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RESUMO 

 

Durante os processos de rejeição de alo e xenotransplantes, células endoteliais (CE) 

transformam-se e passam a apresentar características fenotípicas pro-inflamatórias e pró-

trombóticas. Alguns membros da família de genes Bcl-2 (bcl-2, bcl-xL e A1) exercem uma 

dupla função protetora em CE, ou seja, proteção contra apoptose e inflamação. Essa 

última função está diretamente ligada à inibição do fator de transcrição NF-κB, que é 

fundamental para a indução dos principais genes pró-inflamatórios na CE: E-seletina, 

VCAM-1, IL-8, MCP-1, fator tecidual e PAI-1. Diferentemente de bcl-2 e Bcl-xL, o gene A1 

não expressa-se constitutivamente em CE, mas de forma induzida por mediadores pró-

inflamatórios tais como LPS ou TNF. O gene A1 codifica 3 domínios homólogos ao bcl-2 

(denominados BH1, BH2 e BH4) e não apresenta o domínio pró-apoptótico BH3. Membros 

da família de onco-proteínas Bcl-2 apresentam ainda um domínio carboxi-terminal 

transmembrana (TM), responsável pelo ancoramento das mesmas à membrana 

mitocondrial. Estudos prévios demonstraram que a função inibitória do fator NF-κB pelo 

gene bcl-2 relaciona-se ao domínio BH4 enquanto o papel do domínio TM com relação às 

funções protetoras exercidas por membros da família Bcl-2 em CE ainda não foi 

completamente estabelecido. Os objetivos principais deste estudo foram o de avaliar as 

funções protetoras (anti-apoptótica e anti-inflamatória) do gene A1 transferido para CE; 

mapear as mesmas funções, correlacionando-as aos domínios BH4 e TM. A confirmação 

das funções protetoras do gene A1 transferido para CE poderá abrir perspectivas para sua 

utilização futura na terapia genética de patologias onde a apoptose e inflamação de CE 

sejam observadas. Utilizando-se a técnica de amplificação por polimerase em cadeia (PCR) 

com overlap extension (OLE-PCR), deletamos o domínio BH4 do gene A1 proveniente de 
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cDNA marcado com hemagutinina (HA), usando “primers” específicos. Também por PCR, 

deletamos o domínio TM de A1. Após confirmação, por sequenciamento genético 

automatizado, das mutações dirigidas e amplificação por PCR, os produtos (A1∆BH4 ou 

A1TM) foram inseridos em plasmídeos de expressão (pAC), sob controle de um promotor 

CMV. Da mesma forma, construimos um plasmídeo expressando uma sequência repetida 

(4X) do domínio BH4 de A1 (polyA1BH4). Células aórticas bovinas (BAEC) em cultura 

foram co-transfectadas pela técnica de lipossomas não catiônicos, permitindo a 

transferência do gene A1 wild type ou de seus mutantes (A1∆BH4 ou polyBH4), além dos 

genes repórteres luciferase-NF-κB e β-galactosidase. A expressão proteica foi confirmada 

por immunoblotting, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-HA. A deleção do domínio 

BH4 anulou ambas funções anti-inflamatória e anti-apoptótica do gene A1 em CE. A 

expressão da proteína A1 desprovida do domínio BH4 (A1∆BH4) foi incapaz de inibir a 

indução do reporter NF-κB por TNF, e não exerceu proteção das CE contra apoptose 

induzida por TNF-cicloheximida. A deleçnao do domínio TM não afetou as funções 

protetoras de A1 nas CE estudadas. Entretanto, a expressão da proteína polyA1BH4 em 

BAEC reproduziu completamente a função anti-inflamatória da proteína A1 wild-type. 

Finalmente, construimos um adenovírus recombinante codificando o gene A1 desprovido 

de domínio transmembrana (rAd.A1∆TM). O sucesso na transferência genética de A1, 

mediada por adenovírus, para das CE porcinas (PAEC) foi confirmado, através de 

immunoblotting e por imuno-histoquímica,, pela expressão da proteína transgênica A1 em 

aproximadamente 100% de células infectadas. Esses resultados demonstram que a 

transferência do gene A1 para CE é possível através da utilização de vetores virais e não-

virais. Nosso estudo demonstra ainda que o domínio BH4, capaz de interagir em outros 

genes da família Bcl-2 com moléculas de sinalização como Ras, Raf-kinase e calcineurina, 
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é necessário e suficiente para a função anti-inflamatória, e necessário para a função anti-

apoptótica, de A1, enquanto o domínio TM não é necessário para as mesmas funções em 

CE. A definição dos sítios de interação do domínio BH4 de A1 com outras moléculas de 

sinalização poderá revelar novos candidatos potenciais para o tratamento farmacológico 

ou genético de doenças onde o processo de ativação e apotose de CE estejam envolvidos, 

tais como a rejeição aguda ou crônica de alo e xenotransplantes. 
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SUMMARY 

 

Acquisition by endothelial cells (EC) of a pro-inflammatory phenotype as well as apoptosis 

are common features of allo and xenograft rejection. It has been shown that the Bcl family 

members bcl-2, bcl-xL and A1 mediate a dual cytoprotective function in EC i.e. protection 

from apoptosis and prevention of inflammation. This latter function relates to the inhibition 

of the transcription factor NF-κB that is required for the induction of most pro-

inflammatory genes in EC such as E-selectin, VCAM-1, IL-8, MCP-1, Tissue Factor and PAI-

1.  Unlike bcl-2 or bcl-xL, A1 is not constitutively expressed in EC but rather induced by 

pro-inflammatory mediators such as LPS or TNFα. The A1 gene encodes 3 Bcl homology 

domains - BH1, BH2 and BH4 - but is devoid of the pro-apoptotic BH3 domain. Previous 

studies have shown that, in bcl-2, most of NF-κB inhibitory function resides within the BH4 

domain. The aim of this study was to map the protective anti-apoptotic and anti-

inflammatory functions of A1 in EC, considering the possibility of its use in gene therapy. 

The BH4 domain of HA-tagged human A1cDNA was deleted by overlap-extension PCR 

using 2 pairs of selected primers and its sequence confirmed (A1∆BH4). The PCR product 

was further cloned into the pAC expression plasmid under the control of the CMV 

promoter. Similar strategy was used to construct a “BH4-only” plasmid (polyA1BH4) 

consisting of a repetitive sequence (4X) of the BH4 domain of A1. Bovine aortic endothelial 

cells (BAEC) were co-transfected, using cationic liposome-mediated gene transfer, with A1 

or A1 mutant expression plasmids (wild type A1, A1∆BH4 or polyBH4), a luciferase-NF-κB 

reporter and a β-galactosidase reporter. Protein expression was demonstrated by western 

blot using an anti-HA MoAb. Deletion of the BH4 domain abrogated both the inhibitory 

effect of A1 upon NF-κB activation and its anti-apoptotic function. Expression of A1∆BH4 
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in EC has neither inhibited LPS or TNF-mediated induction of the NF-κB reporter nor 

cyclohexamide/TNF-mediated apoptosis. Expression of polyA1BH4 fully reproduced the 

anti-inflammatory and anti-apoptotic effects of wild type A1. Finally, we have constructed 

a recombinant adenovirus coding for the A1 gene deleted from its transmembrane domain 

(rAd.A1∆TM). PAEC infected with rAd.A1∆TM have successfully expressed the A1 

transgene protein in approximately 100% of cells. Our results indicate that A1 gene 

transfer to EC is feasible and can be achieved using viral and non-viral vectors. Our study 

shows that the BH4 domain of A1, which has been shown in other bcl genes to interact 

with molecules involved in signaling, such as Ras, Raf-kinase and calcineurin, is necessary 

and sufficient for the anti-inflammatory function of A1 in EC. Defining the targets of the 

BH4 domain of A1 in EC may reveal new potential therapeutic candidates in diseases 

where EC activation and apoptosis are involved, such as allo and xenograft rejection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A CÉLULA ENDOTELIAL QUIESCENTE 

 

O endotélio vascular em seu estado de repouso caracteriza-se por apresentar um 

fenótipo com propriedades anti-inflamatórias e anti-coagulantes [COTRAN & POBER, 1989]. 

Estas propriedades estão diretamente ligadas à expressão constitutiva de genes tais como: 

heparano sulfato (HS), trombomodulina (TM), anexina V, ativador tecidual de 

plasminogênio (TPA), inibidor da via do fator tecidual (TFPI) e às recentemente descritas 

ATPDases da célula endotelial (CD 39) [COTRAN & POBER, 1990; SÉVIGNY et al., 1997; 

ROBSON et al., 1997]. Em conjunto, as moléculas citadas são responsáveis pelas principais 

funções anti-inflamatórias e anti-coagulantes que caracterizam o fenótipo da célula 

endotelial quiescente (Figura 1).   

Figura 1 – A célula endotelial quiescente.  

TM=trombomodulina, PC=proteína C, aPC=proteína C ativada, AT III=anti-trombina III, 

SOD=superóxido dismutase, PS=proteína S, HS=heparano sulfato.

células 
endoteliais 
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1.2. ATIVAÇÃO DA CÉLULA ENDOTELIAL  

 

As células endoteliais modificam significativamente seu fenótipo quando submetidas 

a estímulos pró-inflamatórios, tais como TNFα e LPS in vitro ou in vivo, reproduzindo as 

condições observadas em locais de inflamação aguda ou crônica [GIMBRONE, 1995; POBER 

et al., 1990; FERRAN et al., 1993; BLAKELY et al., 1994]. Esta mudança fenotípica, à qual 

nos referimos como processo de ativação da célula endotelial (CE), é caracterizada pela 

transcrição de um número significativo de genes pró-inflamatórios e pró-coagulantes, tais 

como moléculas de adesão, citocinas e fator tecidual, além da perda de expressão na 

superfície celular das moléculas anticoagulantes supra-citadas [CONWAY & ROSENBERG, 

1988; POBER & COTRAN, 1990, MANTOVANI et al., 1997], (Figura 2). 

 

 

Figura 2 – A célula endotelial ativada.  

TF=fator tecidual, PAF=fator de agregação plaquetária, PA=ativador de plasminogênio, 

PAI=inibidor do ativador do plasminogênio. 
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Curiosamente, embora os processos inflamatórios teciduais resultem em níveis 

elevados de espécies reativas de oxigênio (EROs) e ativação de proteases, as CE são 

habitualmente resistentes à morte celular induzida por estes fatores [WARD, 1991; 

POLUNOVSKY, 1994; WANG et al., 1996]. Diversos autores têm abordado este problema, 

na tentativa de compreensão dos mecanismos que conferem proteção às CE durante a 

inflamação. Baseados em dados obtidos em experimentos in vitro e in vivo, Bach e cols. 

propuseram, utilizando um modelo de xenotransplante discordante, que a resistência das 

CE estaria associada à expressão pelas mesmas de genes protetores contra a morte celular 

programada, tais como os genes A20, heme-oxigenase-1 (HO-1), manganês-superóxido-

dismutase (MnSOD) e dos genes anti-apoptóticos da família Bcl-2 [BACH, HANCOCK, 

FERRAN,  1997; SATO et al., 2001].  

Os mecanismos reguladores da expressão destes e de outros genes protetores nas 

CE ainda não foram completamente desvendados. De acordo com o nível atual de 

conhecimento, a resistência das CE à inflamação e à morte celular induzida por ativação 

não estaria explicada apenas pela expressão em níveis constitutivos de genes anti-

apoptóticos, tais como bcl-2 e bcl-xL [BOISE et al., 1993; REED, 1994; CHAO et al., 1995]. 

Estudos prévios demonstraram que o nível de expressão destes genes na CE em repouso é 

normalmente baixo ou indetectável, mesmo após a estímulação destas células com 

citocinas pró-inflamatórias (LU et al., 1993). A descoberta de genes anti-apoptóticos 

indutíveis, tais como o A1, membro da família Bcl-2 [LIN, 1993; KARSAN, YEE, HARLAN, 

1996], e da proteína A20 [OPIPARI, BOGUSKI, DIXIT, 1990; OPIPARI et al., 1992; COOPER 

et al., 1996], abriu novas perspectivas para a compreensão dos mecanismos moleculares 

responsáveis pela resistência de CE à morte celular programada. 
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1.3.  PAPEL DO FATOR DE TRANSCRIÇÃO NF-κκκκB NO PROCESSO DE 

ATIVAÇÃO DA CÉLULA ENDOTELIAL 

 

Em vasos saudáveis, CE compõem a primeira barreira aos processos 

inflamatórios, previnem o ingresso de proteínas e de células imunológicas no 

parênquima celular e mantêm a parede vascular com características anti-trombóticas, 

evitando a ativação inadvertida do sistema de coagulação [ROSENBERG & 

ROSENBERG, 1984; BOMBELI, MUELLER, HAEBERLI, 1997]. Entretanto, na presença 

de condições pró-inflamatórias, tais como podemos detectar nas lesões de isquemia-

reperfusão, sepse, vasculites, rejeição aguda e crônica de enxertos e rejeição 

retardada de xenotransplantes (DXR), ocorre a mudança fenotípica característica da 

ativação da CE. Nessas situações observa-se a perda da função de barreira celular 

pelas CE, levando à transudação de células inflamatórias e proteínas através dos vasos 

sanguíneos, resultando em edema, hemorragia e infiltração celular tecidual [ESMON, 

1987; TOLLEFSEN, PESTKA, MONAFO, 1983; ZIMMERMAN, PRESCOTT, McINTYRE, 

1992; JAFFE, 1994; BIANCHI et al. 1997].   

Conforme citado anteriormente, do processo denominado de ativação da CE 

resulta a expressão aumentada de moléculas de adesão, citocinas e quimiocinas, que 

em conjunto favorecem os mecanismos de adesão, rolamento e migração entre 

leucócitos circulantes e CE característicos da inflamação, além de modificarem o meio, 

que passa a favorecer a trombose intra-vascular. Estudos voltados para a função das 

CE na inflamação permitiram a identificação de um grande número de genes induzidos 

por fatores pró-inflamatórios, dentre os quais destacamos as moléculas de adesão (E-

seletina, VCAM-1, ICAM-1, P-seletina), as citocinas (IL-1, IL-6, e MCP-1), a quimiocina 

IL-8, moléculas pró-trombóticas, tais como o fator tecidual (FT) e o inibidor de 
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ativação do plasminogênio (PAI-1) [GERRITSEN & BLOOR, 1993; LEVIN & del ZOPPO, 

1994; EMEIS et al., 1997, OSTERUD, 1997].  

A regulação da expressão de novo dos genes supra-citados ocorre em nível de 

transcrição, de forma independente de síntese protéica. Nesse processo a participação 

de fatores de ativação pré-formados torna-se fundamental para a indução rápida dos 

genes pró-inflamatórios nas CE. A análise sequencial das regiões reguladoras dos 

genes induzidos durante o processo de ativação das CE revela que os genes supra-

citados compartilham de pelo menos um elemento, i.e., um sítio de ligação para o 

fator de transcrição NF-κB [LIOU & BALTIMORE, 1993]. Além disso, diferentes estudos 

demonstraram que o NF-κB é essencial para a transcrição dos principais genes 

associados ao processo de ativação da CE [READ et al., 1994; COLLINS et al., 1995; 

HAJRA et al., 2000]. 

