascata de apoptose,

no cancro cervical, a p53 é degradada devido a presenca de oncoproteina viral E6 [25].

A restauracao dos niveis de p53 pode ser uma estratégia adequada para induzir a apoptose de
células tumorais, o que pode ser conseguido através da transfecdo de células malignas com
um vetor de expressao de p53. O uso de tal estratégia tem sido controverso de acordo com a
literatura, uma vez que alguns investigadores afirmam que esse tipo de terapia génica pode

nao ser completamente eficaz devido a degradacao da proteina p53 mediada por E6 [29].

Para superar esse problema e evitar a acao direta do E6 sobre a p53 expressa pelo vetor de
terapia genética, em 1998, Prabhu e colaboradores publicaram um estudo sobre o
desenvolvimento de um AV que poderia expressar p738, um homoélogo da proteina p53 que
exibe funcoes supressoras de tumor semelhantes [29]. Essa proteina pode induzir apoptose de
maneira dependente da p53, mas geralmente é expressa em niveis baixos, porque a sua
ativacao geralmente é uma resposta ao stress. No estudo, as células que expressam HPV-E6
foram transfetadas com AV que expressava p53 ou p73B. A proliferacao celular foi suprimida
apenas nas células transfetadas com p73B-AV, em oposicao as células transfetadas com p53-
AV. Além disso, p73B-AV exibiu inducao de apoptose em células transfetadas, sugerindo que
os mecanismos E6 responsaveis pela degradacdao de p53 sao incapazes de interferir na

sinalizacao de p738B [29].

Em 2003, essas descobertas foram sustentadas por um estudo realizado por Das e
colaboradores, onde desenvolveram um p73B-AV nao replicante para fins de biosseguranca e
compararam a sua eficiéncia com um p53-AV, registando dados muito semelhantes aos
relatados anteriormente por Prabhu [30,31]. Em 2006, Das et al. deu continuidade a
investigacao e publicou um estudo baseado no uso de p73B-AV nao replicante in vitro e in
vivo [31]. A inibicdo do crescimento de células cancerigenas do colo do Utero positivas para
HPV foi realizada com a administracdo deste produto biofarmacéutico, seguido pela indugao
de apoptose, em modelos in vitro e in vivo. No geral, esses resultados sugeriram que o p738
pode ser uma estratégia promissora para os cientistas encontrarem um tratamento de cancro
induzido pelo HPV da proxima geracao. No entanto, nenhuma informacdo nova sobre o uso

desse vetor foi divulgada até o momento.

Apesar dos estudos desenvolvidos por Prabhu e Das, outros investigadores continuaram a
explorar o uso da terapia génica de p53 no cancro cervical induzido pelo HPV e foram obtidos
bons resultados. De facto, Gendicine foi o primeiro produto de terapia génica a ser
comercializado para tratamento de cancro, cuja aprovacdo foi restrita a China, e consiste

num AV recombinante que expressa a proteina p53 humana [33,34]. Doze anos desde o seu
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lancamento no mercado, mais de 30.000 pacientes receberam esse medicamento
biofarmacéutico como tratamento contra o cancro. Até o momento, nenhuma reacado adversa
grave foi relatada, exceto febre alta nas primeiras horas apds o tratamento [34]. No entanto,
a sua aprovacao noutros paises foi controversa, porque a metodologia usada para a recolha de
dados na China nao era comparavel a utilizada pela FDA (“Food and Drug Administration”)
[34]. No caso particular do cancro do colo do Utero, foi demonstrado que a coadministracao
de Gendicine com radioterapia resultou num aumento significativo da taxa de sobrevivéncia

em 5 anos em comparacao a radioterapia isolada [33].

0 objetivo mais direto da terapia génica para doencas genéticas é a expressao a longo prazo
do gene transferido a niveis elevados o suficiente para ter efeito terapéutico ao longo do
tempo, uma abordagem as vezes chamada de terapia génica de aumento. O gene transferido
é frequentemente uma cdpia normal de um gene mutado. Pode-se também suprimir a
expressdao de um gene prejudicial empregando-se RNA’s de interferéncia ou ferramentas de
edicdo de genoma. E teoricamente possivel, embora ainda ndo em ensaios clinicos, usar as
técnicas de edicdo de genoma para corrigir um gene mutado na sua localizacdo gendmica
precisa através de recombinacdo homologa com um doador modelo ou via edicdo de bases
(figura 11) [24].

O objetivo do aumento de gene é restaurar a funcao celular normal ao fornecer uma cépia
funcional de um gene. Exemplos desta abordagem incluem o tratamento de doencas in vivo e
o tratamento de imunodeficiéncias primarias ex vivo (figura 11a). Noutro tipo de casos, a
funcao celular é perdida como resultado de acumulagao téxica de uma proteina defeituosa. A
supressao genética tem a finalidade de restaurar a aptidao celular ao reduzir a expressao dos
genes mutados via RNA de interferéncia (figura 11b). Enquanto que a edicao de genoma nao
requer necessariamente o uso de uma nuclease, a eficiéncia da edicao especifica de genes em
células de mamiferos é tipicamente aumentada pela inducdo de uma quebra de cadeia dupla
de DNA no local alvo. A escolha de um mecanismo de reparo de DNA sobre outro vai
determinar o resultado da edicdo do genoma. Na sua forma mais simples, apos ocorrer a
clivagem de DNA, a quebra é reunida por juncao de extremidades ndo-homologas, o que pode
resultar em “knock-down” do gene se o reparo for imperfeito. Na presenca de um modelo
exogeno codificante de um gene funcional, o reparo de DNA pode resultar em correcao in situ
do gene mutado via recombinacao homdloga. Um terceiro resultado potencial é a insercao do
modelo de DNA via juncao de extremidades nao-homologas, o que vai resultar em adicao de

gene ao invés de correcdo (figura 11c) [24].
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Figura 11: Tipos de terapia génica. Adaptado de [24].
1.4.1. Proteina RB (pRB)

A proteina RB (pRB) é uma proteina multifuncional que participa em varios processos
moleculares. A sua funcido classica é bem conhecida pela sua capacidade de reprimir a
transcricao, que por sua vez regula a progressao do ciclo celular e a proliferacao celular, ao
regular o fator de transcricao E2F [35]. Na fase G1, a pRB pode ser fosforilada pelas cinases
dependentes de ciclinas (CDKs) 4 e 6, sendo que quando esta fosforilada nao se consegue ligar
ao fator de transcricao E2F [36]. Consequentemente, o E2F nao ligado a pRB liga-se aos
promotores e induz a expressao de varios genes-alvo, o que permite as células progredirem
para a fase S do ciclo celular (figura 1) [37]. Numerosos genes sao expressos em altos niveis

dependentes de E2F aquando da inativacao da pRB [35].

A inativacao functional da pRB compromete a capacidade das células para responderem a
sinais que normalmente suprimem a proliferacdo conduzindo a uma divisao celular
descontrolada. Pensa-se que as lesdes que levam a inativacao funcional da pRB ocorrem na
maior parte das células cancerigenas, criando um ambiente celular que é permissivo a

proliferacao celular descontrolada [35].
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1.4.2. Proteina 53 (p53)

A proteina p53, nomeada devido ao seu peso molecular, foi descoberta por David Lane em
1979. Alguns anos depois, o gene p53 foi denominado “o guardido do genoma” devido a sua
capacidade de inibir o cancro ao manter varias funcoes celulares. A p53 existe como uma
proteina nuclear tetramérica que pode interagir com varias proteinas diversas ou com DNA,
cujas interacdes sdo reguladas por modificacdes pds-translacionais e podem contribuir para a
estabilizacdao da p53 ao bloquear a ubiquitinacdo. O gene p53 pode ser induzido por diversos
sinais, tais como danos no DNA, privacdo de nutrientes, choque térmico, infecao viral,

mudanca de pH, hipoxia e ativacao de oncogenes [38].

O gene p53 codifica uma proteina nuclear com 393 aminoacidos que consiste em cinco
dominios funcionais: um dominio N-terminal de transativacdo com um ndmero de sitios de
fosforilacdo cruciais para a estabilizacdo proteica, um dominio rico em prolina, um nlcleo de
ligacdo ao DNA que também esta envolvido na ligacdo proteina-proteina, um dominio C-
terminal de tetramerizacdo e um dominio regulador. Mais de 80% das mutacdes somaticas

detetadas nos tumores humanos afetam o dominio de ligacao ao DNA (figura 12) [39].

Dominios

- B
_ Transativacao _ Ricoem Prolina __ Ligacao ao DNA Regulacao |
(1-62) (65 - 97) (102 - 292) (363 - 393)
\ v J

(Aminoécidos)

Figura 12: Dominios da p53. Adaptado de [39].

A proteina supressora de tumor p53 funciona maioritariamente, mas ndo exclusivamente,
como um fator de transcricao estritamente regulado que engloba ambas atividades de
transativacao e transrepressao. A p53 tem a capacidade de regular a expressdao de varias
centenas de genes, muitos dos quais estao envolvidos em mediar ou regular o crescimento
celular, divisdo, sobrevivéncia e/ou a morte celular programada. Sob condicoes
homeostaticas normais, a p53 é uma proteina de curta duracdo que ¢é regulada
maioritariamente através de mudancas na sua estabilidade proteica. Contudo, em resposta a
uma gama de estimulos de stress, incluindo oncogenes ativados (hiperproliferacao), stress
ribossomal e varias formas de dano no DNA, a p53 é induzida, essencialmente por bloqueio da
sua degradacao, levando a um aumento nos seus niveis celulares. Elevados niveis de p53
promovem, dependendo do contexto, resultados bioldgicos de paragem de crescimento,
senescéncia ou apoptose, que sao mecanismos supressores de tumor largamente aceitaveis
que bloqueiam a proliferacdao descontrolada de células transformadas ou eliminam-nas

completamente (figura 13). A p53 também tem sido demostrada por regular negativamente a
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geracao de novos vasos sanguineos (angiogénese), uma contribuicdo chave para a supressao
de tumor [40].

Dano no DNA — /\ﬂ Perda de sinalizagdo
] ] ‘_\:\1 7 do recetor
Eroséo de telomeros > p53 \f
A — Hipdxia
Sinalizagao de IAVAVER
citocinas Vo

/ ¥ Ativagado de oncogene

Paragem do ciclo celular

7\

Reparo de DNA [senescéncis)
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Figura 13: Papel central da p53 na resposta celular ao stress. A p53 determina o destino da célula apds

multiplos sinais de stress exdgenos e enddgenos. Adaptado de [39].

Entre as diferentes abordagens direcionadas para a restituicdo da p53, as terapias génicas
tém sido extensivamente exploradas nos recentes anos. Tais estratégias tém o objetivo de
restaurar a funcdo da p53 nas células cancerigenas através da introducao de genes de p53
exogenos. Varios protocolos e vetores tém sido empregados, incluindo retrovirus, adenovirus

e vacinas derivadas de vetores [39].
1.4.3. Micro RNAs (miRNAs)

Sabe-se ha décadas que apenas 3% do genoma humano codifica proteinas, e a maioria do
nosso DNA foi anteriormente considerada pouco mais do que "lixo" [41]. No entanto, a nossa
compreensao do transcritoma humano mudou fundamentalmente nos ultimos anos. Em 2012,
o projeto Enciclopédia de Elementos do DNA (ENCODE - “Encyclopedia of DNA Elements”)
revelou que até 75% do genoma humano é transcricionalmente ativo, e é evidente que os
RNAs nao codificadores (ncRNAs) compreendem uma proporcao substancial do transcritoma
humano [42]. Os ncRNAs sao uma classe de moléculas de RNA funcionais sem caracteristicas
de codificacdo de proteinas. Os primeiros subtipos de ncRNA, RNA ribossomico (rRNA) e RNA
de transferéncia (tRNA) foram descobertos na década de 1950 e, desde entdo, uma grande

variedade de diferentes ncRNAs foi identificada [43].
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Os microRNAs (miRNAs) sdao uma classe de RNAs endogenos, de cadeia dupla nao codificantes
e pequenos (17-25 nucledtidos, tipicamente 22 nucledtidos) que estdo envolvidos na
regulacdo da expressdao génica no nivel pds-transcricional. Os miRNAs foram primeiro
descobertos na Caenorhabditis elegans em 1993 e desde entao foram descritos como sendo
altamente conservados em quase todos os organismos. Nos humanos, os miRNAs fazem parte
de apenas aproximadamente 1% do genoma humano, mas estima-se que eles regulem a
transcricdo e estabilidade de até 50-60% dos RNAs mensageiros (mRNAs), demonstrando a

importancia das suas funcdes na expressao génica [44].