 O NF-κB é um fator de ativação de transcrição associado à expressão gênica 

rápida. A forma ativa, que se liga ao DNA, é um hetero-dímero composto por 

membros da família NF-κB/Rel de fatores de transcrição, principalmente pelas sub-

unidades NFKB1 (p50) e a RelA (p65). Nas CE em repouso o NF-κB fica retido no 

citoplasma, associado à sua proteína inibidora IκBα  [BEG & BAL DWIN, 1993; 

THANOS & MANIATIS, 1995]. Diferentes estímulos pró-inflamatórios levam à 

fosforilação e posterior ubiquinização do IκBα citoplasmático, o que leva  à 

destruição desta molécula no proteassoma, resultando na liberação do dímero de 

NF-κB (p50/p65), que migra para o núcleo celular e inicia o processo de transcrição 

dos genes regulados por sítios de ligação -κB [PALOMBELLA et al., 1994; WANG & 

BALDWIN, 1998], (Figura 3). 
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 Figura 3 – Ativação da célula endotelial. Papel do fator de 

transcrição NF-κκκκB  

 

 Estudos prévios demonstraram que o fator de transcrição NF-κB é um dos 

principais reguladores do processo de ativação da CE. A ativação do NF-κB e a 

degradação do IκBα podem ser inibidas por anti-oxidantes, sugerindo um papel 

importante das EROs como mediadores de ativação do NF-κB [WARD, 1991]. 

Estudos utilizando pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) demonstraram sua capacidade 

de inibição da ativação de CE, via inibição da ativação do NF-κB [FERRAN et al., 

1995; LIU, YE, MALIK, 1999; AOKI et al., 2001]. No entanto, a ação pouco 

específica dos anti-oxidantes em geral permanece como principal fator limitante 

para sua utilização. Outras estratégias para inibição da ativação NF-κB em CE, tais 
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como a hiper-expressão do fator inibidor IκBα, têm sido tentadas sem grande êxito 

até o momento [WRIGHTON et al., 1996]. A principal dificuldade desta última 

abordagem foi a sensibilização das CE à apoptose mediada por TNF, o que 

evidenciou a necessidade de busca de novas estratégias na tentativa de inibição da 

ativação da CE. 

 
 

1.4. APOPTOSE E CÉLULA ENDOTELIAL 
 

 Apoptose, ou morte celular programada (MCP), é uma forma geneticamente 

controlada de resposta que permite às células cometerem auto-destruição após 

estímulos específicos. Inicialmente descrita por KERR e cols. em 1972, a partir de 

observações morfológicas de microscopia óptica, a apoptose foi posteriormente 

caracterizada bioquimicamente pela ativação de endonucleases específicas 

(caspases), que clivam o DNA de dupla hélice nuclear em sítios precisos de 

exposição entre nucleossomas [KROEMER et al., 1995; SUSIN et al., 1997]. A 

fragmentação do DNA pode ser facilmente confirmada pela detecção do aspecto 

“em escada” em eletroforese do DNA em gel ou pela utilização de outras técnicas 

de marcação de fragmentos (TUNNEL ou citometria de fluxo). Outras alterações 

morfológicas características comumente observadas são a condensação da 

cromatina nuclear e o “blebbing” de membrana celular [KERR et al., 1995; REED, 

2000].  

 Novos conhecimentos vêm alimentando o campo da apoptose, a partir da 

identificação de moléculas reguladoras da MCP, classificadas entre inibidoras 

(inibidores da apoptose/IAP, Smac/DIABLO, proteínas da família Bcl-2), 

adaptadoras (Apaf-1) e efetoras (caspases) e da observação do fenômeno em 

situações diversas, fisiológicas ou patológicas [HUNOT & FLAVELL, 2001]. Dentre os 
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inúmeros processos onde a apoptose foi identificada, podemos destacar os 

relacionados à morfogênese e à seleção tímica onde a apoptose participa 

diretamente na destruição de células T auto-reagentes e conseqüente formação do 

perfil imunológico de cada indivíduo, além de ser uma forma comum de defesa 

contra agentes infecciosos virais e tumores [MA et al., 1995]. 

Diversos reguladores da apoptose vêm sendo identificados e a relação 

funcional entre estes começa a ser desvendada. Observa-se certa variação em 

função do tipo celular estudado, porém a estrutura da máquina de morte celular 

programada apresenta grande semelhança entre espécies tão diferentes quanto o 

homem e o camundongo [EVAN & LITTLEWOOD, 1998, CHINNAIYAN et al., 1997; 

NIWA et al., 2000] .  

 A nível molecular foram identificados domínios de morte, responsáveis pela 

sinalização que inicia o processo de morte celular. Estes domínios da morte (FADD 

e TRADD) foram identificados em associação aos receptores de membrana celular 

da super família TNF (CD95/Fas e TNFR1, respectivamente) e a uma proteína de 

interação (RIP) com receptores de TNF [ROTHE et al., 1994; ROTHE et al., 1994; 

CHINNAIYAN et al., 1995; HSU, XIONG, GOEDDEL, 1995; SUSIN et al., 1997], 

(Figura 4).  

 Outra família diretamente ligada ao processo de apoptose é a família das 

caspases (cisteína aspartato proteases). Estudos em invertebrados (C. elegans) e 

mamíferos demonstraram que a hiperexpressão da protease CED-3 (equivalente 

das caspases em humanos), da caspase-1 ou de outros membros da família, tais 

como a caspase-3 leva à MCP, o mesmo ocorrendo em mamíferos [CHINNAIYAN et 

al., 1997; HENGARTNER, 1997; THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998; HENGARTNER, 

1998]. Até o momento já foram identificados cerca de 14 subtipos de caspases, 
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classificadas entre iniciadoras e efetoras da morte celular, de acordo com o nível de 

ativação em cascata [VAUX & KORSMEYER, 1999; KROEMER & REED, 2000]. A 

indução de apoptose pelas caspases pode ser regulada por membros da família Bcl-

2, sendo inibida por alguns, tais como bcl-2 e bcl-xL [VAUX, WEISSMAN, KIM, 1992; 

SHIMIZU et al., 1995; ADAMS & CORY, 1998], ou acelerada por outros, tais como 

BID, BAK, BAD e BAX [KIEFER et al., 1995; YANG et al., 1995; WANG et al., 1996; 

REED, 1997; ADAMS & CORY, 1998; WEI et al., 2001]. 

 

 

 

 Figura 4 – Ativação de inflamação e de apoptose a partir do TNFR1. 
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 Apesar do papel crucial exercido pelas caspases no processo de MCP, dados 

recentes sugerem que vias alternativas, independentes de caspase, podem levar à 

apoptose através da ativação, em nível mitocondrial, de um fator indutor de 

apoptose (AIF) [JOZA et al., 2001]. Diferentes estímulos foram identificados como 

deflagradores de apoptose, tais como: privação de hormônios de crescimento, 

veneno de cobra, inibição de crescimento dependente de contato e estímulo com 

substâncias pró-inflamatórias tais como LPS, TNF ou EROs [ARAKI et al., 1990; 

ARAKI et al., 1993; ROBAYE et al., 1991; POLUNOVSKY et al., 1994; ABELLO et al., 

1994]. 

 Embora possamos detectar apoptose em CE, geralmente estas células são 

resistentes à MCP [HOCKENBERY et al., 1993]. Curiosamente, a superfície 

endotelial é constantemente exposta a fatores humorais, mediadores inflamatórios 

e a forças reológicas (“shear stress”). No geral, observa-se equilíbrio homeostático 

entre substâncias vasoativas, pró e anti-coagulantes, pró e anti-inflamatórias, 

promotores e inibidores de crescimento celular. Apenas quando ocorre um grande 

desequilíbrio entre estes processos observa-se apoptose das CE. Uma situação 

onde podemos constatar este fenômeno é a rejeição aguda e crônica de enxerto e, 

mais caracteristicamente, a rejeição retardada de xenotransplante que é 

caracterizada por ativação e apoptose das CE [BACH, HANCOCK, FERRAN, 1997; 

ROBSON, COOPER, dÁPICE, 2000], (Figura 5). Apesar de ainda não 

compreendermos adequadamente as bases moleculares da resistência de CE à 

apoptose, estudos recentes têm demonstrado o papel fundamental exercido pelos 

genes anti-apoptóticos na proteção deste tipo celular, com destaque para alguns 

membros da família Bcl-2, para o gene A20 e para o gene da heme-oxigenase 1 
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(HO1) [JAATTELA et al. 1996; COOPER et al., 1996; KROEMER, 1997; SATO et al., 

2001].  

 

 

 Figura 5 – Balanço entre a vida e a morte celular. Papel dos genes 

protetores constitutivos e induzíveis [BACH, HANCOCK, FERRAN, 1997]. 

 

 1.5. GENES PROTETORES  

  

 1.5.1. Bcl-2 e Bcl-xL 

 

 O gene bcl-2 é o membro mais característico da família que leva o mesmo 

nome. Primeiro a ser identificado, o Bcl-2 é um proto-oncogene que diferencia-se dos 

demais oncogenes pela sua capacidade de inibição de morte celular programada e 

pela sua distribuição intra-celular (mitocôndrias, retículo endoplasmático e membrana 
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nuclear) [ZAMZAMI et al., 1998]. O bcl-2 foi clonado originalmente a partir de uma 

mutação [translocação t(14:18)] detectada em linfomas de linhagem B [BAKHSHI et 

al., 1985; CLEARY et al., 1986]. A proteína Bcl-2 possui um domínio transmembrana 

(TM) correspondente ao terminal carboxil ao qual associa-se a propriedade de 

ancoramento em membrana nuclear, mitocôndrias e retículo endoplasmático 

[KRAJEWSKI et al., 1993; N’GUYEN et al., 1994]. A remoção deste domínio TM 

previne o ancoramento a estas organelas sem, no entanto, afetar a função anti-

apoptótica desta proteína [BORNER, 1994; BADRICHANI et al., 1999]. In vitro e in 

vivo, a proteína Bcl-2 previne grande parte da morte celular induzida por: remoção de 

fatores de crescimento em celulas hematopoiéticas dependentes de IL-3, IL-4 ou fator 

estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF); corticosteróides, 

radiação ionizante, tratamento com anticorpos monoclonais anti-CD3, hipoxia e 

hiperoxia [GREEN & REED, 1998]. Pouco se sabe sobre a função do gene bcl-2 no 

endotélio vascular. Dados obtidos de estudos com imuno-histoquímica revelam que o 

endotélio vascular de fetos ou adultos expressam pouca proteína Bcl-2 [LeBRUN, 

WARNKE, CLEARY, 1993]. Entretanto, a expressão ectópica de Bcl-2 em células 

endoteliais aórticas murinas através de transferência genética por vetor retrovírus 

reduziu significativamente a morte celular induzida por privação de fator básico de 

fibroblastos (bFGF) [KARSAN et al., 1997;ARAKI et al., 1990]. Estes achados 

apontaram para o papel exercido pelo gene bcl-2, e outros membros da mesma 

família, na regulação fisiológica da vida e da morte de CE. 

 O gene bcl-x é um gene relacionado ao bcl-2, que atua regulando a vida e 

morte celular em diferentes tipos celulares. Os produtos da transcrição bcl-x 

alternam-se entre uma forma longa (bcl-xL) e uma forma curta (bcl-xS). A proteína 

resultante da transcrição bcl-xL assemelha-se em grande parte à bcl-2 em sua 
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potente ação anti-apoptótica [MUCHMORE et al., 1996; SATTLER et al., 1997; HU 

et al., 1998]. Bcl-2 e Bcl-xL são proteínas que dimerizam-se in vivo com diferentes 

membros da família Bcl-2. A hetero-dimerização com Bax, Bad and Bak, por 

exemplo, leva à perda da função anti-apoptótica de Bcl-2 e Bcl-xL, que tornam-se 

pró-apoptóticas [YIN, OLTVAI, KORSMEYER, 1994]. Dados de literatura 

demonstram ainda que a proteína Bcl-2 também interage com os membros da 

família R-ras p23 ras e p21 ras assim como com a proteína quinase Raf-1 

[FERNANDEZ-SARABIA & BISCHOFF, 1993; WANG, RAPP, REED, 1996]. Outros 

estudos demonstraram a interação entre a proteína Bcl-2 e a fosfatase calcineurina, 

ampliando o espectro de funções para aquela proteína [SHIBASAKI et al., 1997]. A 

importância fisiológica destas interações ainda não foi estabelecida, porém sugere 

que as proteínas da família bcl-2 atuem interferindo com vias intra-celulares de 

sinalização. Com base com estagia atual do conhecimento, acredita-se que a 

interação entre protetores e indutores de morte celular defina a morte ou vida da 

célula, com o resultado final dependendo da proporção entre os diferentes 

membros da família. Essa relação, no entanto, nem sempre é respeitada, podendo 

ser observados resultados distintos, de acordo com o tipo celular estudado [ADAMS 

& CORY, 1998]. 

 A análise estrutural dos membros da família Bcl-2 levou à identificação de 4 

domínios de homologia  com o gene bcl-2, denominados: BH1, BH2, BH3 e BH4. 

Estes domínios estão presentes em todos os membros da família Bcl-2, com 

variações de acordo com a função anti- ou pró-apoptótica de cada membro. A 

análise de estrutura/função dos diferentes domínios Bcl-2 demonstra que os 

domínios BH1 e BH2 são necessários para a homo e heterodimerização das 

proteínas Bcl-2, estando o domínio BH3 associado à função pró-apoptótica [YIN, 
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OLTVAI, KORSMEYER, 1994; CHITTENDEN et al., 1995; KELEKAR & THOMPSON, 

1998]. O domínio BH4 encontra-se presente apenas nos membros da família com 

propriedades anti-apoptóticas [HUANG, ADAMS, CORY, 1998], (Figura 6).  

 Uma análise mutacional da proteína Bcl-2 demonstrou que, além de sua 

função anti-apoptótica, os domínios BH são importantes para uma outra função, 

i.e., a inibição da ativação de CE através da inibição do fator de transcrição NF-κB 

[BADRICHANI et al., 1999]. 

 

 

 

 Figura 6 – A família de genes Bcl-2.  

 BH = domínios de homologia com o gene bcl-2; TM = domínio transmembrana. 

TM TM 
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 1.5.2. A1 

 

O gene A1 é um membro anti-apoptótico da família Bcl-2, que foi originalmente 

identificado como gene de resposta rápida em linhagem hematopoiética após 

estimulação com GM-CSF [LIN et al., 1993]. Estudos posteriores demonstraram a 

expressão do gene A1 em outros tipos celulares, tais como linfócitos T e B, neutrófilos 

e CE [CARRIO et al., 1996; D'SA-EIPPER, SUBRAMANIAN, CHINNADURAI, 1996; 

KARSAN, YEE, HARLAN, 1996]. Alta expressão de A1 também foi identificada em 

tumores gástricos [CHOI et al., 1995]. O gene também foi identificado em 

camundongos, sendo os homólogos nesta espécie classificados como A1-a, A1-b, A1-c 

e A1-d, tendo sido clonados a partir de uma biblioteca genômica murina e gerados por 

duplicação gênica [HATAKEYAMA et al., 1998]. O mapeamento genético permitiu a 

localização do gene A1 no cromossoma 9 murino e no cromossoma 15 humano [LIN et 

al., 1997] 

A expressão de A1 em células T varia de acordo com as etapas de maturação 

intra-tímica. Ambos RNA mensageiro e proteína A1 podem ser detectados em 

timócitos. A expressão de A1 é detectável em células T duplamente negativas (CD4-

CD8-), aumenta significativamente em células T duplamente positivas (CD4+CD8+) e 

volta a reduzir-se em células CD4+CD8- ou CD4-CD8+ antes de migrarem para a 

periferia. Linfócitos T circulantes maduros expressam níveis baixos (cerca de 25 vezes 

menos que os timócitos positivos) de A1 [TOMAYKO et al., 1999]. 

A expressão de A1 em neutrófilos é constitutiva e indutível por G-CSF ou LPS 

[CHUANG et al., 1998]. Atribui-se ao gene A1 nos neutrófilos a função de proteger 

estas células contra apoptose. Camundongos no qual o subtipo A1-a encontrava-se 

ausente demonstraram apoptose acelerada de neutrófilos, principalmente após 
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estímulo com LPS, além de apoptose consequente à migração trans-endotelial 

[HAMASAKI et al., 1998].  

Em Linfócitos B a expressão de A1 é considerada necessária para a sobrevida 

após estimulação CD40 e sinalização antigênica mediada por receptor [TOMAYKO & 

CANCRO, 1998; LEE, 1999; CRAXTON et al., 2000].  

Nas CE a transcrição de A1 é induzida por uma via de sinalização dependente 

de proteína quinase C (PKC) em resposta a diferentes estímulos pró-inflamatórios tais 

como TNF, LPS e IL-1, protegendo-as contra a apoptose induzida por ceramidas 

[KARSAN, YEE, HARLAN, 1996]. Estudos iniciais não demonstraram a expressão de A1 

em CE estimuladas por fatores de crescimento, porém Gerber et cols.[1998], em 

estudo posterior, demonstraram que o gene A1 poderia ser induzido, juntamente com 

o gene bcl-2, em CE privadas de soro, após estímulo com VEGF [GERBER, DIXIT, 

FERRARA, 1998].  

Além da indução por mediadores inflamatórios, a expressão de A1 em 

monócitos pode ser induzida por via independente de TNF. Esta observação é 

importante, pois demonstra que em sítios de inflamação a interação entre as CE e 

monócitos facilita a resposta inflamatória enviando simultaneamente sinais que 

resultam na sobrevida ambos tipos celulares [MILLAN et al., 1997; NOBLE et al., 

1999].  

É importante ressaltar que a ativação do fator de transcrição NF-κB é 

necessária para a expressão de A1 em CE e outros tipos celulares [STROKA et al., 

1999; GRUMONT, ROURKE, GERONDAKIS, 1999; ZONG et al. 1999; LEE et al., 1999]. 

Deste modo, após a degradação de IκBα conseqüente à estimulação de CE com 

fatores pró-inflamatórios (TNF, LPS, IL-1) observa-se aumento da expressão de A1, 

demonstrando seu papel na alça de retro-alimentação negativa que visa à inibição da 
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ativação das CE. De forma inversa, a expressão aumentada de IκBα pelas CE resulta 

na inibição da expressão de A1 [STROKA et al., 1999].  

 

1.5.3. A20 e outros genes protetores 

 

O produto do gene A20 é uma proteína que contém 7 dedos de Zn. Descrito 

originalmente como um gene de resposta rápida induzido por TNF em células de 

cordão umbilical humanas (HUVEC), a primeira função associada ao gene A20 foi a de 

inibição da apoptose induzida por TNF em fibroblastos e linfócitos B. Posteriormente, 

seu papel na maturação linfocitária também foi identificado [OPIPARI Jr., BOGUSKI, 

DIXIT, 1990; SARMA et al., 1995]. O mecanismo de ação da proteína A20 permanece, 

até o momento, desconhecido.  

Ferran e cols. demonstraram que a proteína A20 exerce um duplo papel 

protetor em CE: proteção contra apoptose e inibição da ativação da CE através da 

inibição do fator de transcrição NF-κB [COOPER et al., 1996]. Desta forma, a 

expressão de A20 em CE inibe a apoptose induzida por TNF e cicloheximida, inibindo a 

degradação de IκBα e, conseqüentemente, bloqueando a ativação de NF-κB. Embora 

estudos que visaram a expressão acentuada de IκBα tenham resultado em 

sensibilização das CE à apoptose induzida por TNF, na presença de expressão 

acentuada de A20 nas CE o efeito protetor deste gene predomina. Isto permite 

classificar o A20 como gene protetor, sendo capaz de resgatar a CE das situações já 

descritas de apoptose induzida por TNF e abrindo grande perspectivas para aplicações 

terapêuticas futuras [BACH, HANCOCK, FERRAN, 1997]. 

Além dos genes anti-apoptóticos e do próprio gene IκBα, outros genes também 

podem exercer a função protetora de CE. Já foi demonstrado que o gene da ferritina, 
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ao ser induzido pelo heme, é capaz de proteger a CE  contra a agressão causada por 

neutrófilos ativados [OBERLE et al., 1999; BALLA et al., 2000]. Da mesma forma, o 

gene da heme-oxigenase-1 (HO-1) tem sido associado à função protetora em 

monócitos e CE [WILLIS et al., 1996]. 

Provavelmente, muitos genes protetores para a CE poderão ser identificados 

num futuro próximo. Esta hipótese baseia-se em experimentos de estimulação e 

proteção celular, tais como os realizados por Dalmasso e cols: Após a indução de 

ativação de CE com xenoanticorpos naturais (XNA) ou lectinas, células endoteliais de 

aorta de porco (PAEC) tornaram-se resistentes à lise provocada por complemento 

humano, sem que os mecanismos de resposta pudessem ser esclarecidos [DALMASSO 

et al., 2000].  

 

1.6. TRANSFERÊNCIA GENÉTICA SOMÁTICA 

 

 O endotélio vascular é a primeira barreira entre a circulação e os órgãos 

vascularizados e, portanto, apresenta-se como alvo preferencial de inúmeros estudos 

visando a transferência genética somática. No entanto, o DNA é um polímero hidrofílico 

que atravessa mal as membranas biológicas em geral. Diversos métodos de 

transferência genética somática foram desenvolvidos nos últimos anos e as técnicas 

atualmente estabelecidas utilizam vetores para facilitar a entrada de DNA (ou RNA) nas 

células-alvo. Podemos classificar as técnicas de transferência genética, de acordo com 

os vetores utilizados, entre métodos virais e não-virais de transferência [CRYSTAL, 

1995; ANDERSON, 1998; KELLEY & SUKHATME, 1999].   
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1.6.1. Transferência genética não-viral 

 

Diferentes técnicas não-virais de transferência genética somática vêm sendo 

estabelecidas nos últimos anos. Dentre elas, destacamos a técnica de transferência 

genética mediada por lipossomas catiônicos, devido à sua ampla aplicação em 

pesquisa experimental [CHAN et al., 1987]. A técnica, que é descrita em maior detalhe 

na seção de material e métodos, consiste na mistura do DNA a ser inserido na célula 

– que apresenta naturalmente carga elétrica negativa – com lipídeos carregados com 

carga positiva. Da adsorção entre as moléculas resulta um composto lipossolúvel 

(complexo lipossoma/DNA), capaz de atravessar facilmente a membrana celular e 

carrear consigo o(s) gene(s) desejado, geralmente inserido em plasmídeos. Uma vez 

introduzido no citoplasma celular, a transcrição gênica pode ser iniciada. Diversos 

vetores de expressão encontram-se disponíveis comercialmente para esta finalidade. O 

método é de execução relativamente simples e apresenta numerosas vantagens 

quando comparado com outras técnicas não-virais de transferência genética, tais como 

co-precipitação de DNA com calcio e fósforo, transferência mediada por carga elétrica 

ou por métodos mecânicos, tais como microinjeções ou liberação balística de partículas 

de DNA [TONEGUZZO, HAYDAY, KEATING, 1986; GORDON et al., 1980; WILLIAMS, 

1991]. As transfecções mediadas por lipossomas catiônicos podem ser executadas de 

forma rápida, não necessitam de equipamento especializado, pode ser realizada em 

qualquer laboratório equipado para culturas de células e resulta em níveis elevados de 

expressão gênica, dependendo do tipo celular estudado [CRYSTAL, 1995]. Alguns 

inconvenientes, no entanto, existem e relacionam-se principalmente: à pequena 

quantidade de DNA que pode ser transferido por procedimento, a uma certa toxicidade 

dos lipossomas sobre as celulas expostas e à expressão proteica limitada a um 
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percentual de células, variável, de acordo com o tipo celular. A transferência genética 

mediada por lipossomas catiônicos também é bastante reduzida em células em 

repouso, o que limita o método a uma janela temporal estreita durante o crescimento 

das células em cultura: as transfecções são otimizadas quando as células atingem um 

determinado grau de confluência. Embora menos eficaz que as técnicas virais de 

transferência, a utilização de lipossomas catiônicos resultou em níveis adequados de 

expressão transgênica em diferentes estudos, podendo também ser considerada para 

estudos de transferência genética in vivo e ex vivo [ANDERSON, 1998]. 

 

1.6.2. Transferência genética mediada por vírus 

 

1.6.2.1. Aspectos gerais 

 

  Com o avanço das técnicas de biologia molecular pode-se estimar que em breve 

será possível modificar o endotélio vascular através da inserção ou deleção de genes 

específicos. Para atingir o primeiro já é possível a utilização da transferência genética 

mediada por vetores virais. A técnica consiste no aproveitamento do maquinário viral 

que durante séculos de evolução especializou-se na insercão de DNA (ou RNA) em 

células eucarióticas. A deleção de sequências specíficas virais permite que os mesmos 

se tornem deficientes de replicação. Os principais vetores virais recombinantes 

atualmente em uso são o adenovírus (Ad), o vírus adeno-associado (AAV) o retrovírus 

e os destes derivados lentiviruses [ANDERSON, 1998; XIAO et al., 1999; KELLEY & 

SUKHATME, 1999]. Para a transfecção de CE é preferível a utilização de Ad, lentivirus 

ou AAV já que estes podem infectar células em repouso e atingir níveis elevados de 

expressão transgênica em diversos tipos celulares. Após infecção com Ad ou 
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lentiviruses observa-se a expressão do transgene em praticamente todas as células em 

cultura, desde que uma quantidade adequada do vetor seja utilizada. A utilização de 

AAV para transfecção de CE é menos evidente, já que em geral é necessária a 

utilização de outro vírus (geralmente Ad) para facilitar o processo de tansferência 

[ANDERSON, 1998]. 

 Ad é o vetor viral mais utilizado atualmente para transfecção de CE in vitro ou in 

vivo, embora os vetores atualmente em uso ainda não estejam otimizados para uso 

clínico. As principais características dos diferentes vetores virais atualmente utilizados 

para transferência genética somática estão resumidas na tabela 1. 

 

Vetor Vantagens Desvantagens 

Retrovírus       Integra-se ao genoma; 

Infecta grande variedade 

de hospedeiros.       

Integração anárquica ao 

genoma; 

Limitada a células em divisão. 

Lentivírus  Integra-se ao genoma; 

Infecta grande variedade 

de hospedeiros. 

Integração anárquica ao 

genoma; 

Contém sequências de HIV 

(risco potencial de infecção). 

AAV   Integra-se ao genoma;   

Infecta grande variedade 

de hospedeiros. 

Baixa eficácia; 

Induz resposta imune. 

Adenovírus  Infecta células 

quiescentes (em repouso). 

Não integra-se ao genoma; 

Perda de expressão com  

tempo; 

Induz resposta imune. 

 
 
Tabela 1 – Vetores virais mais utilizados para transferência genética.  
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1.6.2.2. Transferência genética mediada por adenovírus 

 

O adenovírus é um vírus de 36 kb de dupla hélice de DNA. A utilização de 

adenovíruses recombinantes (rAd) como vetor de transferência permite a introdução 

eficaz de transgenes de até 7,5 kb de extensão em cêlulas primárias ou transformadas 

em cultura. Uma das grandes vantagens da utilizaçnao de rAd consiste na propriedade 

destes veirus de transfectar células for da fase de divisão celular (em repouso) 

[GERARD & MEIDELL, 1993]. Geralmente a transfecção resulta em níveis elevados do 

transgene [CRYSTAL, 1995, ANDERSON, 1998]. Do ponto de vista de segurança, 

vacinas utilizando vírus vivo (replicantes) têm sido utilizadas há anos em milhões de 

seres humanos. O vírus íntegro (wild type) causa lise celular após sua replicação, o 

que pode ser evitado através da deleção da região E1, um domínio transativador do 

vírus necessário para os promotores dos genes de resposta rápida presente no 

restante do genoma viral [McGRORY, BAUTISTA, GRAHAM, 1988]. Os Ad disponíveis 

atualmente para transferência genética retêm aproximadamente 81% do genoma viral 

original. A manipulação direta do genoma do Ad é dificultada pela ausência de sítios de 

restrição únicos. Por este motivo, a maioria dos sistemas de construcão da rAd utiiza 

fragmentos complementares de DNA para a produção do vetor recombinante. Uma das 

técnicas mais utilizadas para a construção de rAd é a do sistema de recombinação com 

o plasmídeo pJM17, que é descrita em maior detalhe na seção material e métodos. 

Com o objetivo de reduzir a probabilidade de geração de um vírus tipo wild type a 

partir de um plasmídeo contendo o genoma do Ad, o pJM17 tem uma sequência 

inserida na região correspondente ao domínio E1 que torna a molécula de DNA grande 

demais para inserção no envelope viral [GRAHAM & PREVEC, 1991]. O plasmídeo 
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complementar (pAC) contém o gene a ser inserido, que juntamente com seu promotor 

enhancer CMV e uma sequência de poli-adenilação SV40 formam a cassete de 

expressão a ser inserida na célula. Outras regiões correspondentes à sequência 

genômica terminal esquerda invertida do Ad 5 e a uma região sequencial à região E1 

completam o plasmídeo. Os plasmídeos (pAC e PJM17) são co-transfectados em 

linhagens celulares derivadas de células embriônicas renais (células 293) que contém 

os produtos derivados da região E1 em trans, o que permite a recombinação in vivo 

dos plasmídeos e a geração do vírus recombinante (rAd). A produção de altos títulos 

de rAd é obtida em culturas de células 293 seguida de etapas de purificação e 

ultracentrifugação com cloreto de césio [McGRORY, BAUTISTA, GRAHAM, 1988; 

GRAHAM & PREVEC, 1991]. 