As aberracdes na expressao de miRNAs podem ter consequéncias severas e estar ligadas a
patogénese de uma vasta gama de doencas humanas. A via canonica de biogénese dos miRNAs
€ caracterizada por dois eventos-chave: sdo processados pela enzima RNase Ill Drosha no
nucleo e digeridos adicionalmente pela enzima RNase Il facilitada pela Dicer no citoplasma.
O miRNA maduro é entao funcionalizado por incorporacao no complexo silenciador induzido
por RNA (RISC - “RNA Induced Silencing Complex”) compreendendo uma proteina Argonauta

(Ago) e varios fatores auxiliares (figura 14) [43].

Através da figura 14 é possivel observar que os miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase ||
como pri-miRNAs longos (> 1 kb) e sdo processados em pré-miRNAs de 70 nucleotidos (nt) pelo
complexo microprocessador, que consiste da enzima RNase Ill, Drosha, e da proteina de
ligacdo a RNA, DGCR8. Os hairpins dos pré-miRNAs sao entdo exportados para o citoplasma via
Xpo5 (Exportina 5), onde sao posteriormente processados por outra enzima RNase lll, Dicer,
que cliva o “loop” terminal do “hairpin”, deixando assim um duplex de miRNA. O duplex de
miRNA é desenrolado e a cadeia guia madura é ligada por proteinas Argonauta (Ago1-4) e
carregada no complexo miRISC (complexo silenciador induzido por miRNA). De seguida, o
miRNA carregado guia o miRISC para mRNAs com complementaridade de sequéncia parcial nas
suas 30 regides nao traduzidas (UTRs - “Untranslated Regions”) e induz o decaimento do

mRNA ou a repressao da traducao [43].

23



Avaliacdo da Acdo de um Vetor Multigénico de DNA Minicircular em Células Cancerigenas do Colo do Utero

RNA Pol [1

@ —
OO0

Duplex de miRNA

\

/ Ago1-4
Pri-miRNA Biflinng
AAAAA miRISC
Pre-miRNA /
TITTITITIT

\

Microprocessador

Repressao translacional
e decaimento de mRNA

Nucleo Citoplasma

Figura 14: Representacao da via candnica de biogénese de miRNAs. Adaptado de [43].

1.4.3.1. Micro RNA 375 (miR375)

Os miRNAs tém sido identificados como importantes reguladores na tumorigénese e
progressao do cancro através de varias vias moleculares [45]. Ate a data, o pri-microRNA-375
(primiR-375) é o miRNA melhor caracterizado no desenvolvimento e funcdes celulares das
células da endoderme pancreatica e células B. E um dos poucos miRNA especificos de tecido

caracterizados e controla a secrecao de insulina induzida por glucose [46].

Num estudo por Wang et al. foi examinada a expressao de miR375 em tecidos de cancro
cervical e investigada a sua funcdo na proliferacdao, migracao e invasao das células cervicais
cancerigenas. O miR375 podera atuar como um supressor de tumor e servir como um
potencial alvo terapéutico no cancro cervical [45]. Neste estudo células SiHa e CaSki foram
transientemente transfetadas com um miR375 mutado, que induziu uma supra-regulacao
significante do miR375 comparada com o controlo negativo. A proliferacdo das células SiHa e
CaSki apos a transfecado foi significantemente reduzida. Mostrou-se que a superexpressao do
miR375 causou uma paragem significante em G2, sugerindo que o miR375 elevado bloqueia a
transicao da fase G1 para a fase S e consequentemente inibe a progressao do ciclo celular nas
células cancerigenas cervicais. Os resultados indicaram que o miR375 serviu como supressor
de tumor e contribuiu para a inibicdo da migracao e invasao de células de carcinoma cervical
[45].
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Como reportado pelos estudos acima referidos, o miR375 tem sido associado com o
desenvolvimento de cancro; este miRNA encontra-se infra-regulado em algumas malignidades.
Alguns resultados de interacdo do miR375 com as oncoproteinas E6 e E7 sugerem que o
miR375 desempenha um papel na metastase e progressao do cancro cervical como supressor
de tumor [45].

1.4.3.2. Interac@o entre o miR375 e as oncoproteinas E6 e E7

No estudo de Jung et al., mostraram que o miR375 suprime as oncoproteinas E6, E7 e E6AP de
HPV de alto risco (figura 15). Este estudo demonstrou o comportamento do miR375 como
supressor de tumor miRNA ao resgatar os supressores de tumor maioritarios, suprimindo

componentes oncogénicos e, assim, regulando o ciclo celular e atividade da telomerase [47].

Alvos do Efetores a
miR-375 jusante
N v'Paragem do
. “.  VHPVE6 T p33 ciclo celular
miR-375 ) FUHPY E7 2 pai X o
// \I/E6AP /]\ pRB \\\ \/Inlbu;ao da

proliferacao

Figura 15: Efeitos do miR375 nos seus alvos e consequentes alteracdes celulares que dai provém.
Adaptado de [47].

Neste estudo usaram células SiHa e Hela que sao sistemas modelo representativos para
estudar os tipos HPV16 e HPV18, porque sao conhecidas por conter p53 e pRB wild type,
respetivamente. Para examinar o efeito ajusante da regulacao mediada pelo miR375 dos
transcritos de HPV e da E6AP, foi avaliada a expressao de supressores de tumor cruciais
relacionados com estas vias. Nas células SiHa, a transfecdo com miR375 mutado aumentou os
niveis das proteinas p53 e pRB. Curiosamente, o p21, que € um enorme influenciador ajusante
na supressdao de tumor mediada pela p53, mostrou niveis muito elevados de proteina em
células transfetadas com miR375 e este aumento pode ser explicado pelo aumento dos niveis
de proteina p53. O aumento das proteinas p53 e pRB ndo foi um resultado de ativacao
transcricional dos genes correspondentes, mas sim uma consequéncia da supressao de E6 e E7
mediada por miR375. Comparando as células transfetadas com miR375 com o controlo
(células nao transfetadas), foi observada uma diminuicao significante na proliferacao celular
[47].

Como reportado anteriormente, o mRNA dos genes E6/E7 do HPV é alvo de mdltiplos
microRNAs, incluindo o miR375, em células cervicais cancerigenas. Para confirmar o efeito
alvo, He et al. transfetaram miR375 em células HelLa. Os resultados mostraram que os niveis
dos mRNAs E6 e E7 do HPV18 foram reduzidos significativamente. Consequentemente, a

expressao das proteinas E6 e E7 do HPV18 foram também reduzidas pelos miR375.
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Similarmente, em células CaSki, os miR375 suprimiram a expressdao de genes de HPV16 tanto
ao nivel do mRNA como ao nivel de proteina. Estes resultados suportam o facto que o miR375
€ capaz de silenciar os genes HPV16/18 nas células cancerigenas do colo do Utero. Para
confirmar adicionalmente os efeitos de direcionamento do miR375 para o HPV16/18, foram
transfetados em células HelLa e CaSki inibidores do miR375. Os resultados mostraram que os

genes HPV16/18 E6 e E7 e os niveis de mRNA foram supra regulados [48].

Recentemente, a terapia génica tem sido extensivamente explorada para o tratamento de
varias doencas. Embora vetores baseados em virus sejam capazes de introduzir elevados
niveis de expressdao de transgenes, a aplicacdo clinica é limitada pela imunogenicidade e
genotoxicidade. Assim, os vetores nao-virais a base de DNA surgem como alternativas
promissoras e mais seguras. O DNA minicircular (mcDNA) é considerado um vetor genético de
nova geracao proveniente do DNA plasmidico, que contém uma cassete de expressao circular
livre de sequéncias bacterianas. Possui uma excelente expressao sustentada a longo prazo de

transgenes e biosseguranca [49].

1.5. DNA minicircular (mcDNA)

1.5.1. DNA plasmidico (pDNA)

O DNA plasmidico (pDNA) bacteriano tem sido considerada nos ultimos anos uma biomolécula
promissora para a transferéncia genética, existindo varios estudos e ensaios clinicos
atualmente em progresso a nivel mundial. Esta escolha é comumente apoiada pela seguranca
relativa do pDNA em comparacdao com vetores baseados em virus e devido ao baixo risco de
integracdo de material genético no genoma do hospedeiro. Para ser produzido em bactérias
recombinantes e ao mesmo tempo expressar o seu gene terapéutico de interesse (GOl - “Gene
Of Interest”), o “backbone” do pDNA deve incluir: uma origem de replicacao bacteriana (bac-
ORI); um gene de resisténcia a antibiotico (ex. kanamicina) para evitar a propagacdo de
bactérias livres de plasmideo; e finalmente uma unidade de transcricdo que contém um
promotor eucariotico, o GOl e uma sequéncia poli-adenilada (polyA) para aumentar a
expressdao do GOl e resisténcia a nucleases. O pDNA é tipicamente mantido como uma
entidade epissomal que é fisicamente desapegada e replicada independentemente do DNA
cromossomico do hospedeiro. Mesmo com este beneficio excecional, a translacdo de
biofarmacéuticos padrdao de pDNA das clinicas para os pacientes permanece altamente
comprometida pelos seus niveis de expressao relativamente baixos e carater transiente.
Neste contexto, tém sido exploradas recentemente outras biomoléculas com objetivo de
ultrapassar estes problemas, nomeadamente a geracao de pequenas cassetes plasmidicas,

denominadas de DNAs minicirculares (mcDNA) [50].
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1.5.2. Classificacao do mcDNA

A terapia génica atraiu muita atencao para programar ou melhorar funcées celulares. Embora
os virus sejam dos mais eficientes portadores de genes, problemas incertos como
imunogenicidade, limitacao da capacidade portadora de gene e dificuldades de fabrico sao

ainda obstaculos para a sua aplicacgéo clinica [51].

Os vetores de DNA minicircular (mcDNA) sao classificados como vetores de expressao genética
nao-virais, epissomais e fechados covalentemente, geralmente biossintetizados em bactérias
recombinantes que consistem em “backbones” minimalisticos com potencial para atender aos
requisitos clinicos para expressao genética segura e de longa duracdo. De uma perspetiva
histdrica, estes vetores foram inicialmente reportados por Cameron e Schleef, numa patente
preenchida em 1995 e que permanece ativa atualmente [52]. Nesta invencao, os mcDNAs sao
originalmente definidos como uma tecnologia permissora para transferéncia genética para
células de mamiferos e é reivindicada como sendo constituida por uma matriz Unica de

caracteristicas que incluem:

i) uma isoforma topoldgica superenrolada inerente;

ii) a falta de qualquer bac-ORI;

iii)  a auséncia de qualquer sequéncia codificadora para resisténcia antibiotica;

iv)  a existéncia de um transgene terapéutico cuja expressao € controlada por um promotor
de mamifero; e

V) a existéncia de uma sequéncia especifica atribuida ao local de recombinacao onde o

plasmideo parental (PP) precursor produz o mcDNA (figura 16) [50].

Gene de resisténcia
a antibioticos

Mini-plasmideo
(mP)

bac-ORI

> Inducao
32x Scel

Promotor

DNA minicircular
(mcDNA)

Gene terapéutico
de interesse

Figura 16: Esquema representativo da producao do vetor de DNA minicircular (mcDNA) a partir do
plasmideo parental (PP). Adaptado de [53]
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O DNA minicircular (mcDNA), um tipo de vetor nao viral novidade, é preparado sem o
“backbone” bacteriano do plasmideo tradicional. Assim, o mcDNA tem muitas caracteristicas
de destaque, incluindo baixa imunogenicidade e excelente expressao de transgenes. Contudo,
a biodisponibilidade do mcDNA é limitada pela liberacdo rapida in vivo ou pela degradacao
por nucleases nos lisossomas celulares [51]. Recentemente, esta tecnologia tem sido
notavelmente melhorada com os desenvolvimentos relatados por Kay et al. que se
concentram maioritariamente no uso de uma estirpe de Escherichia coli (E. coli)
geneticamente modificada que gera mcDNAs por recombinacdo in vivo especifica do local.
Esta estratégia permite a remocao de espécies excedentes de plasmideo parental (PP) e mini-
plasmideo (mP) que resultam do processo de recombinacao [54]. Considerando que ambos os
vetores PP e mP envolvem a sequéncia bac-ORI e os marcadores de resisténcia a antibioticos,
a sua eliminacao subsequente por endonucleases homing durante a amplificacao bacteriana é

uma melhoria valiosa [50].