 Para o propósito deste estudo, optamos por construir um vetor adenovírus 

recombinante contendo o gene A1, conforme descrito na seção material e métodos. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

 

 

 

 

26

2. OBJETIVOS 

 

 

1. Avaliar a possibilidade de transferência do gene A1 para CE, mediada por vetores 

virais e não-virais; 

 

2. Analisar as funções protetoras, anti-apoptótica e anti-inflamatória, do gene A1 

transferido para CE por método não-viral de transferência; 

 

3. Estabelecer uma correlação entre os domínios BH4 e transmembrana do gene A1 e 

as funções protetoras supra-citadas; 

 

4. Identificar uma sequência ou domínio mínimo, capaz de reproduzir a função anti-

inflamatória do gene A1 em CE; 

 

5. Construir um vetor viral, capaz de transferir o gene A1 de forma adequada para 

aproximadamente 100% de CE expostas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Todos os experimentos foram realizados nos laboratórios de pesquisa do 

Immunobiology Research Center, Beth-Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical 

School, E.U.A., sob a supervisão direta da Profa. Christiane Ferran, MD, PhD, de acordo 

com as normas de bioética e segurança da  instituição. 

 

 3.1. CULTURAS CELULARES  

  

Para a relização dos experimentos in vitro foram utilizadas culturas de células 

endoteliais primárias, provenientes de artérias aortas bovinas (BAEC) ou porcinas (PAEC). 

Para a geração e replicação de adenovírus recombinante (rAd) utilizamos uma linhagem 

celular denominada 293, modificada a partir células embrionárias renais. 

 

3.1.1.  Culturas de células endoteliais   

 

Células endoteliais para culturas primárias foram obtidas em condições de 

esterilidade, de 1 a 2 horas após o sacrifício de vacas (BAEC) ou porcos (PAEC) jovens de 

até 2 anos de idade. As aortas dos animais foram colocadas em solução salina estéril e 

transportadas para o laboratório onde, sob capela de fluxo laminar, foram cortadas 

longitudinalmente e lavadas com solução de PBS estéril a 37°C. A seguir foram banhadas 

por 10 min com solução a 0,125% de colagenase tipo IA (Sigma-Aldrich, Co., Irvine, UK) 

aquecida a 37°C. A remoção das CE foi realizada através da raspagem suave da superfície 

interna das aortas dos animais, utilizando-se bastonetes de madeira estéreis (Fischer 
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Scientific, PA, E.U.A.), e coletadas em frascos de cultura de 24 poços (Nalge Nunc 

International, Roskilde, Dinamarca) pré-condicionados com solução a 0,2% de gelatina 

(Sigma-Aldrich, Co., Irvine, UK). Utilizamos meio de cultura DMEM adicionado de soro fetal 

bovino (SFB) a 10 % com 50 UI/ml de penicilina, 50 µg/ml de estreptomicina e 2 mM de 

L-glutamina (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EUA).  

Após um período de incubação de 72 h a 37°C em estufa contendo 5% de CO2, 

pudemos observar à m.o. o início de crescimento de monocamadas de CE aderidas ao 

fundo de alguns poços, que foram então selecionados para repique. Nesse momento, 

procedeu-se à renovação do meio de cultura, após a lavagem dos poços com 1X PBS. 

Realizamos a observação diária dos poços à m.o., até que houvesse detecção de um nível 

de confluência de aproximadamente 90% e observássemos o aspecto morfológico 

característico (Figura 7). Nesse ponto as células foram submetidas a lavagem com 1 ml 

de 1X PBS a 4°C e extraídas dos poços de cultura, após tratamento com 200 µl de 

trypsina-EDTA (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY) durante 2 min. Em seguida, as 

CE foram re-suspensas em 3 ml de meio de cultura e transferidas para poços de cultura 

maiores (30 mm3), pré-condicionados com gelatina 0,2%. O procedimento foi repetido de 

forma semelhante para a propagação de BAEC e PAEC. Os experimentos foram realizados 

entre a 4a e 6a passagens. 
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Figura 7- Cultura de células endoteliais (PAEC). 40X. 

 

3.1.2. Culturas de células 293  

 

Células embrionárias renais transformadas (células 293) foram compradas da 

American Type Culture Collection  (A.T.C.C., Manassas, VA, E.U.A). Essas células são 

células primárias tubulares renais, transformadas pelo adenovírus tipo 5 (Ad5), que tem 

sido frequentemente utilizadas para a construção de vetores virais [GRAHAM & PREVEC, 

1991]. As células foram manipuladas em um laboratório com nível 2 de bio-segurança, 

seguindo as normas estabelecidas pelo governo norte-americano, de acordo com o U.S. 

Department of Health and Human Services [1993]. Frascos contendo as células 

congeladas foram retirados do nitrogênio líquido, imediatamente imersos em banho-maria 

a 37°C e, logo após, transferidos para frascos de cultura estéreis (Nalge Nunc 
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International, Roskilde, Dinamarca ) com superfície de 75 cm2, pré-condicionados com 

gelatina a 0,2%, contendo 30 ml de DMEM, adicionado de SFB a 10%, 50 UI/ml de 

penicilina, 50 µg/ml de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina (Gibco, Life Technologies, 

Grand Island, NY, E.U.A.). As etapas de propagação foram realizadas de forma 

semelhante ao que descrevemos acima para CE (Figura 8). As etapas para a construção 

do adenovírus recombinante serão descritas a seguir, na  seção 3.7.1. deste capítulo.  

 

Figura 8 – Células 293 em cultura (2o dia). 40X. 

  

 3.2. PLASMÍDEOS DE EXPRESSÃO 

 

Com o objetivo de realizarmos a transferência genética não-viral do gene A1 wild 

type (Figura 9) ou de mutantes do gene A1, obtidos a partir de deleções específicas 

(A1∆m), procedemos à inserção desses genes em plasmídeos de expressão. A realização 

destes procedimentos foi possível devido à utilização das seguintes técnicas básicas de 

biologia molecular: digestão do  cDNA com enzimas endonucleases de restrição, ligação 
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dos fragmentos de DNA resultantes através de enzimas ligases T4, amplificação de DNA 

através da reação de polimerização em cadeia (PCR), e deleção de sequências internas de 

sequências específicas do gene A1 (domínios BH ou TM), através da polimerização em 

cadeia com overlap extension (OLE-PCR).  

Para análise funcional dos genes transferidos (A1 e A1∆m) e correção da eficácia 

dos experimentos de transferência genêtica não-viral para CE, foram utilizados plasmídeos 

repórteres, codificando sequências dos genes luciferase (plasmídeo NF-κB/luciferase) e β-

galactosidase (plasmídeo RSV/β-gal), respectivamente, conforme descrito a seguir.  

 

 

5’-ATGACAGACTGTGAATTTGGATATATTTACAGGCTGGCTCAGGACTATC 

TGCAGTGCGTCCTACAGATACCACAACCTGGATCAGGTCCAAGCAAAACGTCCAGAGTGCTACAA

AATGTTGCGTTCTCAGTCCAAAAAGAAGTGGAAAAGAATCTGAAGTCATGCTTGGACAATGTTAA

TGTTGTGTCCGTAGACACTGCCAGAACACTATTCAACCAAGTGATGGAAAAGGAGTTTGAAGACG

GCATCATTAACTGGGGAAGAATTGTAACCATATTTGCATTTGAAGGTATTCTCATCAAGAAACTTC

TACGACAGCAAATTGCCCCGGATGTGGATACCTATAAGGAGATTTCATATTTTGTTGCGGAGTTC

ATAATGAATAACACAGGAGAATGGATAAGGCAAAACGGAGGCTGGGAAAATGGCTTTGTAAAGAA

GTTTGAACCTAAATCTGGCTGGATG-3’ 

 

 
Figura 9 – Sequência do gene A1 humano 
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3.2.1 - Plasmídeo pcDNA3.HA-A1  

 

Devido à ausência de um anticorpo eficaz para a identificação da proteína A1, 

construímos um plasmídeo de expressão codificando a sequência do gene A1, marcado 

(tagged) em sua porção N-terminal com uma sequência codificadora da hemaglutinina 

(HA). A construção deste plasmídeo, denominado pcDNA3.HA-A1, foi possível através da 

obtenção prévia de cDNA de A1, pela técnica de PCR por transcriptase reversa (RT-PCR), 

a partir de células endoteliais de cordão umbilical humano (HUVEC) estimuladas com TNF  

[BADRICHANI et al., 1999]. Para as reações de amplificação em cadeia, foram utilizadas 

as seguintes sequências de “primers”, “sense” (S) e “anti-sense” (AS):  

 

S :  5'-TTGCTCGGATCCAGGCAGAAGATGACAG-3'  

A:  5'-GTGTGAATTCTGGTCAACAGTATTGC-3'.  

 

O produto da reação PCR foi então clonado no plasmídeo pcDNA3, disponível 

comercialmente (Invitrogen, San Diego, CA, EUA), após marcação com a sequência do 

nonapeptídeo hemaglutinina: YPYDVPDYA (Figura 10) Esta etapa do experimento foi 

realizada préviamente pelo Dr. J. Anrather, no mesmo laboratório.  

Após a realização desta construção, confirmamos a sequência das mutações 

desejadas, através da técnica de sequenciamento automatizado de DNA, em equipamento 

modelo ABI 310 Prism® (Perking Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.), 

conforme será descrito na seção 3.4. Este plasmídeo foi utilizado nos primeiros 

experimentos de transfecção não-viral.  
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Figura 10 – Mapa do plasmídeo de expressão pcDNA3.HA-A1. 

 

 

3.2.2. Plasmídeo pAC.HA-A1 

 

Para a construção do plasmídeo pAC.HA-A1, mais adequado para as etapas de 

construção de adenovírus recombinante, conforme já exposto, foi necessária a utilização 

das enzimas de restrição de endonucleases BamHI e Sal para extração da sequência HA-

A1, a partir do plasmídeo pcDNA3.HA-A1. Em seguida, realizamos a inserção do produto 

HA-A1, amplificado por PCR, no plasmídeo de expressão pAC.CMV.PLPASR(+), doado 
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gentilmente pelo seu criador, Prof. Robert Gérard, da University of Texas, Southwestern, 

TX, EUA. O plasmídeo de expressão pAC.CMV.PLPASR(+) caracteriza-se por ser um 

plasmídeo de 8,8 Kb de extensão, que contém um promotor CMV (760 pb), um sítio poliA/ 

splice SV40 (470 pb), um sítio expressando um gene de resistência à ampicilina e uma 

sequência modificada do adenovírus 5 (Ad5) (Figura 11). Observa-se ainda, em sua 

região polylinker, os sítios de restrição: EcoRI, KpnI, BamHI, XbaI, SalI e HindIII.  

Optamos por utilizar esse plasmídeo para as experiências de transferência do gene 

A1 para CE, visando à posterior construção de um adenovírus recombinante A1, conforme 

será descrito na seção 3.7.1.  

 

 

Figura 11 – Mapa do plasmídeo de expressão pAC.CMV.PLPASR(+). Desenho à mão do 

próprio autor, Prof. Robert Gérard, da  University of Texas, Southwestern, TX, E.U.A. 
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3.2.3. Construção de plasmídeos mutantes de A1 (A1∆∆∆∆m) 

 

 Para a realização da análise morfo-funcional do gene A1 em CE, construimos 

plasmídeos codificando mutações do gene A1, dirigidas para o domínio transmembrana 

(A1∆TM) e para o domínio, de homologia ao gene Bcl-2, BH4 (A1∆BH4). 

 

 

3.2.3.1. Plasmídeo pAC.HA-A1∆∆∆∆TM 

 

Com o objetivo de avaliar o papel do domínio carboxi-terminal transmembrana 

(TM) do gene A1, utilizamos inicialmente a técnica de amplificação por polimerase em 

cadeia (PCR). Inicialmente construimos um plasmídeo contendo a sequência genética de 

A1 privada do domínio TM. Em seguida,procedemos à inserção do produto obtido 

(A1∆TM) no vetor pAC, obtendo o plasmídeo pAC.HA-A1∆TM.  

Para a etapa de deleção do domínio TM, utilizamos os seguintes primers: 

 

S:  5’-CGCGGGGTACCCCATGTATCCTTATGATGTT-3’   

AS:  5’-CCCCAAGCTTGGTTACATCCAGCCAGATTTAGG-3’ 

 

Para cada reação foram misturados os reagentes nas seguintes concentrações: 

300 µg de DNA  (plasmídeo pAC-HA-A1); 
200 µM de bases nitrogenadas (dNTP); 
0,3 µM de cada  primer (sense e anti-sense); 
2,5 mM de MgCl2; 
10 mM de tampão Tris-HCl, pH 8,3, 50 mM de KCl; 
2,5 unidades/100 µl de Taq polimerase. 
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A solução foi complementada com água bi-destilada estéril, obtendo-se um volume 

final de 50 µl/tubo. Com exceção do plasmídeo pAC-HA-A1, todos os produtos utilizados 

foram encomendados de Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, E.U.A. 

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador modelo PTC-200 (MJ 

Research, Watertown, MA, EUA), utilizando frascos tipo Eppendorf® de 0,5 ml, de acordo 

com o programa descrito na Tabela 2: 

 
 

Nº do CICLO TEMPERATURA (ºC) TEMPO 

1 94°C 4 min 

2 94°C 30 seg. 

3 50°C 30 seg. 

4 72°C 40 seg. 

* Repetir 5 vezes os ciclos nº2, nº3 e nº4 

5 94°C 30 seg. 

6 65°C 30 seg. 

7 72°C 30 seg. 

* Repetir 20 vezes os ciclos nº5, nº6 e nº7 

8 72°C 5 min. 

9 4°C 10 min. 

                         * Fim da reação   

 

Tabela 2 – Etapas da amplificação do gene A1 ou A1∆M através da reação de 

polimerase em cadeia  (PCR). 

 

3.2.3.2 – Purificação do produto A1∆∆∆∆TM após amplificação por PCR 

 

Após a realização da PCR, alícotas de 30 µl de cada frasco foram analisadas 

através de eletroforese em gel de agarose a 2%. A transiluminação com luz ultra-violeta 

permitiu a vizualizacão do produto de amplificação desejado (Figura 12).  
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Figura 12 – Produto A1∆TM, após amplificação por PCR. Eletroforese, gel de 

agarose  a 2%. M100=marcador (intervalo de 100 Kb); C.N.=controle negativo.  

 

O produto A1∆TM foi em seguida purificado utilizando-se o protocolo de 

purificacão QIAquick® (Qiagen Inc., Valencia, CA, E.U.A). O procedimento consiste da 

extração, com lâmina de bisturi, do fragmento de gel de agarose a 2% contendo o 

produto da reação PCR, sob vizualizacão em luz ultra-violeta. O fragmento é então diluido 

em tampão apropriado (PB), colocado sobre uma coluna da adsorção (QIAquick®) e 

centrifugado a 13.200 rpm por 1 min. Procede-se a lavagem da coluna com 750 µl de 

tampão PE (1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0 em 15% de etanol). A última etapa do 

processo consiste da diluição do produto de PCR em um tubo de 1,5 ml utilizando-se 50 µl 

de tampão EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5). A concentração final de DNA foi mensurada 

600 Kb 
A1∆TM (541 Kb) 

M100     C.N.   A1∆TM 
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utilizando-se um espectrofotômetro modelo DU 640 (Beckman Instruments, Inc., 

Fullerton, CA, E.U.A.) nos comprimentos de onda 260 e 280 nm, sob iluminação ultra-

violeta.  

 

3.2.3.3. Inserção do produto A1∆∆∆∆TM no plasmídeo pAC 

 

A inserção do produto de amplificacão A1∆TM no plasmídeo pAC foi obtida através 

das reações sequenciais de digestão dos produtos (A1∆TM e pAC) com as enzimas de 

restrição KpnI e HindIII, a 37°C ,durante 4 h, seguida de ligação dos produtos digeridos 

através da enzima T4 ligase, a 15°C, durante a noite (12 h).  

 

3.2.3.4. Eletroporação bacteriana e seleção de clones  

 

Após a ligação dos produtos A1∆TM e pAC procedeu-se à eletroporacão bacteriana, 

utilizando-se bactérias eletro-competentes do tipo DH5α. Em seguida a mistura foi 

semeada em placas de Petri e incubada durante a noite (16 h) a 37°C em meio contendo 

agar-ampicilina. Após o período de incubação, colônias identificadas a olho nú foram 

devidamente amplificadas em meio LB (10 g/l de bacto-tryptona, 5 g/l de bacto-levedura, 

10g/l de NaCl) (Fischer Scientific, PA, E.U.A.) a 37°C e selecionadas após identificação do 

transgene (A1∆TM ) após nova reacão de PCR utilizando as bactérias como fonte do DNA 

(Figura 13). As colônias positivas foram identificadas e re-incubadas em 300 ml de meio 

ampicilina-LB a 37°C durante a noite, sob agitação mecânica. No dia seginte foi realizada 

a purificação dos plasmídeos utilizando-se o kit de purificação QIAgen®.  
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Para confirmação da ausência de mutações indesejadas, o produto purificado 

pAC.HA-A1∆TM foi submetido a sequenciamento genético automatizado, conforme 

descrito na seção 3.4.  

 

Figura 13 – Seleção de clones positivos para HA-A1∆TM através de amplificação por PCR. 

Eletroforese em gel de agarose a 2%. 

 

3.2.4. Plasmídeo pAC.HA-A1∆∆∆∆BH4 

 

Para obtenção de um plasmídeo de expressão codificando o gene A1 privado do 

domínio BH4 (pAC.A1∆BH4), utilizamos a técnica de deleção dirigida baseada na 

amplificação por PCR com overlap extension (OLE-PCR), representada na Figura 14. 
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Figura 14. Representação da reação de amplificação por overlap extension (OLE-PCR). 

Inicialmente reações independentes de amplificação (PCR No 1 e No 2) geram produtos (ab 

e cd), que compartilham de uma mesma sequência de bases, Numa terceira reação (PCR 

No 3) estes produtos interagem como primers, gerando o produto recombinante desejado.  
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Para obtenção do produto A1∆BH4 foram utilizados os seguintes primers, 

encomendados de Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EUA:  

 

Reação PCR No 1 

Sense A :   5'-CGCGGGGTACCCCATGTATCCTTATGATGTT-3' 

Anti-sense B :  5'-TTCCACTTCTTTAGGTTGTGGTATCTGTAGGAC-3' 

Reação PCR No 2 

Sense C :   5'-CCACAACCTAAAGAAGTGGAAAAGAATCTGAAG-3' 

Anti-sense D :  5'-CCCCAAGCTTGGTCAACAGTATTGCTTCA-3' 

 

Os primers anti-sense B e Sense C são os primers que se sobrepôem, enquanto 

os primers Sense A e Anti-sense D contêm os sítios de enzimas de restrição Kpn1 e 

Hind3 (sublinhados), respectivamente, que foram posteriormente utilizados para clonagem 

do produto de amplificacão (A1∆BH4) no plasmídeo pAC. 

Após a realização das reações de amplificação de No 1 e No 2, uma nova reação de 

amplificação (No 3), utilizando os produtos das reações anteriores, resultou no produto 

A1∆BH4. As etapas subsequentes foram realizadas de forma semelhante às descritas 

anteriormente para purificação, digestão por enzimas de restrição, ligação e inserção do 

produto A1∆BH4 no plasmídeo de expressão pAC. (seção 3.2.3.). O sequenciamento 

genético automatizado confirmou a deleção do domínio BH4 de A1. 
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3.2.5. Plasmídeo pAC.HA-polyBH4 

   

Para avaliação da função isolada do domínio BH4 de A1 em CE foi necessária a 

construção de uma mutação gênica codificando a sequência BH4 repetida por 4 vezes, 

clonando-a em seguida em pAC. O plasmídeo de expressão resultante do processo foi 

denominado pAC.HA-polyBH4. O processo de clonagem, concluído após três etapas 

sucessivas de amplificação, encontra-se resumido na Figura 15. 

 

 

Figura 15. Etapas de amplificação por PCR para construção do plasmídeo  

pAC.HA-polyBH4. 
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A primeira etapa consistiu de uma reação de amplificação de DNA, a partir de uma 

matriz contendo o gene A1 (pcDNA.HA-A1), utilizando-se os seguintes primers dirigidos 

para o domínio BH4:  

 

S :  5'-CGCGGGGTACCCCATGTATCCTTATGATGTT-3' 

AS :  5'-ATCGGCGGCGAATTCCACTTCTTTTTGGACTGAG-3' 

 

Os primers sense e anti-sense contêm, respectivamente, os sítios de restrição 

Kpn1 e EcoR1 (sublinhados), utilizados para clonagem do produto de PCR (BH4) no 

plasmídeo pcDNA3.HA, gerando o plasmídeo pcDNA-BH4 (pcDNA3.HA-Kpn1/BH4/EcoR1). 

A segunda etapa consistiu da clonagem do domínio BH4 no plasmídeo pcDNA3HA-

Kpn1/BH4/EcoR1 , construído na etapa anterior. Um novo produto foi gerado por nova reação 

de amplificação, utilizando os seguintes primers: 

 

 

S:  5'-GATGCCGCCGAATTCCCACAACCTGGATCAGG-3' 

AS :  5'-CTAGGCGGCGATATCCACTTCTTTTTGGACTGAG-3' 

 

Os primers utilizados nessa reação (No 2) contêm os sítios de restrição EcoR1 e 

EcoRv (sublinhados). Após inserção do novo produto de PCR no plasmídeo pcDNA3HA-

Kpn1/BH4/EcoR1, obtivemos um novo plasmídeo contendo 2 sequências repetidas do domínio 

BH4, que denominamos pcDNAbiBH4 (pcDNA3HA-Kpn1/BH4/EcoR1/BH4/EcoRv). 

 Para obtenção do produto final, contendo 4 domínios BH4, utilizamos o plasmídeo 

pcDNAbiBH4 para gerar, através de nova reação de amplificação, um produto contendo 2 
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sequências repetidas de BH4. Nessa nova reação de amplificação foram utilizados os 

seguintes primers: 

 

S :  5'-GATGCCGCCGATATCCTACAGATACCACAACCT-3' 

AS :  5'-GCATGCTCGAGCGGCCGC AAGCTTCATTAATCCACTTCTTTTTGG-3' 

 

Esses primers contêm os sítios de restrição EcoRv e Not1 (sublinhados), 

respectivamente. Um codon de interrupção (OCH) e um sítio de restrição extra codificando 

para Hind3 (duplo sublinhado) foram adicionados ao primer anti-sense. O plasmídeo 

recombinante final, codificando 4 sequências do domínio BH4, foi denominado HA-polyBH4 

(pcDNA3HA-Kpn1/BH4/EcoR1/BH4/EcoRv/BH4/Hind3/Not1). (Figura 15). 

 

Passos semelhantes foram seguidos para a inserção do produto HA-polyBH4 no 

plasmídeo de expressão pAC. O sequenciamento genético automatizado permitiu a 

confirmação das mutações dirigidas desejadas. 

 

3.3. PLASMÍDEOS REPÓRTERES 

 

3.3.1. Plasmídeo repórter NF-κκκκB-luciferase 

 

O plasmídeo repórter NF-κB-luciferase havia sido construído anteriormente no 

laboratório. Consiste de 4 cópias de elementos NF-κB, retirados do promotor do gene E-

seletina do porco, inseridos acima de um promotor mínimo TK controlando o gene da 
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luciferase. O esqueleto do vetor foi originado a partir do plasmídeo disponível 

comercialmente Bluescript KS+ (Stratagene, La Jolla CA, E.U.A.).  

 

3.3.2. Plasmídeo repórter RSV/ββββ-galactosidase (RSV/ββββ-gal)  

 

Para correção da eficácia das transfecções utilizamos um plasmídeo repórter 

codificando o gene da β-galactosidase, obtido de E.coli (Clontech) e clonado previamente 

no mesmo laboratório a partir do vetor pRc/RSV (Invitrogen, San Diego, CA, E.U.A.) 

utilizando o sítio de restrição NotI. 

 

3.4.  SEQUENCIAMENTO GENÉTICO 

 

A sequência precisa de cada um dos mutantes de A1 foi confirmada através de 

sequenciamento genético automatizado utilizando-se o equipamento ABI 310 Prism® 

(Perking Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.), de acordo com o seguinte 

protocolo: 

 

3.4.1. Reação de amplificação com cadeia simpes de DNA 

 

A primeira etapa no sequenciamento dos mutantes do gene A1 (A1∆m) consistiu 

de uma reação de amplificação de DNA de cadeia simples, usando os respectivos 

plasmídeos mutantes como base. As reações foram realizadas em duplicata para cada 

plasmídeo usando os primers S e AS, de acordo com o produto analisado. Os reagentes 

utilizados para cada reação foram:  
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Mistura pronta para reação “Terminator”   4 µl 
DNA dupla hélice (plasmídeo ∆m)   0,3 a 0,5 µg 
Primer       3,2 pmole 
H2O bi-destilada     completando o volume 
 
Volume final      10 µl 
 
 

As reações de amplificação  foram realizadas em frascos de 50 µl, em termociclador PTC-

200 (MJ Research, Watertown, MA, EUA), utilizando-se o seguinte programa:  

 

 

Nº do CICLO TEMPERATURA (ºC) TEMPO 

1 94°C 10 seg. 

2 50°C 5 seg. 

3 60°C 4 min. 

     * Repetir 25 vezes os ciclos nº1, nº2 e nº3 

4 4°C 10 min. 

     * Fim da reação   

 

Tabela 3 – Etapas da amplificação com polimerase em cadeia  (PCR) para 

sequenciamento genético. 

 

3.4.2.  Purificação dos produtos de amplificação por PCR 

 

Os produtos resultantes das reações de amplificação foram precipitados em tubos 

de 1,5 ml utilizando-se 2 µl de acetato de sódio 3M, pH 4,6 e 50 µl de etanol a  100%. O 

precipitado foi agitado em misturador tipo Vortex® e, após repouso em bacia com gelo 

(4°C), centrifugado a 13.200 rpm por 30 min. Posteriormente o sobrenadante foi 

desprezado e o resíduo lavado com 250 µl de etanol a 70%. Após uma nova centrifugação 
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a 13.200 rpm por 30 min o resíduocontendo DNA foi colocado em ar ambiente para 

secagem. 

 

3.4.3. Sequenciamento genético automatizado 

 

As amostras contendo DNA foram re-suspensas em 20 µl de reagente tipo 

Template Suppression Reagent (P/N 401674) (Perking Elmer, E.U.A.), agitadas em 

misturados tipo Vortex® , centrifugadas a 13.200 rpm e aquecidas a 95°C por 2 min. Após 

nova agitação as amostras foram novamente centrifugadas e inseridas no sequenciador 

automático ABI PRISM 310 (Perking Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.). 

 

3.5. TRANSFERÊNCIA GENÉTICA MEDIADA POR LIPOSSOMAS 

CATIÔNICOS 

 

3.5.1. Protocolo experimental  

 

Com o objetivo de avaliar a função do gene A1 ou de seus mutantes (A1∆m) em 

CE, utilizamos o método de transferência genética mediada por lipossomas catiônicos 

[FELGNER et al., 1987; ROSE, BUONOCORE, WHITT, 1991].  

BAEC em cultura foram co-transfectadas utilizando-se Lipofectamine® (Gibco, Life 

Technologies, Grand Island, NY, E.U.A.). Cada experimento foi realizado em triplicatas em 

capela de fluxo laminar em condiçoes estéreis. BAEC foram cultivadas em frascos de 

cultura contendo 6 poços/frasco (Nalge Nunc International, Roskilde, Dinamarca). 
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Em cada poço utilizamos a seguinte mistura de plasmídeos (Figura 16): 

 

Plasmídeos de expressão:  

• 0,7 µg/poço de plasmídeos pAC vazio (controle) ou contendo o gene A1 (wild 

type ou A1∆m); 

Plasmídeos repórteres: 

• 0,6 µg/poço de plasmídeos repórter NF-κB-luciferase; 

• 0,3 µg/poço de plasmídeos repórter RSV/β-gal. 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Transferência genética mediada por lipossomas catiônicos. 

 

BAEC em frascos de cultura contendo 6 poços foram lavadas 2 vezes com DMEM a 

37°C desprovido de SFB ao atingirem 70% de confluência. Plasmídeos de expressão [pAC, 

Plasmídeos (DNA) 

• A1 ou A1∆m 

• NF-κB-luciferase 
• RSV/β-gal 
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pAC.HA-A1 ou pAC.∆m (0.7 µg/poço)] e repórteres [RSV/β-gal (0.3 µg/poço) e NF-

κB/luciferase (0.6 µg/poço)] foram pré-incubados com Lipofectamine® (8 µg/poço) 

durante 30 min em DMEM a 37°C desprovido de SFB. Posteriormente a mistura contendo 

os 3 tipos de plasmídeos foi adicionada a cada poço lavado (1ml/poço).  