Comparado com plasmideos regulares, o mcDNA possui um tamanho menor sem as sequéncias
bacterianas prejudiciais permitindo uma eficiéncia aumentada em reduzir respostas imunes e

prolongar a expressao de transgenes in vitro e in vivo [23]
1.5.3. Producao de mcDNA

Apods a amplificacdo de PP por um processo normal de fermentacao da bactéria hospedeira, a
fase de inducdo é estimulada pela adicdo de um indutor (por exemplo, L-arabinose) que
promove a expressao da maquinaria celular responsavel pela conversdao das moléculas de PP
em mcDNA. No inicio da inducdo, todos os elementos necessarios para a conversdo de
precursores de PP em vetores minicirculares sao ativamente expressos e comecam a gerar 0s
biofarmacos de interesse - fase de recombinacdo. A recombinagao especifica do local é uma
metodologia particularmente bem estabelecida e constitui o principio subjacente para a
geracao de mcDNA a partir dos seus modelos parentais. Este método permite a excisao,
integracao ou troca de segmentos de DNA exatos (30 a 40 pb, ou maiores), que sao locais de
ancoragem hibridos especificos (por exemplo, attB e attP) para recombinases especificas do
local (enzimas bacteriofagas que medeiam a reacao de troca nestes substratos). Uma vez que
as recombinases reconhecem os locais hibridos e ligam-se a eles nas moléculas de PP, a
troca/recomposicao de cadeias é promovida, sendo gerados ambos os vetores mcDNA e mP.
Cada um dos vetores resultantes contém dois novos locais hibridos (por exemplo, attR e attL),

respectivamente (figura 16) [50].
1.5.3.1. Integrase do Fago Lambda (A-Int)

A integrase do fago lambda (A-Int) é uma recombinase de tirosina que catalisa a
recombinacao conservativa. A sua funcado intrinseca é executar a integracao do genoma do

fago lambda no seu hospedeiro alvo. Em relacdo a producao de mcDNA, o sistema A-Int foi o
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primeiro método usado para gerar esses biofarmacos, no qual a A-Int reconhecia os sitios de
hibridacdo attP e attB. No entanto, a toxicidade intrinseca deste sistema no hospedeiro
bacteriano originou baixos rendimentos de recombinacao de PP - mcDNA (de 40 a 70%).
Consequentemente, uma quantidade significativa de moléculas de PP ndo convertidas

permanece (contamina) a preparacao final [55].
1.5.3.2. Recombinacéo causada (Cre) pela recombinase do Fago P1

Ao contrario do sistema A-Int, a recombinase Cre cataliza uma recombinacao bidirecional
especifica do local quando se liga aos seus sitios de hibridacao loxP. No entanto, a aplicacao
do sistema Cre-loxP na producdo de vetores minicirculares s6 seria possivel inibindo a
bidirecionalidade. Assegurar uma recombinacao unidirecional € crucial na producdo de
vetores minicirculares para evitar que as espécies de mcDNA e mP sejam recombinadas para
produzir novamente o seu modelo PP. Assim, apesar de ter sido utilizada uma estratégia
elegante de mutacdo de metade de um sitio de ligacdo loxP (enquanto o complementar
permaneceu normal) para garantir a unidirecionalidade do sistema Cre-Int, o rendimento de
conversao de PP para mcDNA nao foi absoluto, resultando a presenca de plasmideos residuais
no lote final. A existéncia de contaminantes compromete severamente a aplicabilidade
clinica destes biofarmacos uma vez que pode despoletar uma resposta imunologica infeciosa

ao paciente [55].
1.5.3.3. ParA resolvase

ParA é uma serina recombinase da familia das enzimas resolvases/invertases e catalisa uma
recombinacao intramolecular especifica do local, irreversivel e conservativa, quando se liga a
um plasmideo alvo superenrolado, contendo dois sitios de ligacao hibridos. A ParA resolvase é
muito adequada para a producdo de vetores minicirculares de DNA em hospedeiros
bacterianos porque é altamente eficiente em mediar estes eventos recombinacionais durante
a amplificacdo bacteriana. Para producdao de mcDNA, o gene ParA é inserido no genoma
bacteriano sob o controlo do sistema indutivel L-arabinose. Usando uma tecnologia de
separacao de plasmideos baseada em recombinacao (RBPS - “Recombination-Based Plasmid
Separation”), Mayrhofer et al. conseguiram uma eficiéncia de recombinacdo PP-mcDNA
superior a 99.5%, uma atividade enzimatica notavel que contribui para a aplicabilidade deste
sistema na producao em grande escala. De um ponto de vista razoavel, torna-se claro que,
em comparagcao com os sistemas de recombinacao anteriores (Cre e A-Int), a tecnologia RBPS
€ uma plataforma mais promissora para a producao e purificacao de biofarmacos de mcDNA

de nivel clinico em larga escala [56].
1.5.3.4. Sistema recombinase ¢C31/endonuclease I-Scel

A integrase $C31 da Streptomyces bacteriofaga ($C31-int) € uma serina recombinase que

medeia eventos de recombinacao unidirecional entre os seus sitios de ligacdo attP/attB (~40
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pb), através de dominios cataliticos e de ligacao ao DNA que controlam todo o processo [55].
Ao contrario de outras recombinases, $C31-int ndo requer nem isoformas superenroladas nos
seus substratos, nem a assisténcia de fatores hospedeiros complementares como no caso de A-
Int. A simplicidade relativa do sistema ¢$C31-int estimulou o seu uso extensivo em aplicacoes
terapéuticas avancadas. Este sistema também foi explorado para producdo de mcDNA em
bactérias recombinantes, mas era necessaria a remocédo de vetores de mP e PP residuais e,
assim, foi criada uma tecnologia de aproveitamento de endonucleases homing I-Scel para
eliminar ambas as espécies. Mais recentemente, esta tecnologia de producdo de vetores
minicirculares num so passo foi aprimorada pelo modificacdo genética de uma estirpe de E.
coli (ZYCY10P3S2T), que permitiu obter elevadas quantidades de mcDNA com 10 vezes menos

plasmideos contaminantes (0.4 a 1.5% de residuos) [50].

Gaspar et al. desenvolveram uma otimizacao adicional da producao de mcDNA aumentando a
temperatura de crescimento bacteriano para 42 °C no sentido de aumentar a biossintese de

PP e consequentemente obter um maior rendimento de mcDNA [57].
1.5.4. Purificacao - Principios da Cromatografia

As biomoléculas sdo purificadas usando técnicas que separam de acordo com diferencas em
propriedades especificas (tabela 5). A figura 17 representa um esquema das técnicas

cromatograficas descritas na tabela 5.

Tabela 5: Técnicas de separacao de acordo com as diferentes propriedades das biomoléculas.

Propriedade Técnica

Bio-reconhecimento Cromatografia de afinidade
(especificidade do ligando)

Carga Cromatografia de troca idnica

Hidrofobicidade Cromatografia de Interacao Hidrofobica
Cromatografia de Fase Reversa

Tamanho Cromatografia de Exclusao Molecular ou Filtracao em Gel
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Figura 17: Representacao esquematica dos diferentes tipos de cromatografia. Adaptado de [58]
1.5.4.1. Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade (AC - “Affinity Chromatography”) separa proteinas com base
numa interacao reversivel entre uma proteina (ou grupo de proteinas) e um ligando especifico
acoplado a uma matriz de cromatografia. Esta técnica oferece alta seletividade e resolucao,
permitindo uma purificacdo da molécula alvo com elevados niveis de recuperacdo, mantendo
a sua atividade biologica. A AC é a Unica técnica de cromatografia que permite a purificacao

de uma biomolécula com base na sua funcéo bioldgica ou estrutura quimica individual [59].

As interacdes bioldgicas entre o ligando e a molécula alvo podem ser resultado de interacoes
eletrostaticas, hidrofdobicas, forcas de Van der Waals e/ou pontes de hidrogénio. Para eluir a
molécula alvo, a interacdo pode ser destabilizada, usando especificamente um ligando
competitivo ou inespecificamente, alterando o pH, a forca idnica ou a polaridade. As
moléculas alvo podem ser purificadas a partir de misturas biolégicas complexas, as formas
nativas podem ser separadas das formas desnaturadas da mesma substancia e pequenas
quantidades de material bioldgico podem ser purificadas a partir amostras complexas com
altos niveis de impurezas. Algumas interacdes bioldgicas tipicas entre a molécula-alvo e o seu

respetivo ligando, frequentemente usadas na AC, estao listadas abaixo:

e Anticorpo < antigénio, virus, célula;

e loes metalicos < proteinas marcadas com histidina (his);

e Glutationa ¢ glutationa-S-transferase ou proteinas marcadas com GST;
e Enzima ¢ substrato analogo, inibidor, cofator;

e Lectina & polissacarideo, glicoproteina[59].
1.5.4.2. Cromatografia de Troca Iénica

A cromatografia de troca idnica (IEX - “lon Exchange Chromatography”) foi introduzida na
década de 1960 e continua a desempenhar um papel importante na separacao e purificacao

de biomoléculas. Hoje, a IEX é uma das técnicas mais usadas para purificacao de proteinas,
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péptidos, acidos nucleicos e outras biomoléculas carregadas, oferecendo alta resolucao. A
técnica é capaz de separar espécies moleculares que possuem apenas pequenas diferencas
nas suas propriedades de carga, por exemplo, duas proteinas que diferem num aminoacido
carregado. Esses recursos tornam a IEX bem adequada para as etapas de captura ou
purificacdo intermediaria, e esta técnica é usada desde a purificacdo e analise em

microescala até a purificacao de quilogramas de produto [60].
1.5.4.3. Cromatografia de Interacéo Hidrofobica

A cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC - “Hydrophobic Interaction Chromatography”)
€ amplamente utilizada na purificacdo de proteinas como complemento de outras técnicas
que se separam de acordo com a carga, tamanho ou reconhecimento bioespecifico. Esta
técnica é recomendada quando a biomolécula alvo tem predominancia de grupos
hidrofdbicos, quando as amostras foram submetidas a precipitacdo com sulfato de amoénio
(frequentemente usado para concentracdo e limpeza inicial da amostra) ou apds a separacao
por cromatografia de troca idnica. Nas duas ultimas situacoes, a amostra contém uma alta
concentracao de sal e pode ser aplicada diretamente na coluna HIC com pouca ou nenhuma
preparacao adicional. O nivel elevado de sal ajuda a expor os grupos hidrofobicos,
favorecendo a interacdo entre os componentes hidrofobicos da amostra e os ligandos
cromatograficos. Em alguns casos de separacdo, as amostras sdo purificadas e eluidas em
volumes menores, concentrando assim a amostra para que ela possa ir diretamente para a

filtracao em gel ou, apds uma troca de tampao, para uma separacao de troca ionica [61].
1.5.4.4. Cromatografia de Fase Reversa

A cromatografia de fase reversa (RPC - “Reversed Phase Chromatography”) é ideal para
aplicacées como mapeamento de péptidos ou verificacdo de pureza e é frequentemente
usada para o polimento final de oligonucledtidos e péptidos. A RPC separa as moléculas de
acordo com as diferencas na sua hidrofobicidade. Em teoria, HIC e RPC sdo técnicas
estreitamente relacionadas, pois sao ambas baseadas em interacdes entre regides
hidrofobicas na superficie das biomoléculas e as superficies hidrofobicas da fase estacionaria.
No entanto, na pratica, as técnicas sao muito diferentes. A superficie de um meio RPC é
geralmente mais hidrofébica do que a de um meio HIC. Isso leva a interacoes mais fortes que,
para uma eluicdo bem-sucedida, devem ser revertidas usando solventes organicos nao
polares, como acetonitrilo ou metanol. Os meios HIC oferecem uma maneira alternativa de
explorar as propriedades hidrofébicas das biomoléculas, trabalhando num ambiente mais

polar e menos desnaturante [62].
1.5.4.5. Cromatografia de Filtracdo em Gel ou Cromatografia de ExclusGo Molecular

A cromatografia de exclusao molecular (SEC - “Size Exclusion Chromatography”) permite a

separacao de moléculas de diferentes pesos moleculares a medida que passam por uma
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matriz empacotada numa coluna constituida por esferas com tamanhos de poros definidos. Ao
contrario de técnicas como cromatografia de troca ionica ou de afinidade, as moléculas nao
devem ficar ligadas a matriz cromatografica, o que significa que a composicdo do tampao nao
afeta diretamente a resolucao (o grau de separacao entre os picos). Consequentemente, uma
vantagem significativa da SEC é que as condicdes do tampao de eluicdo podem variar para se
adequar ao tipo de amostra ou aos requisitos para purificacdo, analise ou armazenamento

adicional sem alterar a separacao [58].

A SEC (figura 18) € considerada uma técnica de separacao altamente versatil por se poder
aplicar a biomoléculas sensiveis a mudancas de pH, concentracdo de ides ou cofatores
metalicos ou condicdes ambientais adversas. As separacoes podem ser realizadas na presenca
de ides essenciais, cofatores, detergentes, ureia ou cloridrato de guanidina com forca ionica
alta ou baixa. Além disso, a SEC pode ser realizada num grande intervalo de temperatura,
cumprindo os requisitos da maioria das experiéncias. A SEC é normalmente aplicada com
variacoes de temperatura entre 4 a 30 °C, mas muitas colunas SEC permitem separacdes em
temperaturas ainda mais altas. As biomoléculas purificadas podem ser recolhidas em qualquer

tampao escolhido [58].

As resinas SEC consistem numa matriz porosa de particulas esféricas quimica e fisicamente
estaveis. Um determinado volume de matriz cromatografia € empacotada numa coluna de
forma a atingir a altura de coluna necessaria e é equilibrada com tampao, que preenche os
poros da matriz e o espaco entre as particulas. Os componentes da amostra sao eluidos
isocraticamente, ou seja, a composicao do tampao permanece constante durante toda a
separacao. Nao ha necessidade de usar tampodes diferentes durante a separacdo. No entanto,
uma etapa de lavagem usando o tampao de corrida é frequentemente incluida no final de
uma separacao para remover moléculas que possam ter sido retardadas na coluna e preparar

a coluna para uma nova corrida [58].

0 volume de amostra ideal a ser utilizado é cerca de 2mL (tendo sido reportado que com este
volume o mcDNA é praticamente todo isolado a um caudal de 0,3 mL/min) e é introduzido
diretamente no topo da coluna entrando por gravidade e evitando a diluicao da amostra. O
caudal deve ser baixo para dar tempo de as moléculas pequenas e médias se distribuirem e
poderem entrar nos poros das esferas, enquanto as maiores passar diretamente através das

esferas eluindo primeiro [63].
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Figura 18: Representacdao esquematica do processo de cromatografia de exclusdo molecular: (1) a
amostra é aplicada a coluna; (2) a molécula de menos tamanho (amarela) é mais atrasada que a
molécula de maior tamanho (azul escuro); (3) a molécula de maior tamanho é eluida primeiro da
coluna. Adaptado de [58].

1.5.5. Purificacao de mcDNA

0 processo de recombinacao in vivo na E. coli gera normalmente trés espécies de plasmideo
representadas na figura 16, nomeadamente o mcDNA (presente em maior quantidade) o PP e
o mP. Assim, o isolamento da molécula de mcDNA requer um processo de purificacao

posterior para separar das outras duas apds o processo de inducdo/recombinacao.

Em alguns estudos de isolamento de mcDNA, os vetores mP e PP foram linearizados e
digeridos por enzimas de restricaio e o mcDNA foi subsequentemente purificado por
centrifugacao de gradiente de densidade de cloreto de césio. As maiores desvantagens deste
método sdo o rendimento relativamente baixo de mcDNA, o elevado custo das enzimas,
procedimento demoroso e as agéncias reguladoras ndo recomendarem o uso de enzimas de
origem animal para a obtencdo de biofarmacos, tornando este processo imprdprio para

preparacdes em larga escala de mcDNA [64].

Num estudo de Chen et al. desenvolveram um método que degrada os restantes vetores mP e
PP in vivo através da co-expressao de uma enzima de restricdo. No entanto, com este
sistema, 3% de mP e PP ainda eram detetaveis mesmo apos 240 minutos de inducdo de

recombinase e endonuclease [65].

P. Mayrhofer et al. descreveram um protocolo para separar mcDNA de mP no qual o
“backbone” do PP foi modificado para que o vetor de mcDNA resultante contenha uma
sequéncia do operador da lactose, a qual posteriormente é reconhecida por uma coluna
cromatografica portadora da proteina repressora do operador da lactose como ligando. Assim,
na auséncia de lactose o operador existente no vetor de mcDNA vai interagir com o repressor
da coluna ficando retido. Esta técnica apresenta a vantagem de ser relativamente rapida,

uma vez que uma corrida na coluna dura cerca de 50 min, no entanto é uma técnica
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dispendiosa devido ao elevado custo da coluna cromatografica (sendo necessario produzir e
purificar o ligando - proteina recombinante repressora do operdo da lactose), assim como a
necessidade de modificar o “backbone” do PP, o que impede a aplicacao desta metodologia
de purificacao a qualquer vetor de PP. Outra desvantagem é que esta técnica ndo consegue
separar as moléculas de PP que ndo tenham sido convertidas no processo de recombinacdo
[56].

Posteriormente, XH Hou et al. publicaram um estudo semelhante referente a purificacao de
mcDNA usando sequéncias de reconhecimento especificas, no qual o “backbone” do PP
também foi modificado. No entanto, nesse estudo, as sequéncias foram inseridas na regiao
correspondente ao mP, o qual, na presenca de oligonucledtidos de DNA biotinilado, levando a
formacao de uma estrutura de tripla hélice reversivel. Estas moléculas indesejadas foram
entdo removidas por contas magnéticas revestidas com streptavidina, resultando no
isolamento de mcDNA numa coluna comercial de cromatografia de troca aniénica com 94-95%
de recuperacao. Esta técnica permite separar o mcDNA do PP e do mP e nao é muito
demorada, uma vez que o tempo de incubacao das contas magnéticas para o isolamento de
mcDNA é de apenas 2h. Contudo, esta técnica apresenta elevados custos associados a
modificacdo do “backbone” do PP e a utilizacdo das contas magnéticas revestidas com

streptavidina [66].

Num outro estudo de C.P.A. Alves et al. foi estabelecida uma estratégia de purificacao para o
mcDNA ao recorrer a digestdo enzimatica in vitro das moléculas de mP e PP usando uma
endonuclease “nicking” (enzima que corta o DNA de cadeia dupla no sitio de restricao), para
facilitar a separacdo do mcDNA do PP e mP que se tornaram moléculas lineares. Posto isto,
foi conseguido o isolamento de mcDNA usando cromatografia de interacdo hidrofobica (HIC).
Embora esta técnica providencie bons resultados para isolar mcDNA, requer o uso de
moléculas de PP modificadas com sequéncias especificas, pelo que ndo podera ser usada
noutras moléculas de PP disponiveis no mercado. Além do mais, algumas destas estratégias
nao apresentam seletividade suficiente para permitir o isolamento da isoforma superenrolada
(sc - “supercoiled”) de mcDNA de outras isoformas e o uso de elevadas concentragdes de sal
para a HIC requer um custo adicional. Considerando todos estes aspetos, a producao em larga
escala seria demasiado dispendiosa para permitir ao mcDNA terapéutico ser facilmente

acessivel [67].

Para ultrapassar estes obstaculos, T. Diamantino et al. publicaram uma estratégia
cromatografica de troca anidnica fraca na qual a purificacdo de mcDNA sc foi alcancada com
sucesso usando um monolito comercial CIM DEAE-1. Esta € uma técnica rapida (30 min) e de
custo relativamente reduzido. No entanto, este método também apresentou as suas
limitacdes, tendo em conta que apenas 50% do conteldo de mcDNA sc foi recuperado. Na
verdade, a falta de seletividade pode estar relacionada com o facto de que ligandos de troca

anidnica fraca apenas estabilizam interacdes ionicas com a molécula alvo, pelo que, na
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presenca de outras moléculas com carga superficial semelhante, a seletividade destas

matrizes cromatograficas pode decrescer significantemente [68].

Mais recentemente A.M. Almeida, et al. descreveram um método de purificacdo de mcDNA sc
usando pela primeira vez ligandos de lisina e o seu derivado descarboxilado, cadaverina. Tais
ligandos sdao normalmente manipulados para explorar interacoes eletrostaticas. Contudo,
estas moléculas sao conhecidas por estabelecerem outro tipo de interacdes elementares, tais
como ligacdes de hidrogénio, ligacdes mediadas pela agua, interacoes hidrofobicas ou forcas
de van der Waals, que podem finalmente contribuir para maior seletividade relativamente a
molécula-alvo, comparativamente com trocadores anionicos fracos disponiveis
comercialmente. A primeira vista, o monolito de lisina mostrou ser capaz de isolar mcDNA sc,
embora resultando numa baixa recuperacdo do mesmo. A tentativa de aumentar o
rendimento de recuperacao resultou numa perda de pureza, sugerindo assim baixa
seletividade associada ao ligando de lisina para o mcDNA. Por outro lado, o monolito
modificado de cadaverina também foi capaz de separar o mcDNA sc apresentando melhor
rendimento de recuperacao (78.6%) do que a coluna de lisina, sem perda de pureza (98.4%).
No geral, este método apresenta uma estratégia de purificacdo de mcDNA sc a custo

reduzido, mais simples e pratica comparativamente a outros estudos anteriores [69].
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Capitulo 2 - Objetivos Globais
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O virus do papiloma humano (HPV) infecta um grande nimero de pessoas em todo o mundo e
esta associado a mais de 99% do cancro do colo do Utero, sendo a quarta maior causa de
morte por cancro em mulheres. As proteinas E6 e E7 do virus sao responsaveis pela
transformacao das células infetadas e progressao do tumor, devido a degradacao e inativacdo
dos supressores de tumor p53 e pRB, respetivamente. Desta forma, a aplicacao de um
biofarmaco que simultaneamente silencie a expressao das oncoproteinas E6 e E7 e
restabeleca os niveis de p53 pode ser uma potencial vertente de terapia génica para o
tratamento do cancro do colo do Utero. Neste contexto, o vetor de mcDNA torna-se promissor
por nao conter genes bacterianos e favorecer a expressao dos genes alvo por aumento da
eficiéncia de transfecdo e permanéncia nas células, em comparacdo com o vetor de DNA

plasmidico, por exemplo.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo a producao e purificacao de quatro vetores de
mcDNA: o mcDNA vazio (mcDNA-vazio [3,8 Kpb]), o mcDNA que codifica o gene supressor de
tumor p53 (mcDNA-p53 [5,0 Kpb]), o mcDNA que codifica o primiR-375 (mcDNA-primiR-375
[4,5 Kpb]) e o mcDNA que codifica ambos os genes (mcDNA-conjugado [5,7 Kpb]), usando
metodologias ja descritas, para avaliar o efeito isolado de cada gene e o efeito do vetor
multigénico, em comparacdo com o vetor vazio, por estudos de transfecdo in vitro de células

cancerigenas do colo do Utero.
A ordem de trabalhos sera a seguinte:

= Obtencdo dos quatro vetores de DNA minicircular (mcDNA) por recombinacao do
plasmideo parental na presenca do indutor L-arabinose, em E. coli, extracdao e

purificacao.

= Avaliacdo da eficiéncia de transfecdo celular com os vetores de mcDNA mono e
multigénicos, estudo da expressdo de p53, E6 e E7, avaliacdo da apoptose e comparacao
do efeito isolado e combinado dos genes contidos nos vetores de mcDNA, usando um

modelo celular in vitro do cancro do colo do Utero.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos
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3.1. Producao

3.1.1. Fermentacao

Os respetivos PPs foram amplificados através de fermentacdo da E. coli ZYCY10P3S2T. A
fermentacao foi realizada durante aproximadamente 7 a 8 horas num agitador orbital
programado para 42°C e 250 rpm. Foi usado o meio “Terrific Broth” (TB) (composto por 20
g/L de Triptona, 24 g/L de Extrato de Levedura, 4 mL/L de Glicerol, 0,017M de KH,HPOQ,,
0,072M de K;HPO, e 50 mg/mL de antibidtico kanamicina) para crescer as bactérias até

atingir uma densidade 6tica (DO) entre 4 e 5 (figura 19).
3.1.2. Inducao

Apds obtencao da DO pretendida, os meios foram adicionados a mistura de inducao (meio LB
com 0,01% de indutor L-arabinose estéril e 0,04 M de NaOH) e foram deixados a induzir
durante 3 horas a 32 °C e 250 rpm. Por fim, as células foram recuperadas por centrifugacédo a
4500 rpm a 4°C durante 10 min, descartando-se o sobrenadante e armazenando os pellets a -
20°C (figura 19).
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Pré-fermentacao bacteriana Fermentacao bacteriana
(42°C, 250 rpm) (42°C, 250 rpm)
[2 - 3 haté DO = 2,6] [6-8hatéDO =4 -5]

é _éj_éj’;_j — | )
3 ¥ £

Inducao Mistura de Inducao (1:1)
(32°C, 250 rpm) 0,01% de L-arabinose
[3h]

Figura 19: Representacao esquematica do processo de producao de mcDNA. Adaptado de [57].
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3.2. Extracao

3.2.1. Extracao de mcDNA recorrendo ao Kit Qiagen

3.2.1.1. ExtracGo de mcDNA recorrendo ao Kit Qiagen de acordo com as instrucées do

fabricante

Numa primeira fase, apds descongelamento do pellet, adicionou-se 20 mL de solucao I/P1 (50
mM de Tris-HCL, a pH 8,0; 10 mM de EDTA; 100 pug/mL RNase A) e agitou-se vigorosamente
para ressuspender as células. De seguida, adicionou-se 20 mL de solucao II/P2 (200 mM NaOH;
1% SDS (m/v)) para realizar a lise alcalina, homogeneizando cuidadosamente e incubando
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Depois, adicionou-se 20 mL de solucao III/P3 (3 M
de acetato de potassio, a pH 5,5) para neutralizar a base e precipitar os restos celulares e
moléculas degradadas, homogeneizando e incubando durante 20 minutos no gelo e por fim

centrifugou-se duas vezes a 20000 g durante 35 minutos.