Após um período de incubação de 5 h em estufa com CO2 a 5% a 37°C, 

adicionamos 1 ml de meio de cultura contendo soro fetal (20% de SFB em DMEM) com a 

finalidade de interromper o processo de transfecção e limitar a toxicidade induzida pelos 

lipossomas catiónicos (ref). Após novo período de incubação durante a noite (16 h) o meio 

de cultura foi trocado (DMEM com SFB a 10%, 50 UI/ml de penicilina, 50 µg/ml de 

estreptomicina e 2 mM de L-glutamina). Em seguida as células em cultura foram re-

incubadas por um período adicional de 24 h antes da realização dos experimentos de 

indução ativação de CE. 

  

3.5.2. Indução de ativação de CE 

 

O processo de ativação das CE in vitro foi realizado através da utilização de TNF 

recombinante humano (100 UI/ml). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, 

com os resultados expressos em erro padrão (+SE) em pelo menos 3 amostras. Poços de 

cultura de células contendo BAEC não estimuladas foram utilizados como controle. A avaliação 

do grau de ativação das CE em cultura foi realizada através da mensuração de 

chemiluminescência, a partir da atividade enzimática dos genes repórteres luciferase e β-

galactosidase [BRASIER, TATE, HABENER, 1989; JAIN & MAGRATH, 1991]. 
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3.5.2.1. Coleta das CE para medida de atividade de luciferase e ββββ-

galactosidase  

 

CE foram coletadas 7 horas após a estimulação com TNF. Os frascos de cultura 

foram lavados 2 vezes com PBS a 4°C e posteriormente as BAEC foram lisadas com 200 

µl/poço de tampão de lise (0,1 M de KH2PO4, Triton a 0.05% e 1 mM  de DTT) a 4°C em 

câmara fria. Lisados celulares foram transferidos para placas contendo 96 poços com 

fundo em V (Nalge Nunc International, Roskilde, Dinamarca) e centrifugadas por 10 min a 

2.500 rpm a 4°C. Amostras de sobrenadante foram utilizadas para mensuração de 

atividade de luciferase e de β-galactosidase. 

 

3.5.2.2. Mensuração de atividade de luciferase e ββββ-galactosidase 

 

A atividade enzimática de luciferase foi mensurada em equipamento tipo 

luminômetro modelo Microlumat LB 96P (Berthold Detection Systems, Pforzheim, 

Alemanha). Para cada reação, realizada em placas de 96 poços, foram misturados 10 µl de 

extrato celular e 90 µl de uma solução contendo 24 mM de glicil-glicina (pH 7.8), 2 mM de 

ATP (pH 7.5) e 10 mM de MgSO4. Utilizamos como substrato para a reação uma mistura 

de 24 mM de glicil-glicina e 0,1 mM de luciferina (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, 

E.U.A.). 

Para mensuração da atividade enzimática de β-galactosidase utilizamos o produto 

Galacto-Light® (Tropix, Inc., Bedford, MA, E.U.A.). A reação foi realizada em placas 

contendo 96 poços, onde foram misturados 10 µl de extrato celular e 40 µl de uma 

diluição 1:100 de galacton por poço. A leitura de atividade foi realizada em equipamento 
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luminômetro modelo Microlumat LB 96P (Berthold Detection Systems, Pforzheim, 

Alemanha) tendo como substrato enzimático o produto Tropix Light Emission Accelerator 

(Tropix, Inc., Bedford, MA, E.U.A.).  

Os resultados das atividades enzimáticas de luciferase e de β-galactosidase foram 

indexados de acordo com a seguinte fórmula:  

 

L.A./ββββA X 100 

 

Onde: L.A. significa atividade medida de luciferase e βA representa a atividade 

medida de β-galactosidase. Os resultados obtidos através dessa indexação foram 

expressos como unidades de iluminação relativa (u.r.l.).  

 

3.5.3. Indução de apoptose de CE 

 

Como já foi descrito, CE são habitualmente resistentes à apoptose induzida por 

estímulos inflamatórios mas tornam-se sensíveis quando a síntese protéica é inibida. O 

processo de indução de apoptose de CE in vitro foi obtido, através da estimulação com TNF 

em CE tratadas com o inibidor de síntese protéica cicloheximida (CHX). Todos os experimentos 

foram realizados em triplicatas, com os resultados expressos em erro padrão (+ SE) em pelo 

menos 3 amostras. Poços de cultura de células contendo BAEC tratadas com CHX, porém não 

estimuladas, foram utilizados como controle.  
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3.5.3.1. Indução de apoptose 

  

Com o objetivo de analisar a função anti-apoptótica do gene A1 e mutantes A1∆m 

transferidos para CE utilizamos o protocolo experimental descrito na seção 3.5.1. com 

pequenas variações. BAEC cultivadas em frascos de cultura com 6 poços foram co-

transfectadas utilizando-se o reagente lipofectamine plus® (Gibco, Life Technologies, 

Grand Island, NY, E.U.A.). Os mesmos plasmídeos de expressão descritos acima (A1, 

A1∆m ou controle pAC) foram utilizados, porém na concentração de 1 µg/poço. Utilizamos 

como plasmídeo reporter apenas o  RSV-β-gal, na concentração de 0.5 µg/poço. Após 24 

h de transfecção com os plasmídeos citados, BAEC foram tratadas com 2 µg/ml of CHX 

(Sigma-Aldrich, Co., Irvine, Reino Unido) (grupo 1) ou com 2 µg/ml of CHX seguido de 

200 UI/ml de TNF,após 30 min (grupo 2). Após 12 h de incubação com os respectivos 

tratamentos as células foram fixadas com glutaraldeído a 0,05% e coradas com 5-bromo-

4-cloro-3-indolil β-D-galactopiranosida por 4 h 

 

3.5.3.2. Análise de viabilidade celular 

 

BAEC foram analisadas por m.o. com contraste de fase 4 h após o período de 

coloração descrito acima. A viabilidade celular foi avaliada por 2 observadores distintos, 

contando-se o número de células coradas em azul (positivas para β-galactosidase) em 10 

campos escolhidos aleatóriamente, com aumento de 40 vezes por poço. Os resultados de 

viabilidade celular estão expressos em percentual, analisando-se o percentual de células 

viáveis no grupo 2 (CHX/TNF) com relação ao número de células viáveis no grupo 1 

(CHX). 
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3.6. ISOLAMENTO E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

3.6.1. Isolamento de proteínas 

 

Extratos citoplasmáticos foram preparados, a partir das culturas de BAEC 

transfectadas, para isolamento de proteínas. Placas de cultura contendo 6 poços cada 

(aproximadamente 106 CE/poço) foram lavadas 2 vezes com PBS a 4°C, re-suspensas com 

a utilização de micropipetas de 1000 ml e, a seguir, centrifugadas por 10 min a 2.500 rpm.  

Em seguida o sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo CE foi incubado por 

30 min a 4°C em tubos tipo Eppendorf® de 1,5 ml contendo 70 µl de tampão de lise (10 

mM TRIS pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% TritonX-100) adicionado de aprotinina (0,5 µg/ml), 

leupeptina, antipaina, e 0,5 mM de PMSF. A pós o período de incubação o lisado foi 

submetido centrifugação por 30 min a 13.200 rpm. Em seguida o sobrenadante foi 

coletado e submetido a quantificação proteica. 

 

3.6.2. Quantificação protéica 

 

A quantificação protéica dos extratos citoplasmáticos foi realizada utilizando-se o 

método descrito por Bradford [1976]. Diluímos 1 parte o reagente azul de Coomassie G-

250 (Bio-Rad, Life Laboratories, NY, E.U.A.) em 4 partes de água bi-destilada deionizada, 

distribuindo a mistura em tubos de 1 ml por reação. Amostras de estratos citoplasmáticos 

foram diluídas em tubos individuais e, após 5 min de incubação em temperatura ambiente 
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a absorbância foi medida a 595 nm de comprimento de onda em espectrofotômetro 

modelo DU 640 (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, E.U.A.). 

 

3.6.3. Immunoblotting 

 

Para detecção da expressão das proteína A1 e mutantes de A1 utilizamos a técnica 

de immunoblotting [SHAPIRO, VINUELA, MAIZEL, 1967; TOWBIN, STAEHELIN, GORDON, 

1979]. Após preparação de um gel de poliacrilamida a 12,5%, 20 µg de proteína 

citoplasmática de BAEC foi depositada por poço e o gel submetido a eletroforese 

utilizando-se mini-cubas (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Em seguida procedeu-se à 

transferência protéica para membranas tipo Immobilon-P (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.) 

utilizando-se equipamento de transferência semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.A.). 

Após 1 h de transferência a 40 mA as membranas foram retiradas do equipamento e 

banhadas em solução contendo leite desidratado diluído a 5% em tween 20 PBS. Cada 

membrana foi incubada com a mesma solução durante a noite a 4ºC e na manhã seguinte 

a reação para detecção de proteína HA-A1 foi realizada, utilizando-se um anticorpo 

primário monoclonal de rato anti-hemaglutinina, diluído 1/1000 (Boehringer Mannheim, 

Indianapolis, IN, E.U.A.), seguido de um anticorpo secundário policlonal de cabra anti-rato 

conjugado com peroxidase (Pierce, Rockford, IL, E.U.A.) na diluição 1/3000. A reação foi 

revelada em câmara escura utilizando-se a técnica de quimiluminescência ampliada (ECL, 

Amersham, Arlington Hights, IL, E.U.A.). 
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3.7. TRANSFERÊNCIA GENÉTICA MEDIADA POR ADENOVÍRUS 

 

Com o objetivo de obter alta expressão de proteína A1 transgênica em CE, 

optamos pela construção de um adenovírus recombinante (r.Ad)  a ser utilizado como 

vetor de transferência. A produção de títulos elevados de r.Ad é realizada em células 

geneticamente modificadas do tipo 293 [GRAHAM & PREVEC, 1991].  

Todas manipulações foram realizadas em uma unidade com nível 2 de bio-

segurança, disponível no laboratório. As etapas para construção de r.Ad, descritas a 

seguir, dividem-se em: transfecção, recombinação, purificação, titulação e propagação. A 

confirmação definitiva do sucesso na geração de r.Ad só ocorre após a detecção da 

proteína recombinante em células infectadas pelo vírus.  

 

3.7.1. Construção de adenovírus recombinante (Ad.A1∆∆∆∆TM) 

 

A construção de um adenovirus recombinante codificando o gene A1 desprovido de 

seu domínio transmembrana (A1∆TM), foi iniciada pela transfecção mediada por 

lipossomas catiônicos de células 293 em cultura, de forma semelhante à descrita na 

seção 3.5.1.  Plasmídeos codificando as sequências do adenovirus 5 (Ad5) e do gene A1 

(pJM17 e pAC.HA-A1∆TM, respectivamente) foram incubados com células 293 cultivadas 

em placas de 6 poços ao atingirem 50 a 60% de confluência. Utilizamos uma concentração 

de 2 µg de DNA por poço (0.6 µg of pJM17 e 1.4 mg of A1∆TM) diluídos em 1 ml de 

DMEM (sem antibióticos ou SFB). Após um período de 5 h de incubação adicionamos FSB 

até obtermos uma concentração final de 10% FBS em DMEM. O meio de cultura foi 

renovado no dia seguinte e as placas de cultura observadas diariamente, até a 
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constatação do efeito citopático característico (Figuras 17 a 19), confirmatório da 

recombinação desejada.  

 

 

 

Figura 17 - cultura de células 293 no 4° dia pós-transfecção. Ausência de efeito 

citopático. 40X.  
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Figura 18 - cultura de células 293 no 6° dia pós-transfecção. Efeito citopático inicial.  

40X. 

 

 

Figura 19 - cultura de células 293 no 10° dia pós-transfecção. Efeito citopático completo. 

40X. 
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3.7.2. Purificação e quantificação viral 

 

A etapa seguinte, de purificação viral, foi iniciada pela centrifugação de debris 

celulares coletados dos poços positivos para o efeito citopático. O material foi coletado em 

tubos plásticos estéreis de 50 ml e centrifugados a 7.000 rpm, a 4°C, por 5 min. Em 

seguida, o sedimento foi submetido a 3 ciclos consecutivos de congelamento (nitrogênio 

líquido) e descongelamento (banho maria a 37°C). Após nova etapa de centrifugação a 

13.200 rpm, o sobrenadante - ao qual nos referimos nessa fase como lisado viral cru 

(L.V.C.) - foi coletado para posterior pesquisa de proteína recombinante pela técnica de 

“immunoblotting”. Seguiu-se a infecção de novas células 293 em frascos de culturas com 

96 poços inoculadas com uma diluição de 1011 do L.V.C. Após 5 dias, observamos 

novamente o efeito citopático característico, correspondente a uma única unidade 

formadora de placa (p.f.u.). Após essa etapa, executamos a seleção de clones, utilizando 

5 ml de L.V.C. provenientes de cada poço positivo para efeito citopático através da técnica 

de immunoblotting, descrita na  seção 3.6.3. Foram detectados 7 clones expressando a 

proteína HA-A1∆TM. O clone #14 foi escolhido para as etapas posteriores de purificação e 

amplificação viral, descritas a seguir. 

Inoculamos 20 frascos triplos de culturas de 100 cm2 (Nalge Nunc International, 

Roskilde, Dinamarca), contendo células 293 confluentes a 90%, com o sobrenadante do 

L.V.C. do clone #14. Após um período de observação de 5 dias, pudemos constatar o 

efeito citopático característico em todos os frascos. Debris celulares foram novamente 

coletados em fracos de 50 ml e centrifugados a 7.000 rpm a 4°C por 5 min, conforme 

descrito acima. O L.V.C. provenientes destas células foi então submetido a 2 etapas de 

ultra-centrifugação por 1 h a 48.000 rpm, a 20°C, em ultra-centrífuga modelo Beckman L-
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8 M (Beckman Inc., E.U.A.), misturando-se 5 ml do sobrenadante, 3 ml de 1.45 g/cm3 

CsCl e 3 ml de 1.33 g/cm3 CsCl, utilizando-se uma seringa com agulha 19G para evitar a 

formação de bolhas de ar. Após essa etapa de ultra-centrifugação pudemos observar a 

formação de 2 camadas, visíveis a olho nú, correspondentes aos capsídeos virais vazios 

(camada superior) e ao vírus íntegro (camada inferior). Após aspiração da camada 

correspondente ao víru íntegro procedemos a nova ultra-centrifugação do conteúdo 

diluído em 8 ml de 1.33 g/cm3 de CsCl a 63.000 rpm por 3 horas. Como resultado dessa 

nova etapa pudemos detectar uma única camada correspondendo ao vírus purificado. A 

etapa final do processo de purificação consistiu da aspiração dessa camada, diluição em 

glicerol estéril a 10% e, finalmente, a uma diálise do conteúdo em micro-câmara contra 1 l 

de dialisado (Tris 10 mM pH 7.4, 1 nM MgCl2 in 1 X PBS) a 4°C. composto Tris 10 mM pH 

7.4, 1 nM MgCl2 in 1 X PBS. O objetivo desta última etapa de purificação é o de eliminar 

eventuais resíduos de ClCs aspirados juntamente com o vírus.  
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Figura 20 – Titulação viral em frascos de cultura (96 poços) de células 293. Dia 1 pós-

inoculação. Auséncia de efeito citopático. X 40. 