Duas colunas de bancada de troca aniénica provenientes do kit foram equilibradas com 10 mL
de solucdo de equilibrio/QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 0,15% Triton X-100, 15%
Isopropanol, pH 7,0) e adicionou-se o sobrenadante obtido da ultima centrifugacdo. Apos
entrada total da amostra por gravidade nas colunas, adicionou-se por duas vezes 30 mL de
solucao de lavagem/QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% Isopropanol, pH 7,0). De seguida,
recuperou-se 0 mDNA com 15 mL de solugcao de eluicao/QF (1,25 M NaCl, 50 mM Tris, 15%
Isopropanol, pH 8,5), adicionou-se 10,5 mL de isopropanol para precipitar DNA e centrifugou-
se durante 30 minutos a 15000g. Por fim, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
pellet em 10 mM Tris-EDTA.

3.2.1.2. ExtracGo de mcDNA recorrendo ao Kit Qiagen adaptado

No primeiro passo realiza-se a lise alcalina com os tampdes P1, P2 e P3 como descrito no

primeiro paragrafo do ponto 3.2.1.1.

Na fase seguinte, regeneraram-se as colunas com a solucao de regeneracao (3 M NaCl, 0,15%
Triton X-100), depois realizam-se os mesmos passos descritos no segundo paragrafo do ponto
3.2.1.1. com a alteracao da concentracao de sal para a solucao de lavagem (750 mM NaCl) e

para a solucao de eluicao (1,75 mM NaCl).
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3.2.2. Extracao Modificada de Amostra Complexa

Apds descongelamento do pellet, adicionou-se 20 mL de solucao A (50 mM glucose; 25 mM de
Tris-HCl; 10 mM de EDTA, a pH 8,0) e agitou-se vigorosamente no vortex, depois dividiu-se o
conteldo por 2 tubos de centrifuga e adicionou-se 10 mL de solucao B (200 mM NaOH; 1% SDS
(m/v)) a cada um, homogeneizando cuidadosamente e incubando durante 5 minutos a
temperatura ambiente, de seguida adicionou-se 10 mL de solucao C (3,0 M de acetato de
potassio, a pH 5,0), homogeneizou-se e incubou-se durante 20 minutos no gelo, a seguir
centrifugou-se durante 30 minutos a 20000 g e a 4 °C, duas vezes, descartando-se o pellet,
mediu-se o volume de sobrenadante e adicionou-se 0,7 volumes de isopropanol,
homogeneizando suavemente e incubando 30 minutos no gelo para precipitar o DNA, depois
centrifugou-se a 16000g durante 30 minutos a 4 °C, descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de 10 mM de Tris-HCL, a pH 8,0, de seguida adicionou-se
sulfato de amodnio até se obter uma concentracao final de 2,5 M (para 2 mL adicionar 0,66 g),
agitou-se suavemente em circulos e incubou-se 15 minutos no gelo, por fim centrifugou-se a
16000g durante 20 minutos a 4 °C (precipitacdo de proteinas e RNA) e recuperou-se o

sobrenadante, sendo armazenado em microtubos a -80 °C.

3.3. Purificacao

3.3.1. Cromatografia de Filtracao em Gel ou Exlusao Molecular

Apods a extracao modificada de amostra complexa, descrita no ponto 3.2.2., foi necessaria
uma purificacdo adicional no equipamento AKTA Pure, numa coluna de filtracdo em gel
Sephacryl $-1000 SF (GE Healthcare Biosciences, Suécia) (volume de coluna = 106 mL),
equilibrada com solucao tampao 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0). Apos
injecdo da amostra de lisado, o ensaio foi realizado aplicando um gradiente isocratico com
um caudal de 0,3 mL/min, a temperatura ambiente e a absorvancia foi monitorizada ao longo

do tempo a 260 nm.
3.3.1.1. Coluna de 60 cm

Foram injetados na coluna de 60 cm (106 mL de volume) 2 mL de amostra de lisado
proveniente da extracao modificada e foram recolhidas fracées de 3 mL correspondentes ao
pico de mcDNA de interesse. Estes 3 mL de cada fracao recolhida foram posteriormente

dessalinizados e concentrados para 200 yL em concentradores Vivaspin®.
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3.3.1.2. Coluna de 90 cm

Foram injetados na coluna de 90 cm (180 mL de volume) 2 mL de amostra de lisado
proveniente da extracao modificada e foram recolhidas fracdes de 3 mL correspondentes ao
pico de mcDNA de interesse. Estes 3 mL de cada fracao recolhida foram posteriormente

dessalinizados e concentrados para 200 yL em concentradores Vivaspin®.
3.3.2. Eletroforese

O gel usado na eletroforese foi preparado para 40 mL de tamao TAE 1x (40 mM de base Tris,
20 mM de acido acético e 1 mM de EDTA a ph 8,0), 0,4 ¢ de agarose e 0,6 pL de Greensafe.
Foram depositados nos pocos 20 pL de amostra diluida numa proporcao de 1:5 com 2 pL de
Loading Buffer adicionais (0,2 g de Azul de Bromofenol, 6 mL de Glicerol 50% e 4 mL de agua
MiliQ).

3.4. Estudos in vitro

As células CaSki (células metastaticas provenientes de carcinoma epidermoide cervical, HPV-
16) foram cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) e os Fibroblastos
humanos (FibH) foram cultivados em meio DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
/Ham’s F-12 Nutrient Mixture). Estes meios de cultura (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da
América) foram suplementados com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) e com 1% (v/v) de
uma mistura de antibioticos constituida por penicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (100
pg/mL) designando-se de meio completo. O crescimento das células foi promovido a uma

temperatura de 37 °C, em atmosfera hiumida contendo 5% de CO, e 95% de ar.
3.4.1. Transfecao

Os estudos in vitro tiveram como objetivo comparar a eficiéncia de transfecao entre os
vetores mcDNA-p53, mcDNA-vazio, mcDNA-primiR-375 e mcDNA-p53+primiR-375, assim como
avaliar o efeito terapéutico do gene ou genes codificados nestes vetores. Para isto, foi
utilizado o regente de transfecdo Torpedo ™A (ibidi GmbH, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante. As células foram mantidas em cultura até atingirem uma confluéncia
de cerca de 50%-60%, sendo semeadas em placas com uma densidade de 6,2x10* células/cm?
em meio completo. Apds 24 horas, foi realizada a substituicao deste meio completo para meio
incompleto (sem antibiotico). No dia seguinte, o reagente de transfecao foi incubado com os
vetores mcDNA-vazio, mcDNA-p53, mcDNA-primiR-375 e mcDNA-conjugado durante 20
minutos a temperatura ambiente, de modo a permitir a formacao de complexos entre os
lipidos cationicos e o DNA plasmidico, sendo que o racio DNA plasmidico (ug) : TorpedoDNA

(uL) utilizado foi de 1:3. As misturas reacionais foram adicionadas aos respetivos pocos e as
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células transfetadas foram novamente incubadas com as mesmas condicdes de cultura. Apds 6
horas do inicio da transfecdo, o meio incompleto foi substituido por meio completo (figura
20).

= DNA / <\

PBS

Reagente de
Transfecao

Figura 20: Representacao esquematica do procedimento de transfecao in vitro. Adaptado de [70].
3.4.2. Ensaios de Viabilidade Celular

Para o ensaio de viabilidade celular foram utilizados FibH e semeados com uma densidade de
10 células/poco em placas de 96 pocos. As transfeccoes foram realizadas as 24, 36, 48 e 72
horas com os vetores, mcDNA-vazio, mcDNA-p53, mcDNA-primiR-375 e mcDNA-conjugado. 2
horas antes do final de cada tempo de transfecdo, descartou-se o meio de cultura e
adicionou-se a cada poco 100 pL de meio completo e 20 pL de resazurina e incubaram-se as
células durante 4 horas no escuro nas condicdes normais de cultura. Apds as 4 horas de
incubacao, transferiu-se a mistura de cada poco para uma placa de fundo opaco e procedeu-
se a leitura da fluorescéncia num espectroflurimetro. A analise estatistica dos resultados foi

feita com o ensaio Two-way ANOVA no software GraphPad Prism (versao 6.01).

3.4.3. Ensaios de Proliferacao Celular

Para o ensaio de avaliacdo da proliferacao celular foram semeadas células CaSki com uma
densidade de 2,97 x 10* células/poco em placas de 24 pocos. Avaliou-se a contagem de
células as 0 horas e as transfeccoes foram realizadas as 24, 36, 48 e 72 horas com os vetores
mcDNA-vazio, mcDNA-p53, mcDNA-primiR-375 e mcDNA-conjugado. Parou-se a transfecao
com tripsina apos remocdo do meio e as células foram recuperadas por centrifugacdo com o

numero de células viaveis determinado por coloracdo com azul de tripano. Foi utilizado um
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controlo de células nao-transfetadas. A analise estatistica dos resultados foi feita com o

ensaio Two-way ANOVA no software GraphPad Prism (versao 6.01).
3.4.4. Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA de células CaSki, estas foram semeadas com uma densidade celular
de 2,4 x 10° células/poco em placas de 12 pocos. As transfeccoes foram realizadas as 24, 36 e
48 horas com os vetores mcDNA-p53, mcDNA-primiR-375 e mcDNA-conjugado. Apos o processo
de transfecao, as células controlo e transfetadas foram submetidas a extracao de RNA. Para
isto, foram adicionados 250 pL de reagente TRIzol® (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da
América) em cada poco, de modo a provocar a lise das células, incubando-se durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de cloroformio
para permitir a separacdo das diversas biomoléculas em diferentes fases, incubando-se
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se entdo a centrifugacao das amostras
a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C, permitindo a separacao de uma fase aquosa superior que
contém o RNA, uma interfase e uma fase organica inferior que contém DNA e proteinas. A
fase aquosa foi recuperada muito cuidadosamente e foram adicionados 125 L de isopropanol
gelado, de modo a permitir a precipitacao do RNA, incubando-se durante 10 minutos no gelo.
As amostras foram novamente centrifugadas a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C, e foi
realizada a lavagem do pellet com 125 pL de etanol 75% para eliminar compostos organicos.
Foi realizada uma nova centrifugacao a 12000 g durante 5 minutos a 4 °C, rejeitando o
sobrenadante e ressuspendendo o pellet de RNA em 20 pL de agua dietil-pirocarbonato
(DEPC). Para confirmar o sucesso da extracao de RNA, foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose 1% e a quantificacdo das amostras foi realizada num nanofotometro (Implen
GmbH, Alemanha) (figura 21).

* OOOO Trizol Cloroférmio
Q000 > g
0000

& Isopropanol
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< 4 —
Agua DEPC Etanol 75%
em DEPC

Figura 21: Representacao esquematica do protocolo de extracao de RNA.
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3.4.5. Sintese de cDNA

Foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) a partir das amostras de RNA extraido
anteriormente, utilizando o kit Xpert cDNA Synthesis (GRiSP - Research Solutions, Portugal).
De acordo com as instrucoes do fabricante, em cada tubo de PCR foi adicionado 1 pg de RNA
total, 1 pyL de Random Primers e 1 uL de dNTP’s, adicionando agua livre de RNases para
perfazer um volume final de 14,5 pL. As amostras foram incubadas durante 5 minutos a 65 °C,
seguindo-se uma incubacao durante 2 minutos no gelo. Posteriormente, foram adicionados 4
pL de solucao-tampao, 0,5 pL de RNase Inhibitor e 1 pL de Xpert RTase, por esta mesma
ordem. Por ultimo, a mistura reacional foi incubada durante 10 minutos a 25 °C, seguindo-se
uma incubacgao durante 50 minutos, a 50 °C e, por ultimo, uma incubacao durante 5 minutos a
85 °C.