 
 
Figura 21 – Titulação viral em frascos de cultura (96 poços) de células 293. Dia 4 pós-

inoculação. Efeito citopático inicial. X 40. 
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Figura 22 – Titulação viral em frascos de cultura (96 poços) de células 293. Dia 5 pós-

inoculação. Efeito citopático pleno.  X 40. 

 

Após as etapas de purificação realizou-se a quantificação viral, através da técnica 

de diluição em frascos de cultura com 96 poços. Cada frasco foi inoculado com 1 µl da 

solução viral purificada, diluída 109, 1010, 1011 e 1012 vezes em DMEM contendo 1% de 

SFB. Após o 4° dia de inoculação, contamos o número de poços apresentando efeito 

citopático e calculamos a concentração da solução original em 4X 1011 / µl. 

 

3.7.3. Infecção de CE com rAd.A1∆∆∆∆TM 

 

CE provenientes de aorta de porco (PAEC) foram cultivadas, como descrito na 

secão 3.1.1. PAEC em cultura foram infectadas, ao atingirem 90% de confluência, com 

concentrações crescente (0 a 500 p.f.u.) de rAd.A1∆TM ou de um adenovírus 
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recombinante expressando a proteína β-galactosidase (rAd.β-gal), construído préviamente 

no mesmo laboratório. Até 1 h e 30 min após a inoculação, as PAEC mantidas em meio 

DMEM contendo 1% SFB, suplementado com 125 U/ml de penicilina, estreptomicina (125 

mg/ml) e 2 mM de L-glutamina (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, E.U.A.). Após 

esse período adicionamos SFB inativado por calor, até atingir-se a concentração de 10%. 

O meio de cultura foi trocado na manhã seguinte e as células em cultura permaneceram 

em repouso em estufa contendo CO2 a 5%, a 37°C, por mais 24 horas, quando foram 

então submetidas à pesquisa de proteína A1 recombinante pela técnica de 

immunoblotting, conforme descrito na seção 3.6.3.  

 

3.7.4. Imuno-histoquímica 

 

A expressão de proteína HA-A1∆TM resultante da transferência mediada por 

rAd.A1∆TM em PAEC foi também confirmada pela técnica de imuno-histoquímica, em CE 

centrifugadas em lâminas (cytospins), de acordo com o seguinte protocolo:  

 

3.7.4.1. Coleta de CE 

 

Quarenta e oito horas após a infecção de PAEC com o adenovirus recombinante 

r.Ad.A1∆TM, ou com o adenovirus controle r.Ad.β-gal, lavamos as placas de cultura celular 

com 2 ml de PBS 1X e raspamos delicadamente as CE, com o auxílio de uma régua de 

borracha. Em seguida, suspendemos as CE em PBS na concentração de 2. 105 células/ml.  
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3.7.4.2. Cytospins  e fixação celular 

 

Amostras da solução contendo PAEC suspensas em PBS (2X 105 células/ml) foram 

depositadas em cubas sobre laminas de vidro (2 X 200 µl/lâmina) e centrifugadas no 

equipamento tipo Cytospin 3 (Shandon Lipshaw, Pittsburgh, PA, EUA) durante 7 min a 

1.000 rpm.   Imediatamente após a centrifugação, as laminas foram fixadas com solução 

de isopropanol a 64% e polioxietileno a 15% e deixadas expostas na bancada para 

secagem em ar ambiente. Em seguidas as laminas foram fixadas com solução de acetona 

a 90% e formaldeído a 10% a 4°C por 2 min.  

 

3.7.4.3. Immunoblotting 

 

Após a etapa de fixação, as laminas contendo CE foram lavadas por duas vezes 

com solução salina fosfatada (PBS) e expostas a solução salina albuminada a 5% por 30 

min. Em seguida, foram incubadas em câmara úmida, por 1h, com o primeiro anticorpo - 

monoclonal de rato anti-HA (Boehringer Mannheim, GmbH, Alemanha) diluído 1:100 em 

PBS – ou com um anticorpo controle tipo IgG de rato não específica, nas mesmas 

condições. Após lavagem com PBS durante 10 min, as laminas foram expostas ao segundo 

anticorpo - IgG (H + L) de cabra anti-rato, biotinilado (Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, E.U.A.) - por 1 h, na diluição 1:100. Seguiu-se nova lavagem com PBS e 

as etapas de exposição ao complexo avidina-biotina por 30 min e revelação com o 

complexo diaminobenzeno (DAB), (Vector, Burlingame, E.U.A). Após a etapa de revelação, 

analisamos a expressão nas CE de proteína A1∆TM à m.o. (células marcadas em marrom), 

comparando os  grupos r.Ad.A1∆TM e controle r.Ad.β-gal).  
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3.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados apresentados nesse estudo são produto da execução de pelo menos 3 

experimentos, realizados em triplicatas.  

Os resultados foram analisados pelo teste t de Student (dados paramétricos), e 

estão expressos em valores de média + erro padrão.  

Para a confecção dos gráficos, utilizamos o programa Cricket Graph® for 

Macintosh. 

Foram consideradas significativas as diferenças com valor de P < 0,05.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. ANÁLISE FUNCIONAL DO GENE A1 EM CE 

 
4.1.1. Expressão de proteína A1 e de proteínas recombinantes A1 em CE 

 

Níveis significativos de proteína A1 e mutantes  (A1∆m) foram detectados em BAEC,  

48 h após a transferência genética mediada por lipossomas catiônicos, através da técnica de 

immunoblotting (Figura 23).  

 

 

 

 

Figura 23 – Expressão de proteína A1 e mutantes (A1∆TM, A1polyBH4) em BAEC, 48 

h após a transferência genética mediada por lipossomas catiônicos. NT= CE não 

transfectadas (controle negativo). Immunoblotting; eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 12,5%. 
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4.1.2. Função anti-inflamatória do gene A1 transferido para CE 
 

Com o objetivo de avaliar o efeito da transferência do gene A1 sobre a ativação 

NF-κB em CE, utilizamos o plasmídeo repórter NF-κB/luciferase como revelador de 

inflamação destas células, conforme descrito na seção 3.5.2. BAEC foram co-

transfectadas com 0,65 µg/poço do repórter NF-κB/luciferase e 0,7 µg/poço do plasmídeo 

de expressão pAC.HA-A1 ou do vetor pAC (grupo controle). Quarenta e oito horas após a 

transferência genética, BAEC foram estimuladas por 7 h com TNF (200 UI/ml). Em 

seguida, as células foram coletadas para análise de atividade enzimática de luciferase e β-

galactosidase através de quimioluminescência.  

A atividade enzimática basal em BAEC transfectadas com o plasmídeo controle 

(pAC) foi de 7+1 u.r.l. Após o estímulo com TNF, a atividade mensurada neste grupo 

controle foi de 151+ 23 u.r.l. (Figura 24). A co-expressão de proteína HA-A1 inibiu 

significativamente a ativação do repórter NF-κB induzida por TNF em BAEC, que passou 

de 5+0 u.r.l. (basal) para 54+15 u.r.l. (pós-estímulação), conforme demonstrado na 

Figura 24. 

Esses resultados demonstram que o gene A1 transferido para células endoteliais 

exerce uma função anti-inflamatória, através da inibição da ativação do fator de 

transcrição NF-κB.  
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Figura 24 –  Efeito da transferência do gene A1 sobre a ativação do repórter NF-κB 

induzida por TNF (200 UI/ml) em BAEC. P<0,05. u.r.l.= unidades relativas de 

luminescência. 

 

4.1.3. Função anti-apoptótica do gene A1 transferido para CE 

 

 Após a confirmação da expressão protéica HA-A1 em BAEC submetidas a 

transferência genética mediada por lipossomas catiônicos, testamos o efeito protetor do 

gene A1 sobre a apoptose induzida por TNF, em células tratadas com CHX, conforme 

descrito na seção 3.5.3. BAEC foram co-transfectadas com 1 µg/poço dos plasmídeos de 

expressão pAC (controle) ou pAC.HA-A1, além do plasmídeo repórter RSV-β-gal (0,4 

µg/poço). Após 48 h de transferência genética, BAEC foram estimuladas com TNF (200 

UI/ml).  
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 Dezesseis horas após o estímulo, pudemos constatar a morte de 84+4% das células 

no grupo controle (Figura 25). A expressão da proteína HA-A1 conferiu significativa 

proteção contra a apoptose induzida por TNF, conforme demonstrado pela viabilidade de 

63+12% de células no grupo A1 (Figura 25). Esses resultados confirmam que, à 

semelhança dos genes bcl-2 e bcl-xL, o gene A1 transferido para células endoteliais é 

capaz de inibir a apoptose induzida por TNF/CHX, através de mecanismos ainda não 

estabelecidos. 

 

 

 

Figura 25 –  Efeito da transferência do gene A1 sobre a apoptose induzida por 

CHX/TNF em BAEC; P<0,05. 
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4.2.  ANÁLISE ESTRUTURAL DO GENE A1 EM CE 

 

4.2.1. Construção de mutantes do gene A1 e expressão em CE 

 

Análises estruturais da família de genes Bcl-2 demonstraram que são providos de 

um domínio hidrofóbico transmembrana (TM) em sua porção carboxi-terminal, 

responsável pelo ancoramento da proteína à membrana mitocondrial e outras organelas 

[KRAJEWSKI et al., 1993]. Acredita-se que essa função de ancoramento seja fundamental 

para a função anti-apoptótica exercida pela proteína A1 [DURIEZ et al., 2000]. Entretanto, 

estudos realizados em outros genes anti-apoptóticos da mesma família, demonstraram 

que a função anti-apoptótica de bcl-2 e bclxL pode ser exercida na ausência do mesmo 

domínio [HUNTER, BOND, PARSLOW, 1996; BADRICHANI et al., 1999]. Com o objetivo de 

analisar o papel do domínio TM da proteína A1 nas funções anti-apoptótica e anti-

inflamatória em CE, construímos um mutante com deleção dirigida para tal domínio, 

inserido posteriormente no plasmídeo de expressão pAC (pAC.A1∆TM), conforme descrito 

na seção 3.2.3.  

Também questionamos o papel do domínio BH4 do gene A1 nas funções anti-

apoptótica e anti-inflamatória em CE, já que o mesmo domínio encontra-se presente em 

todos os genes anti-apoptóticos da família Bcl-2 e ausente dos genes pró-apoptóticos da 

mesma família (Figura 6), [HUNTER, BOND, PARSLOW, 1996; de MOISSAC, ZHENG, 

KIRSHENBAUM, 1999]. Nesse sentido, utilizando a técnica de OLE-PCR, construímos um 

mutante de A1 desprovido do domínio BH4, inserindo-o posteriormente no plasmídeo de 

expressão pAC (pAC.A1∆BH4), conforme descrito na seção 3.2.3. Finalmente, com o 

objetivo de analisar a função isolada do mesmo domínio em CE, construímos um 
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plasmídeo de expressão codificando o domínio BH4 em sequência repetida por 4 vezes 

(pAC.HA-polyBH4).  

A expressão protéica correspondente aos diferentes mutantes do gene A1, 48 h 

após a transferência mediada por lipossomas catiônicos para BAEC, foi confirmada por 

immunoblotting, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-HA (Figura 26).  

 

Figura  26 – Expressão de proteína recombinante de mutantes do gene A1 (HA-

A1∆m) em BAEC, 48 h após  transferência  genética mediada por lipossomas 

catiônicos. pAC=controle negativo; A1=gene A1 íntegro; A1∆TM=deleção do domínio TM; 

; A1∆BH4=deleção do domínio BH4; polyBH4=sequência codificando o domínio BH4 (4X). 

Immunoblotting; eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. 
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4.2.2. Papel do domínio BH4 na função anti-inflamatória de A1 em CE 

 

A atividade inibitória sobre a ativação NF-κB exercida pelos diferentes mutantes de 

A1 foi analisada, 48 h após a transferência genética mediada or lipossomas catiônicos.  

BAEC transfectadas com os plasmídeos pAC (grupo controle), pAC.HA-A1∆TM e 

pAC.HA-A1∆BH4 foram submetidas a estimulação por TNF (200 UI/ml) durante 7 h. Em 

seguida, lisados celulares foram coletadas para avaliação de atividade enzimática de 

luciferase e β-galactosidase, conforme descrito na seção 3.5.2.1.  Como foi demonstrado 

acima (Figura 24), a estimulação com TNF levou à indução do repórter NF-κB. A co-

expressão da proteína A1 privada do domínio TM (pAC.HA-A1∆TM) inibiu 

significativamente a indução de atividade de luciferase de 179+2 u.r.l. para 47+4 u.r.l. 

(Figura 27). No entanto, a deleção do domínio BH4 de A1 resultou na redução 

significativa (143+9 u.r.l.) da função inibitória da proteína A1 sobre a ativação do repórter 

NF-κB induzida por TNF (Figura 27).  
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Figura 27 –  Efeito da deleção dos domínios TM e BH4 da proteína A1 sobre a inibição 

da ativação do repórter NF-κB em BAEC estimuladas por TNF (200 UI/ml); P<0,05.  

u.r.l.= unidades relativas de luminescência. 

 

 Esses resultados demonstram que o domínio TM não é necessário para a função 

anti-inflamatória de A1 em células endoteliais. Entretanto, o domínio BH4 de A1 é 

essencial para a inibicão da ativação de NF-κB em CE estimuladas por TNF.  

 A confirmação destas conclusões pode ser obtida através da expressão isolada 

do domínio BH4 (polyBH4) em BAEC, que inibiu significativamente (de 151+27 u.r.l. 

para 41+4 u.r.l.) a indução do repórter NF-κB em BAEC estimuladas por TNF, em nível 

comparável ao do gene A1 íntegro, (Figura 28). 
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Figura 28 –  Efeito da expressão isolada do domínio BH4 sobre a ativacão do repórter 

NF-κB em BAEC ativadas por TNF; P<0,05. u.r.l.= unidades relativas de luminescência. 

 

 

 Analisados em conjunto, esses resultados demonstram que o domínio BH4 é 

necessário e suficiente para a execução da função anti-inflamatória de A1, através da 

inibição da ativação do fator de transcrição NF-κB, em células endoteliais. 
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4.2.3. Papel do domínio BH4 na função anti-apoptótica de A1 em CE 

 

 Avaliamos também o papel protetor exercido pelos diferentes mutantes de A1 na 

prevenção de apoptose induzida por TNF (200 UI/ml), em CE tratadas com CHX (2 µg/ml). 

 BAEC foram transfectadas com os plasmídeos pAC (controle), pAC.HA-A1∆TM ou 

pAC.HA-A1∆BH4, pela técnica de lipossomas catiônicos, conforme descrito na seção 

3.5.3.1. 