3.4.6. RT-PCR

A técnica de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) foi realizada com o
objetivo de analisar os niveis de transcritos. A mix para uma reacao foi preparada na seguinte
ordem: 8,55 pL H,0 estéril, 0,6 pyL primer FW, 0,6 pL primer RV, 0,7 pL de MgCl,, 0,25 pL de
dNTPs, 1,25 uL PCR Buffer, 0,25 uL Taq e 0,30 pL de cDNA, resultando num volume de 12,5 pL
por reacao. As misturas reacionais foram colocadas num termociclador T100 (BioRad, Estados
Unidos da América), programado com a seguinte sequéncia de incubagdes: 5 minutos a 95 °C,
30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a Ta (Temperatura de annealing -
correspondente a menor Tm [Temperatura de melting] de cada par de primers) e 1 minuto a
72 °C, e por Ultimo, 10 minutos a 72 °C. Ao todo foram utilizados trés pares de primers
desenhados especificamente para o transcrito do gene p53 (FW: 5’- CCT CAC CAT CAT CAC
ACT GG -3’; RV: 5’- CCT CAT TCA GCT CTC GGA AC -3’), do gene E6 (FW: 5’- CAG GAG CGA
CCC AGA AAG TT -3’; RV: 5’- GTC ATA TAC CTC ACG TCG CAG T -3’) e do gene E7 (FW: 5’-
TCC AGC TGG ACA AGC AGA ACC GGA -3’; RV: 5’- GCA CAC AAT TCC TAG TGT GCC CAT -3°).

Os resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1%.
3.4.7. RT-qPCR

A técnica de RT-qPCR (Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) foi
realizada com o objetivo de analisar quantitativamente os niveis de transcritos por sendo uma
técnica mais sensivel. A mix para uma reacao foi preparada na seguinte ordem: 10 pL de
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, 1,2 yL primer FW, 1,2 pL primer RV, 6,6 pL de H,0
estéril e 1 pL de cDNA, resultando num volume de 20 pL por reacao. As misturas reacionais
foram colocadas num sistema de Real-Time CFX Connect™ (BioRad, Estados Unidos da
América), programado com a seguinte sequéncia de incubacdes: 5 minutos a 95 °C, 30 ciclos

de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C e 1 minuto a 72 °C, e por Ultimo, 10 minutos a 72
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°C. Ao todo foram utilizados os trés pares de primers desenhados especificamente para o
transcrito do gene p53, do gene E6 e do gene E7 que foram usados em RT-PCR e um par de
primers adicional do transcrito do gene housekeeping Gapdh (FW: 5’- ATG GGG AAG GTG AAG
GTC G -3’; RV: 5’- GGG GTC ATT GAT GGC AAC AAT A -3’). A analise estatistica dos resultados

foi feita com o ensaio Ordinary one-way ANOVA no software GraphPad Prism (versao 6.01).
3.4.7.1. Eficiéncia de primers

Para estudar a eficiéncia dos primers de GAPFH, E6 e E7 foi utilizada uma linearidade de 1:1,
1:2, 1:20, 1:200, 1:2000, 1:20000 em que a amostra inicial correspondeu ao controlo de
células ndo transfetadas (figuras 22, 24 e 25). Para a eficiéncia dos primers de p53 foi
utilizada a mesma linearidade mas a amostra inicial correspondeu a uma amostra de células
24 h apods serem transfetadas com o vetor mcDNA-p53 (figura 23). As amostras foram corridas
no programa de real-time referido no ponto 3.4.7. e os resultados foram analisados na folha

de calculo Excel.

Para confirmar que a técnica foi realizada nas melhores condicdes, realizou-se a eficiéncia de
primers que confirmou que todos eles estavam nas melhores condicoes, tal como podemos

verificar pelos graficos representados nas figuras 22, 23, 24 e 25.
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Figura 22: Representacao grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene housekeeping Gapdh

com uma eficiéncia de 99,70%.
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Figura 23: Representacdo grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene p53 com uma
eficiéncia de 104,03%.
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Figura 24: Representacao grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene E6 com uma

eficiéncia de 96,42%.
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Figura 25: Representacdo grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene E7 com uma

eficiéncia de 98,32%.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao
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4.1. Producéo

Para melhor compreender o comportamento de cada um dos vetores no processo de
fermentacao foi feita uma curva de crescimento para cada um, como demonstrado na figura
26. De acordo com os resultados obtidos, € possivel verificar que os vetores apresentam um
crescimento muito semelhante entre si, sendo que, por volta das 7 horas de fermentacao
estao todos em condicdes de iniciar o processo de inducdo. Estes resultados também sugerem
que a diferenca de tamanhos dos vetores de PP estudados nao parece afetar
significativamente o processo de fermentacdo do sistema hospedeiro usado (E. coli
ZYCY10P3S2T).
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5
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Figura 26: Representacao grafica da curva de crescimento para cada um dos vetores.

4.2. Extracao

4.2.1. Extracao por Kit Qiagen

4.2.1.1. Kit de acordo com as instrucées do fabricante

A primeira abordagem realizada para extrair e purificar a amostra de mcDNA, passou pela
utilizacao de um kit comercial utilizado para purificar pDNA (Plasmid Purification DNA Kit,
QIAGEN), no sentido de avaliar se seria uma forma viavel de obter boas quantidades de
mcDNA livre de impurezas do hospedeiro e prosseguir para estudos de transfecao in vitro.
Este kit foi entdao testado para a obtencao de dois dos quatro vetores: o mcDNA-primiR-375

[4,5 kpb] e 0 mcDNA-conjugado [5,7 kpb] e os resultados estao apresentados na figura 27.
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Figura 27: Eletroforese proveniente da extracao com o kit de acordo com as instrucoes do fabricante. A
- mcDNA-conjugado; B - mcDNA-primiR-375; 1 - Lisado; 2 - Sobrenadante; 3 - Solucao lavagem I; 4 -
Solucao lavagem II; 5 - Solucdo eluicao; 6 - Amostra final.

Como se pode verificar pela figura 27, a aplicacao deste kit mostra uma ligeira perda de
mcDNA logo no passo de ligacao (coluna 2 da figura 27 A e B) e apresenta grandes perdas de
mcDNA no primeiro passo de lavagem (coluna 3 da figura 27 A e B), obtendo-se assim
concentracoes muito reduzidas no fim de todo o processo (mcDNA-conjugado = 12 pg de
mcDNA; mcDNA-primiR-375 = 4,5 pug de mcDNA). Possivelmente, as condicdes de forca ionica
do tampao de lavagem (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% isopropanol, pH 7,0) nao sao adequadas
para manter o mcDNA ligado a matriz de carga positiva e limpar somente as impurezas da
amostra, resultando assim numa eluicao praticamente total de todos os acidos nucleicos

presentes na amostra de lisado.
4.2.1.2. Kit adaptado

Uma vez que seguindo as instrucdes do fabricante se obtiveram concentracdes de mcDNA
muito baixas devido a perdas no processo de ligacdo e lavagem, procedeu-se a otimizacao de
alguns dos tampdes de forma a tentar obter melhores rendimentos de recuperacao de mcDNA.
Assim, reduziu-se a concentracdo do sal cloreto de sddio na solucédo de equilibrio das colunas
e na solucao de lavagem de forma a permitir uma maior interacao do mcDNA com a coluna e
aumentou-se a concentracao deste mesmo sal na solucao de eluicao de forma a promover
mais facilmente a eluicdo das moléculas de interesse. Os resultados obtidos estado

representados na figura 28.

—» DNA genémico
— PP
— mcDNA
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Figura 28: Eletroforese proveniente da extracao com o kit adaptado. A - Vetor Conjugado = 72,5 pg de
mcDNA; B - Vetor primiR-375 = 58 ug de mcDNA; 1 - Lisado; 2 - Sobrenadante; 3 - Solucao lavagem I; 4 -

Solucao lavagem II; 5 - Solucao eluicao; 6 - Amostra final.

Os resultados mostram que ja ndo ocorre perda do mcDNA nos passos de ligacao e lavagem,
obtendo-se assim concentracdes mais elevadas no fim de todo o processo, no entanto também
se verificou que a amostra final de mcDNA contém uma contaminacao consideravel de PP e
algum DNA genomico (gDNA). Tendo em conta que o principal objetivo deste trabalho é
avaliar a eficiéncia de transfecdo celular de vetores de mcDNA mono e multigénicos, surge a
necessidade de procurar uma forma de purificar as amostras de mcDNA. Além disso, a
aplicacdo de enzimas de origem animal na preparacdo de biofarmacos nao é recomendada
pelas agéncias reguladoras devido a possibilidade de induzir efeitos adversos no paciente [71]
Assim, foi explorada uma estratégia alternativa consistindo na extracdo modificada para a
obtencao de lisado clarificado de mcDNA seguida de purificacdo por cromatografia de
exclusao molecular para perceber se efetivamente se conseguiam obter boas concentracdes

de mcDNA puro.
4.2.2. Extracao Modificada de Amostra Complexa

Esta estratégia de extracdo tem por objetivo lisar as células hospedeiras e aplicar um
processo de pré-tratamento a amostra de lisado para posteriormente realizar uma purificacao
por cromatografia de exclusdao molecular. Além desta estratégia nao conter solucbes com
RNases, consiste na aplicacdo de elementos que ajudam a pré-clarificar a amostra,
nomeadamente a precipitacdo de acidos nucleicos com isopropanol vai permitir concentrar a
amostra e a precipitacdo de RNA de elevado peso molecular e proteinas com sulfato de
amonio vai ajudar a obter uma amostra clarificada [72]. Na figura 29 esta representada a
eletroforese das amostras de lisado obtidas dos vetores de mcDNA-primiR-375, mcDNA-p53 e
mcDNA-conjugado. Estes resultados mostram que apesar de ter havido uma reducao
significativa do contelido de RNA e a banda de mcDNA ser mais intensa que as de plasmideo
parental e DNA genomico, ainda se encontra muito contaminada por estas moléculas, o que

reforca a necessidade de proceder para a uma purificacao.
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Figura 29: Eletroforese de amostras de mcDNA-primiR-375, mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado obtidas com
a extracao modificada. 1 - [mcDNA-primiR-375] = 234 pg/mL; 2 - [mcDNA-p53] = 230 pg/mL; 3 - [mcDNA-
primiR-375+p53] = 203 pg/mL.

4.3. Purificacao

4.3.1. Cromatografia de Filtracao em Gel

As amostras obtidas na etapa de extracao modificada, foram injetadas numa coluna de
Sephacryl S-1000 SF de 60 cm ou 90 cm, para a realizacao da cromatografia de filtracao em
gel ou de exclusao molecular. Esta estratégia de purificacdo baseia-se na separacdo das
moléculas com base nos pesos moleculares, ou seja, sdao primeiro eluidas as moléculas de
maior peso molecular e por fim as de menor peso molecular que vao sendo retardadas nos
poros das esferas de sefarose [58]. Assim, espera-se que a ordem de eluicao seja primeiro o

gDNA, seguido de PP, posteriormente o mcDNA e por fim o RNA.

Neste trabalho, para a correta separacdao das moléculas de mcDNA e respetivo PP foi usada
uma matriz de Sephacryl S-1000 SF com um intervalo de fracionamento de 5x10° a 102 pesos
moleculares a um fluxo de 0,3 mL/min previamente otimizado por A.M. Almeida e co-autores
para a separacao de mcDNA e PP [63]. Assim, essa matriz sera explorada no presente trabalho
para a separacao de diferentes pares de mcDNA e PP contendo diferentes genes que fazem

variar o tamanho final destas moléculas.
4.3.1.1. Coluna de 60 cm

Inicialmente foi preparada uma coluna de Sephacryl S-1000 SF de 60 cm de altura para se
explorar a sua eficiéncia e as condicdes mais adequadas para a separacao dos acidos nucleicos

de diferentes tamanhos presentes no lisado de mcDNA-primiR-375 [4,5 Kpb].
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Sabe-se que em SEC, a taxa de fluxo € inversamente proporcional a resolucao dos picos. Este
fendmeno deve-se ao facto de que, em elevadas taxas de fluxo, as moléculas tendem a
perder a capacidade de difusao dentro e fora dos poros da matriz. Assim, aplicando um fluxo
de 0,3 mL/min A.M. Almeida e co-autores demonstraram que o mcDNA é quase totalmente
isolado com um volume de amostra de 2 mL determinando os niveis de recuperacao (66% +
4,37%) e pureza (98,35% + 1,56%) do mcDNA em comparacao com outros contaminantes (PP e
mP) [61]. Assim, estas foram as condicOes utilizadas para a realizacao dos primeiros ensaios

deste trabalho.

Apos a saida do tampao correspondente ao volume morto da coluna, foram recolhidas fracoes
de 3 mL ao longo do ensaio, para serem posteriormente concentradas e analisadas por
eletroforese de agarose. Como se pode verificar na figura 31, fez-se uma recolha de varias
fracoes antes e depois do pico de mcDNA para se verificar quais as fracdes mais adequadas a
recolher de forma a obter uma boa quantidade/massa de mcDNA evitando contaminacao com

outros acidos nucleicos.

Primeiramente, neste tipo de cromatograma, e tomando o exemplo da figura 30, eluiram as
moléculas de maior tamanho, neste caso o gDNA e o PP que nao foi corretamente induzido em
mcDNA, correspondente as fracdes 2 a 7 da eletroforese da figura 31. De seguida eluiu a
molécula de interesse, o mcDNA, pois possui um tamanho intermédio entre o PP e o0 RNA, o
que corresponde as fracoes 8 a 15 da eletroforese que serdo as fracoes de interesse uma vez
que se encontram pouco ou nada contaminadas por PP ou RNA. Por fim, elui o RNA, que é a
molécula mais pequena que vai sendo retardada nos poros da matriz cromatografica, saindo

por ultimo, correspondendo as fracdes 16 a 20 da eletroforese.

UV260 (mAU)

UV260 (mAU)

8 [ 910111213 [14] 15

mL

Figura 30: Cromatograma do vetor mcDNA-primiR-375 na coluna de 60cm.
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Figura 31: Eletroforese em gel de agarose correspondente ao pico do vetor de mcDNA-primiR-375.

Como o mMcDNA-primiR-375 é um vetor de pequeno tamanho [4,5 Kpb] é possivel uma
separacao mais facilitada das bandas de PP e mcDNA podendo assim recuperar maior nimero
de fracoes contendo maioritariamente mcDNA com uma percentagem residual de PP. Desta
forma, foram escolhidas as fracées 8 a 15 onde se obteve uma massa de 100,8 pg

maioritariamente de mcDNA-primiR-375.

Como o uso desta coluna resultou muito bem para o vetor mcDNA-primiR-375, replicou-se o

ensaio para os vetores mcDNA-p53 (figura 32) e mcDNA-conjugado (figura 34).

Como o vetor mcDNA-p53 [5 Kpb] é ligeiramente maior que o mcDNA-primiR-375, o processo
de purificacdo ndo sera tao eficaz pois no caso do mcDNA-p53 o seu tamanho maior pode
aproximar a sua eluicao da eluicao do PP, isto pode ser comprovado ao comparar as
eletroforeses de ambos os vetores, repara-se que na eletroforese do vetor mcDNA-primiR-375
(figura 31) consegue-se recuperar muito mais fracbes com mcDNA puro do que no vetor
mcDNA-p53 (figura 33) em que se vé que nas primeiras fracdes ha imenso mcDNA
contaminado com PP e devido a isso recuperam-se poucas fracées de mcDNA puro. Isto
também pode ser verificado ao analisar a os picos de interesse de ambos os vetores, no caso
do vetor mcDNA-primiR-375 tem uma absorvancia superior a 150 mAU ao contrario do vetor

p53 cujo pico de mcDNA tem absorvancia inferior a 90 mAU.

Efetivamente, estas indicacdes sao confirmadas pela quantificacdo da massa de mcDNA
recuperada, neste caso, com a coluna de 60 cm obteve-se uma massa de 36,9 ug de mcDNA
puro. Estes resultados indicam que o tamanho superior do mcDNA-p53 em relacao ao mcDNA-
primiR-375 vai afetar a eficiéncia de separacao deste tipo de molécula em relagcdo ao seu
precursor PP, acabando por co-eluir uma parte consideravel de mcDNA que depois nao vai ser

recolhida devido a presenca de PP.
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Figura 33: Eletroforese em gel de agarose correspondente ao pico do vetor de mcDNA-p53.

0 caso do vetor mcDNA-conjugado [5,7 Kpb] é semelhante ao do vetor mcDNA-p53, obtendo-
se uma massa de mcDNA puro de 36,6 ug no final de todo o processo, nao havendo uma
correta separacao entre o PP e o mcDNA (figura 35). Verificando que o mcDNA se esta a
perder nos primeiros passos, havendo alguma falta de resolucao nestas condicoes
cromatograficas (coluna de 60 cm). Sabendo que o tamanho da coluna € um dos parametros
que influencia a separacao decidiu-se experimentar separar os vetores mcDNA-p53 e mcDNA-

conjugado com uma coluna de 90 cm [58].
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Figura 34: Cromatograma do vetor mcDNA-conjugado na coluna de 60cm.
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Figura 35: Eletroforese em gel de agarose de todas as fracdes recolhidas da cromatografia de exclusao
molecular do vetor mcDNA-conjugado na coluna de 60cm. As fraces correspondentes ao pico de mcDNA

estdo destacadas dentro do retangulo.

4.3.1.2. Coluna de 90 cm

Em estudos anteriores foi comprovado que o tamanho da coluna é um dos parametros que
influencia o desempenho da SEC, uma vez que as moléculas tém um maior caminho a
percorrer o que permite as moléculas pequenas e médias estabelecerem mais interacées com
a coluna saindo mais desfasadas umas das outras [63]. Assim, uma vez que para os vetores
mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado nao se obteve uma massa significante de mcDNA puro apods a
separacao com a coluna de 60 cm, testou-se na coluna de 90 cm, usando o mesmo caudal de

0,3 mL/min e o mesmo os mesmos 2 mL de volume de amostra (figuras 36 e 37).
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Figura 36: Cromatograma do vetor mcDNA-conjugado na coluna de 90cm.
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Figura 37: Eletroforese em gel de agarose de todas as fracdes recolhidas da cromatografia de exclusao
molecular do vetor mcDNA-conjugado na coluna de 90cm. As fracoes correspondentes ao pico de mcDNA

estao destacadas dentro do retangulo.

Comparando a eletroforese da figura 37 com a da figura 35 verifica-se que desta vez foram
recuperadas mais do dobro das fracdes de mcDNA do que na coluna de 60 cm. As fracdes de
mcDNA recolhidas do pico do vetor mcDNA-conjugado sem contaminacao com PP corresponde
uma massa de 73,0 pg, que é superior a massa total de 36,6 pg obtida com a coluna de 60 cm.
Além do que, pelo cromatograma apresentado na figura 32 nota-se que o pico de mcDNA
apresenta maior absorvancia do que na coluna de 60 cm o que esta de acordo com a diferenca

de concentracao de mcDNA obtida no final da recolha.

Em suma, pelos cromatogramas e respetivas eletroforeses apresentados acima pode-se
verificar que, na coluna de 60 cm para os vetores de maior tamanho (mcDNA-conjugado [5,7
Kpb] e mcDNA-p53 [5 Kpb]), as amostras correspondentes ao pico de interesse ainda
continham uma certa contaminacao por vetor parental, experimentando-se para este caso

uma coluna maior de 90 cm (exemplificado para o vetor mcDNA-conjugado). Enquanto que
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para os outros vetores de menor tamanho (mcDNA-primiR-375 [4,5 Kpb] e mcDNA-vazio [3,8
kpb]) ja se obtiveram resultados com boas concentracées de mcDNA puro na coluna de 60 cm
(exemplificado para o mcDNA-primiR-375). Tendo em conta tudo o que ja foi referenciado
anteriormente em relacdo aos parametros a utilizar na SEC para se obter uma otima
separacao da amostra e analisando os resultados obtidos percebe-se que o tamanho da coluna
€ de facto um parametro determinante para a boa separacao dos vetores de maior tamanho

mantendo o mesmo volume de amostra injetado e o mesmo caudal [63].

4.4, Estudos in vitro

4.4.1. Ensaios de Viabilidade Celular

Para avaliar se os vetores de mcDNA purificados pelo processo anteriormente descrito
induzem alguma citotoxicidade, foram realizados estudos de viabilidade celular em células

cancerigenas (CasKi) e ndo cancerigenas (FibH) as 24, 36, 48 e 72 h (figura 38).
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Figura 38: Percentagens de viabilidade celular em FibH (A) e em células CaSki (B), apos transfeccoes
com os vetores durante 24, 36, 48 e 72 horas. Os ensaios foram realizados com um n = 3 e a analise
estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA. Encontram-se representadas as significancias
estatisticas (** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001; SS - sem significancia).

Como podemos verificar pela figura 38, o ensaio com FibH (A) indica-nos viabilidades acima
dos 80% e os resultados nao apresentaram significancia estatistica quando comparados com o
controlo negativo, pelo que podemos afirmar que os nossos vetores nao estdo a induzir

toxicidade celular. No ensaio com células cancerigenas CaSki (B) podemos verificar que:
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as células transfetadas com o vetor vazio parecem diminuir ligeiramente a viabilidade
ao longo do tempo em relacao ao controlo negativo. Contudo pelo ensaio somente com
o reagente de transfecdo (torpedo) verificou-se exatamente a mesma influéncia
sugerindo assim que o vetor de mcDNA vazio nao tem qualquer acao citotoxica para as

células cancerigenas ou nao cancerigenas;

o vetor mcDNA-p53 e o vetor mcDNA-conjugado comecam a diminuir a viabilidade a
partir das 24 h e o vetor mcDNA-primiR-375 a partir das 48 h, sendo que, a longo prazo
(72 h), o mcDNA-conjugado € o que apresenta uma maior reducdao da viabilidade
celular. Como este efeito nao se verifica em células ndo cancerigenas e, tendo em
conta a acdo esperada destes vetores, pode ser devido ao efeito terapéutico

pretendido com o inicio da atividade dos vetores.

4.4.2. Ensaios de Proliferacao Celular

Como ensaio complementar para corroborar o que se observou da viabilidade celular foi

realizado um ensaio de proliferacao com os diferentes vetores e para as mesmas horas mas

somente com células cancerigenas (figura 39) uma vez que ja se confirmou que os vetores nao

afetam a viabilidade celular de células nao cancerigenas.
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Figura 39: Ensaio de proliferacao com células CaSki transfetadas com os vetores durante 24, 36, 48 e 72

horas,

em comparacao com células ndo-transfetadas (controlo). Os ensaios foram realizados com um n =

3 e a andlise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA. A significancia estatistica foi

realizada com a comparacao dos diferentes vetores em relacao ao controlo e os resultados apresentam

uma significancia as 72H de P < 0,0001 (****) para os vetores terapéuticos em relacao ao controlo.
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Pela figura acima podemos verificar que o comportamento dos vetores é semelhante ao
observado no ensaio de citotoxicidade, ou seja, uma reducao na proliferacao das células
transfetadas em relacao ao controlo de células nao transfetadas. No entanto, o vetor mcDNA-
vazio apresenta menor proliferacdo em relacao ao controlo, o que pode ser devido ao
stress/toxicidade provocado nas células pela transfecdo com o reagente Torpedo comprovada
no ensaio anterior. E importante realcar que este ensaio esta sujeito a muito erro associado a
manipulacao pelo investigador, pelo que os resultados devem ser comprovados por outros

estudos.

Para se perceber melhor este efeito dos genes terapéuticos contidos em cada vetor de mcDNA
foram realizados estudos transfecao para posteriormente extrair os transcritos de p53, E6 e
E7 e avaliar por RT-PCR e RT-gPCR.

4.4.3. RT-PCR e RT-gPCR

Para perceber se as células CaSki eram de facto o modelo de células cancerigenas do colo do
Utero ideal para realizar as experiéncias deste trabalho, foi realizado um RT-PCR para
comparar o nivel de transcritos da oncoproteina E6 do PHV em células HelLa, CaSki e SiHa

infetadas por HPV nao transfetadas, tal como demonstrado pela figura 40.

Figura 40: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR das comparacées do nivel de
transcritos de E6 entre as células HelLa (H), CaSki (C) e SiHa (S).

As células Caski, derivadas do cancro cervical metastizadas no mesentério do intestino
delgado [73], foram selecionadas como o modelo de células cancerigenas para este estudo
devido ao seu elevado nivel de copias de genoma do HPV16 integrado (60-600) em
comparacao com outros dois modelos celulares de cancro cervical infetados com HPV, as HelLa
(provenientes de adenocarcinoma cervical infetado com HPV18, contendo 10-50 codpias) e as
SiHa (provenientes de carcinoma cervical infetado com HPV16, contendo 1-2 copias) [74]. Tal
como podemos comprovar na figura 40, as células CaSki apresentam maiores quantidades dos

transcritos de E6 em relacao aos outros dois modelos.
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Pelo resultado anterior confirmou-se que as células CaSki apresentam um nivel muito elevado
dos transcritos das oncoproteinas do HPV, o que sugere serem as células indicadas para
avaliar a influéncia dos vetores terapéuticos no silenciamento destes transcritos. Desta forma
foram realizadas experiéncias de transfecdo com os vetores mcDNA-p53, mcDNA-primiR-375 e
mcDNA-conjugado as 24 horas de transfecao em células CasKi. A primeira destas experiéncias
serviu para detecao dos niveis dos transcritos de E6 e E7, em células cancerigenas do colo do
Utero ndo transfetadas e transfetadas com mcDNA-primiR-375, mcDNA-p53 e mcDNA-

conjugado (figura 41).

(-) () CT CT pri pri p53 p53 con con

() (-) €T CIL .pri pri p53 p53 can.con

Figura 41: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR da comparacdo dos niveis de
transcritos de E6 e E7 entre células nao transfetadas (CT) e células 24 h apos transfecdo em células

CaSki com os vetores mcDNA-primiR-375, mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado.

Analisando a figura 41 verificamos que os vetores que melhor atuam para conseguir a
diminuicdo dos transcritos de E6 e E7 apos 24 h de transfecdao sao o mcDNA-primiR-375 e o
mcDNA-conjugado. No entanto, através da técnica de RT-PCR nao conseguimos determinar
muito bem o grau de intensidade das bandas pelo que é necessario um método mais rigoroso
que nos confirme quantitativamente aquilo que queremos observar. Para isto procedemos a
técnica de RT-qPCR (figuras 42 e 43).
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Figura 42: PCR quantitativo (RT-qPCR) da expressao média dos transcritos de E6 com cada um dos

vetores em relacao ao controlo.
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Figura 43: PCR quantitativo (RT-qPCR) da expressao média dos transcritos de E6 com cada um dos

vetores em relacao ao controlo.

Pelas figuras 42 e 43 podemos verificar uma diminuicao de expressao dos transcritos E6 e E7
respetivamente das células transfetadas as 24 h com cada um dos vetores em relacdo ao
controlo de células nao transfetadas (CT), o que ja era esperado, uma vez que o miR-375 ja
foi reportado como redutor dos niveis de E6 e E7 [47] e vai de encontro aos estudos de
viabilidade e proliferacao celular nos quais se nota o possivel efeito terapéutico dos vetores,
agora mais acentuado. O mcDNA-conjugado tem um comportamento semelhante ao mcDNA-
primiR-375 na reducdao dos transcritos de E6 e E7 embora nao seja tao acentuado
provavelmente porque no mcDNA-conjugado o gene primiR-375 foi clonado num segundo
promotor que pode ter uma atividade de expressao do gene alvo diferente do primeiro
promotor, tal como podemos verificar pela figura 44. Quanto a diminuicdo nos niveis de
transcritos de E6 e E7 com o vetor mcDNA-p53 este comportamento é um tanto curioso e ndo

se percebe muito bem o porqué, sendo necessaria a realizacao de estudos adicionais.
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Figura 44: Representacao esquematica da inducao do vetor parental no vetor de mcDNA-conjugado com

o lugar dos genes e respetivos promotores.

Posteriormente, foram avaliados os transcritos de p53 também por RT-PCR e ao contrario do
que acontece com os transcritos de E6 e E7, pretende-se aumentar os niveis de p53 através
do efeito dos nossos vetores terapéuticos para que haja uma sobre expressao de p53 e dai se

possa desencadear a apoptose celular (figura 45).
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Figura 45: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR da comparacdo dos niveis de
transcritos de p53 entre células nao transfetadas (CT) e células 24H apods transfecao em células CaSki

com os vetores mcDNA-primiR-375, mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado.
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As células transfetadas com mcDNA-pri-miR-375 nao parecem ter alterado o nivel dos
transcritos de p53 em relacdo as células ndo transfetadas, isto porque, o vetor mcDNA-
primiR-375 tera um efeito terapéutico no sentido de inibir a expressao da oncoproteina E6
que por sua vez deixa de marcar a proteina p53 para degradacdo, no entanto ele nao tera
efeito ao nivel dos transcritos mas sim em relacdo a proteina produzida, portanto, como nao
interfere diretamente com os transcritos de p53, € normal que nao se note diferenca nos seus
niveis em relacdo as células ndo transfetadas, no entanto seria interessante futuramente
realizar a confirmacao do efeito na expressdao proteica. Quanto as células transfetadas com
mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado apresentam uma banda mais intensa de transcritos de p53,
provavelmente devido a expressao do gene p53 induzida por ambos os vetores. No entanto,
para melhor comprovar o que se vé pela eletroforese da figura 45 foi realizado um RT-qPCR

representado abaixo pela figura 46.

p53
5009, * % K % 1
I 1
1 * % k% 1
400" ;
o 1 * % % % 1
S | | '
% 4
o I 1
£ 300+
o
ug
wv
w
v 200 -
5 B cT
bl
W Bl mcDNA-primiR375
L SS ' Bl mcbNA-p53
I 1
[ | mcDNA-conjugado

Figura 46: PCR quantitativo (RT-gPCR) da expressao média dos transcritos de p53 com cada um dos

vetores em relacao ao controlo.

Esta técnica veio confirmar o que foi verificado através da técnica de RT-PCR e para o p53
isto significou um aumento evidente com os vetores mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado, o que,

como esperado, ja nao aconteceu para o vetor mcDNA-primiR-375.

Neste trabalho pretendeu-se suplementar os niveis de p53 induzindo a expressao desta
proteina com vetores de mcDNA que codificam o gene de p53. Ja tinha sido também
demonstrado por Cho e co-autores que uma regulacdo de modo a diminuir os niveis de E6
poderia levar também a uma estabilizacdo da p53 [74]. Em outros estudos ja tinha sido
reportada a repressao de E6 e E7 com varios tipos de RNA que resultou indiretamente na
recuperacao dos niveis de p53, induzindo assim a apoptose de células CaSki [75]-[77], sendo
também observada a supressao do crescimento das CaSki com o uso de veneno de abelha,
existindo uma diminuicao nos niveis de mRNA de HPV16 E6 e E7 e também das proteinas apds

24 h de introducao do veneno nas células [78].
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Estes resultados, em concordancia com os estudos de proliferacao e citotoxicidade, sugerem
gue os nossos vetores, nao sendo toxicos para as células, reduzem a proliferacao das células
CaSki possivelmente pela apoptose induzida pelo vetor mcDNA-p53 e mcDNA-conjugado e pela
inibicao de E6 e E7 exercida pelos vetores mcDNA-primiR-375 e mcDNA-conjugado que, neste

caso vao deixar de inibir a pRB que por sua vez passa a controlar o ciclo celular na fase S [47].

72



Avaliacdo da Acdo de um Vetor Multigénico de DNA Minicircular em Células Cancerigenas do Colo do Utero

Capitulo 5 - Conclusdes e Perspetivas

Futuras
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As infecoes pelo virus do HPV e os casos de cancro do colo do Utero associados a estas
infecées tém vindo a aumentar com o passar dos anos e é necessario adotar as estratégias
necessarias para tentar reverter as situacdes em que a infecao ja esta numa fase avancada. A
terapia génica tem ganho importancia na comunidade cientifica por existirem cada vez mais
estudos a comprovar a sua eficacia. Este tipo de terapia aliada ao inovador vetor de DNA

minicircular para a entrega de genes alvo surge assim como uma combinacao promissora.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar a producao e purificacdo de quatro
vetores de mcDNA, trés dos quais com possiveis genes terapéuticos para serem testados e

avaliados em células cancerigenas do colo do Utero.

Neste trabalho foi explorada e otimizada a purificacao de mcDNAs de diferentes tamanhos
moleculares. Verificou-se que para os vetores de maior tamanho em que o processo de
inducdo por si s6 ndao tem um elevado rendimento, é necessaria uma extracdo modificada
prévia para reduzir os contaminantes da amostra de lisado e posteriormente o uso de uma
coluna cromatografica, ajustando as condicoes e eluicdo e altura da coluna de forma a
permitir a separacdao dos pares PP e respetivo mcDNA por cromatografia de exclusao

molecular.

Por fim, os vetores foram testados nas células cancerigenas do colo do (tero (CasKi) para
avaliar a alteragao dos niveis dos transcritos, aumento de p53 e diminuicao de E6 e E7, numa
fase inicial por RT-PCR e posteriormente por RT-gPCR para avaliar quantitativamente os
niveis de expressdo dos transcritos o que veio reforcar um possivel efeito terapéutico dos
vetores. Verificou-se que o vetor mcDNA-conjugado induz um efeito semelhante ao do vetor
mcDNA-p53, mas nao tao acentuado em relacao ao vetor mcDNA-primiR-375 talvez pelo facto
de se encontrar num promotor diferente, contudo a sua eficacia é realgcada quando aliamos
estes estudos aos de citotoxicidade e proliferacao onde se verificou que o vetor mcDNA-

conjugado apresenta um efeito ligeiramente mais evidente do que o dos vetores isolados.

Em jeito de conclusao, através deste trabalho foi verificado que o DNA minicircular é de facto
uma forma inovadora de terapia génica, podendo estar ainda sujeito a alguma otimizacao a
nivel da sua producdo e purificacdo para obter rendimentos maiores. Todos os vetores
terapéuticos aqui analisados induziram de facto efeito nas células cancerigenas CaSki e o
vetor mcDNA-conjugado mostrou ser uma boa alternativa a longo prazo aos vetores isolados,
sujeito a estudos com maior nimero de n’s. Todavia, sera necessaria adicionalmente a
confirmacao por Western Blot de que as diferencas observadas nos transcritos de E6, E7 e p53
se mantém no nivel de expressdao das respetivas proteinas. Futuramente seria interessante
realizar ensaios de apoptose para perceber melhor os efeitos do vetor mcDNA-p53 e do

mcDNA-conjugado na inducao da morte celular.
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Introduction N

Human papillomaviruses (HPVs) are double-stranded DNA viruses strongly associated with cervical cancer [1]. Most common high-risk types HPV16/18 encode E6 and
E7 oncoproteins, which are responsible for p53 and pRB tumor suppressor proteins degradation and inactivation, respectively [2].

Gene therapy has shown great potential for the treatment of various genetic diseases, and could be exploited for the potential treatment of cervical cancer using
innovative minicircular DNA vectors (mcDNA), which are small non-viral gene expression vectors, to re-establish p53 and pRB levels.

Also, microRNAs (miRs) have been identified as important regulators in tumorigenesis. For instance, miR-375 has demonstrated the ability to silence HPVE6/E7
oncoproteins [3].

Thus, the present work aims the production and purification of three mcDNA vectors, encoding p53, pri-miR-375 or combining both p53+pri-miR-375 genes, to
evaluate the biological effect by cervical cancer cells transfection.

Materials and Methods
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Figure 2: Call viability percentages in FIbH (4) and Caski
(B) cells after 24, 36, 48 and 72 h of transfection with
each vector. Proliferation assay (€) of Caski cels after 24,
36, 48 and 72 h of transfection with each vector
compared to nan-transfected cells (control), Assays were
performed 2t n = 3 and statistical analysis was performed
with the two-way ANOVA test, Statistical significance is
shown (4 P <0.01; #4* P <0.001; **+% P 20.0001; 55 - no
significance).
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Figure 1: A, Agarose gel electraphoresis of RT-PCR products from E6 transcript level comparisons between
Hela {H), CaSki (C) and SiHa [5) cells. B. Quantitative PCR of mean expression of pS3 transcripts with each
vector relative to cantrol. C. Quantitative PCR of mean expression of EG transcripts with each vector relative
te control, D, Quantitative PCR of mean expression of E7 transcripts with each vector relative to control. a
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Conclusions

= APCR was made to compare Hela, CaSki and SiHa cervical cancer cell lines, being observed that CaSki presents more E6 transcripts.
= Invitro studies showed a p53 increase coupled with E6 and E7 decrease in transcript levels, after 24 h of transfection with therapeutic vectors.

= Additional cytotoxicity and proliferation assays revealed no toxicity of our vectors towards Fibroblasts and a viability reduction in CaSki cells, more pronounced with
P53 and p53+pri-miR-375 vectors, suggesting a potential therapeutic effect on the contral of cervical cancer cell growth.
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