 O tratamento com CHX seguido de TNF induziu apoptose em níveis comparáveis  

nos grupos controle e A1 ∆BH4 (15,7+4,3% e 16,4+5,7% de viabilidade celular, 

respectivamente), demonstrando que o domínio BH4 é necessário para a função anti-

apoptótica do gene A1 em CE (Figura 29). A deleção do domínio TM não interferiu com a 

função anti-apoptótica do gene A1, já que observamos níveis comparáveis de viabilidade 

celular entre os grupos pAC.A1 (65,5+10,5%) e pAC.HA-A1∆TM (65,4+5,3%), (Figura 

29). 
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Figura 29 –  Efeito da deleção dos domínios TM e BH4 sobre a função anti-apoptótica de 

A1 em BAEC tratadas com CHX (controle) ou CHX/TNF; P<0,05 comparando-se os grupos 

pAC vs. A1 e pAC vs. ∆TM. P=N.S. comparando-se os grupos pAC vs. A1∆BH4.
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4.3.  TRANSFERÊNCIA, MEDIADA POR ADENOVÍRUS, DO GENE A1 PARA CE  

 

Com a finalidade de obtenção de níveis elevados de expressão protéica em CE, 

construímos um adenovírus recombinante codificando o gene A1,deletado de seu domínio TM 

(r.Ad.A1∆TM), conforme descrito na seção 3.7.1. Após a transferência genética mediada por 

esse vírus, verificamos a expressão protéica utilizando as técnicas de immunoblotting e de 

imuno-histoquímica.  

 

4.3.1. Immunoblotting 
 

Níveis progressivos de expressão protéica foram detectados por immunoblotting em 

PAEC, de acordo com a concentração de r.Ad utilizada, expressa em unidades formadoras de 

placa (pfu), variando de zero a 500 pf.u/célula (Figura 30).  

 

 

 

Figura  30 – Expressão de proteína HA-A1∆m em PAEC, 48 h após  transferência  genética 

mediada por adenovírus (rAd.A1∆TM) . Immunoblotting; eletroforese em gel de poliacrilamida 

a 12,5%. Pfu = unidades formadoras de placas. 
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4.3.2. Imuno-histoquímica 

 

A expressão protéica recombinante (HA-A1∆TM), após a transferência genética 

mediada por adenovírus, também pode ser confirmada por imuno-histoquímica, em 

aproximadamente 100% das células endoteliais expostas (PAEC). A especificidade do anticorpo 

monoclonal utilizado (anti-HA) é demonstrada pela ausência de células positivas no grupo 

controle (r.Ad.β-gal), quando comparadas com o grupo r.Ad.A1∆TM. A técnica de imuno-

histoquímica nos permite observar a expressão da proteína A1 transgênica 

predominantemente citoplasmática, conforme demonstrado na Figura 31. 
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A 

 

 

B 

Figura  31 – Expressão de proteína HA-A1∆m em PAEC, 48 h após  transferência  

genética mediada por adenovírus (rAd.A1∆TM). A) rAd.β-gal (controle); B) rAd.A1∆TM. 

Imuno-peroxidase. 100X. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Apoptose e ativação de células endoteliais são fenômenos biológicos comumente 

observados em diferentes condições patológicas, tais como: rejeição aguda e crônica 

de enxertos, vasculites, sepse e síndrome hemolítico-urêmico [COTRAN & POBER, 

1989; LAINE et al., 1997; BRADLEY, WILKS, RUBENSTEIN, 1994]. Numerosos estudos, 

utilizando modelos experimentais in vitro e in vivo, demonstraram que estímulos 

diversos podem induzir a ativação e/ou apoptose em CE; privação de hormônios de 

crescimento, exposição a venenos de cobras, inibição de crescimento celular 

dependente de ancoramento e exposição a substâncias pró-inflamatórias endógenas 

ou exógenas (TNF, IL-1, LPS, etc.) são exemplos de fenômenos capazes de induzir as 

alterações fenotípicas que caracterizam as CE ativadas e, em alguns casos, induzir a 

morte celular programada [ARAKI et al., 1990; ARAKI et al., 1993; ROBAYE et al., 

1991; POLUNOVSKY et al., 1994; HAIMOVITZ et al., 1997]. 

 O fator de necrose tumoral alfa (TNF) é a principal citocina detectada em sítios 

de inflamação, tendo sido demonstrado capaz de induzir inflamação e apoptose em 

diferentes tipos celulares, através de vias de sinalização bem caracterizadas. Estudos 

de ativação do receptor de TNF do tipo 1 (TNF-R1) demonstraram que o TNF promove 

a trimerização destes receptores a nível de membrana celular, promovendo a ativação 

de sítios intra-celulares específicos, denominados domínios da morte (Figura 4). A 

ativação do domínio da morte associado ao receptor TNF (TRADD) inicia a cascata de 

sinalização que leva à ativação do fator de transcrição NF-κB [HSU, XIONG, GOEDDEL, 

1995], enquanto a ativacão do domínio de morte associado ao receptor CD95/Fas 

(FADD) sinaliza para a ativação de caspases, que iniciam o processo de ativação da via 

apoptótica [CHINNAIYAN et al., 1995]. A relação entre as diferentes vias de sinalização 

intra-celular começa, aos poucos, a ser estabelecida (Figura 32).  
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Figura 32 – Ativação do receptor de TNF do tipo 1 (TNF-R1) e vias de sinalização 

intra-celular. 

 

 O receptor de TNF do tipo I (TNF-RI) é expressado na superfície de CE em 

diferentes espécies animais, onde executa uma função crucial no processo de ativação 

destas células, através da ativação do fator de transcrição NF-κB [READ et al., 1994]. 

Habitualmente resistentes à apoptose induzida por TNF, CE tornam-se sensíveis à 

morte celular programada na presença de inibidores de síntese protéica, tais como 

cicloheximida (CHX) ou actinomicina D, demonstrando que a expressão de novo de um 

ou mais genes induzíveis é essencial para a proteção destas [DIXIT et al., 1990].  

 Estudos prévios, realizados no mesmo laboratório, haviam demonstrado que os 

genes anti-apoptóticos A20 e alguns genes da família Bcl-2 (bcl-2, bcl-xL e A1) 

exercem um papel de dupla proteção em CE. Além de bloquearem a via apoptótica, 

através de mecanismos ainda não estabelecidos, estes genes exercem uma ação anti-
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inflamatória em CE, via inibição de ativação do fator de transcrição NF-κB 

[BADRICHANI, 1999; STROKA, 1999]. 

 Contrastando com os genes bcl-2 e bcl-xL, que são expressos de forma 

constitutiva em CE, os genes A1 e A20 apresentam níveis de expressão praticamente 

indetectáveis em CE quiescentes, expressando-se de forma induzida após estimulação 

com citocinas pró-inflamatórias [COOPER et al., 1996; KARSAN, YEE, HARLAN, 1996]. 

Essas características permitiram Ferran e cols. classificar os genes A1 e A20 na 

categoria de “genes protetores induzíveis”, sugerindo que sua principal função nas CE 

seria a de down-regulation da expressão de genes associados ao fenótipo da CE 

ativada [BACH, HANCOCK, FERRAN, 1997]. 

 O mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que a expressão supra-fisiológica 

de genes anti-apoptóticos em CE, obtida através de transferência genética, é capaz de 

inibir a ativação de CE induzida por diferentes estímulos, tais como TNF, IL-1, H2O2, 

trombina e LPS, dentre outros. Utilizando genes repórteres específicos, incluindo 

promotores de E-seletina, IL-8 e IκBα como reveladores, os autores demonstraram 

que a expressão de A20 ou dos genes anti-apoptóticos bcl-2 ou bcl-xL transferidos para 

CE pela técnica de lipossomas catiônicos revelou-se como estratégia eficaz para a 

inibição da expressão de genes associados à ativação de CE [COOPER et al., 1996; 

FERRAN et al., 1998].  

  O gene A1 foi inicialmente reconhecido por suas propriedades anti-apoptóticas 

em linhagens hematopoiéticas, sendo posterormente detectado em tumores gástricos 

[LIN et al., 1993; CHOI et al., 1995]. Inicialmente classificado como gene de resposta 

rápida após estimulação por GM-CSF, o gene A1 teve seu papel valorizado após a 

confirmação de sua participação no processo de regulação de maturação intra-tímica 

de linfócitos T [LIN et al., 1996; CARRIÓ et al., 1998]. A importância da expressão do 

gene A1 também foi ressaltada pela sua necessidade para a sobrevivência de linfócitos 
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B maduros estimulados por CD40 ou por complexo antígeno-anticorpo [LEE et al., 

1999]. Outros estudos demonstram que neutrófilos expressam o gene A1 de forma 

constitutiva, além de terem sua expressão induzida após estímulo com G-CSF ou LPS 

[LIN et al., 1993; HU et al., 1998]. A expressão de A1 em macrófagos tem as mesmas 

características [NOBLE et al., 1999]. Neutrófilos de camundongos que não expressam 

A1-a, um sub-tipo do gene identificado nesses animais, apresentam apoptose 

acelerada como resposta à exposição a LPS ou após migração trans-endotelial 

[HAMASAKI et al., 1998]. Em conjunto, esses achados sugerem que o gene A1 protege 

as CE, neutrófilos e células mononucleares contra apoptose nos sítios de reação 

inflamatória. 

Em CE, o gene A1 é induzido por uma via dependente de proteína quinase C 

(PKC), em resposta a estímulos pró-inflamatórios tais como TNF, LPS e IL-1, exercendo 

proteção celular contra apoptose induzida por ceramidas [KARSAN, YEE, HARLAN, 

1996]. Além dos mediadores solúveis, a expressão de A1 em CE também pode ser 

induzida pelo contato célula/célula, conforme demonstrado em estudos utilizando co-

culturas de monócitos e CE [NOBLE et al., 1999]. Tal achado sugere que a migração 

trans-endotelial de monócitos em locais de inflamação aguda e crônica envia sinais 

para CE levando à proteção contra a morte celular e preservando, dessa forma, a 

integridade micro-vascular. É possível que fatores de crescimento vascular, tais como 

FGF ou VEGF, também possam induzir a expressão do gene A1 em CE, porém esta 

hipótese ainda não foi demonstrada de forma consistente [GERBER, DIXIT, FERRARA, 

1998; NOR et al., 2001]. 

Stroka e cols. [1999], trabalhando no mesmo laboratório, demonstraram que a 

expressão induzida de A1 em CE em resposta a estímulos pró-inflamatórios, é 

dependente da ativação do fator de transcrição NF-κB. Curiosamente, a expressão 

acentuada do fator inibitório IκBα em CE humanas (HUVEC) inibiu a síntese de RNA de 
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A1 após estímulo com LPS ou TNF. Consequentemente, CE expressando IκBα em 

níveis supra-fisiológicos tornaram-se sensíveis à apoptose induzida por TNF/CHX. A 

confirmação de que a ativação do fator de transcrição NF-κB é necessária para 

expressão de A1 foi feita pelos autores através da expressão acentuada, em BAEC, da 

sub-unidade ativadora RelA/p65. Esse estudo demonstrou originalmente a capacidade 

de um gene indutível da família Bcl-2 exercer simultaneamente as funções anti-

apoptótica e anti-inflamatória, via inibição do fator NF-κB em CE. A análise dos níveis 

de  expressão de outros genes anti-apoptóticos da família Bcl-2 em CE, realizada no 

mesmo estudo, revelou que os mesmos permaneceram inalterados após estímulos pró-

inflamatórios semelhantes [STROKA et al., 1999].  

Estudos envolvendo o gene A20 (que não pertence à família de genes Bcl-2), 

demonstraram que o mesmo também é, de forma similar ao gene A1, induzido como 

gene de resposta rápida associado ao processo de ativação de CE [SARMA et al., 1995; 

FERRAN et al., 1998]. O gene A20 também tem sua expressão dependente do fator de 

transcrição NF-κB, executando as mesmas funções anti-apoptótica e anti-inflamatória 

em CE estimuladas [COOPER et al., 1996]. Observamos, portanto, que genes de 

famílias diferentes podem exercer funções semelhantes a partir dos mesmos estímulos 

inflamatórios. Quando expostas a moléculas pró-inflamatórias, as CE ativam seus 

genes protetores como parte do processo de ativação, visando a limitar uma ativação 

inflamatória exagerada (feed-back negativo) e evitando, dessa forma, a morte celular 

programada. Este processo de defesa requer a ativação do fator de transcrição NF-κB, 

cuja inibição pelos genes protetores resulta, em última análise, na diminuição de 

expressão dos próprios. Essa alça de auto-regulação negativa limita a expressão de 

genes pró-inflamatórios e de genes protetores (down-regulation), trazendo a CE de 

volta ao seu fenótipo original de quiescência [BACH, HANCOCK, FERRAN, 1997]. 
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Como já foi exposto, diversas estratégias para inibição do fator NF-κB têm sido 

tentadas com pouco sucesso. O uso de anti-oxidantes é limitado por seus efeitos 

pouco específicos [SHIMURA et al., 1999] e a inibição de ativação de NF-κB, através 

da supra-expressão do fator inibitório IκBα [ANRATHER et al., 1997], resultou na 

sensibilizacão de CE à apoptose induzida por TNF.  

Pelos motivos expostos, consideramos que o gene A1 apresenta-se como ótimo 

candidato para hipótese de um eventual desenvolvimento da terapia genética, voltada 

para doenças que apresentem o processo de ativação e/ou apoptose de CE como parte 

significativa de seu mecanismo fisiopatológico. O gene A1 transferido para CE seria 

teoricamente capaz de conferir às mesmas uma proteção adicional à já existente, 

representada essencialmente pelos níveis constitutivos de outras proteínas anti-

apoptóticas, tais com Bcl-2 e Bcl-xL. Isso nos levou ao estudo atual, que teve como 

objetivos básicos :  

1) avaliar a possibilidade de transferência do gene A1 para CE, mediada por vetores 

virais e não-virais; 2) analisar as funções anti-apoptótica e anti-inflamatória do gene 

A1 transferido para CE por método não-viral; 3) estabelecer uma correlação entre os 

domínios BH4 e TM do gene A1 e as funções protetoras supra-citadas; 4) identificar 

uma sequência ou domínio mínimo, capaz de reproduzir as funções anti-apoptótica e 

anti-inflamatória do gene A1 em CE e, em última análise; 5) construir um vetor viral, 

capaz de transferir o gene A1 de forma adequada para aproximadamente 100% de CE 

expostas ao vírus recombinante. A execução da etapa de número 4 permitiria a 

identificação de um alvo molecular para estudos de desenvolvimento de fármacos 

baseados em estudos de estrutura/função, enquanto o último item poderia contribuir 

de forma significativa para a realização de estudos de transferência genética in vivo. 

A possibilidade de transferência do gene A1 para CE foi confirmada utilizando-

se a técnica de lipossomas catiônicos [FELGNER et al., 1987]. Níveis suficientes de 
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proteína transgênica puderam ser detectados 48 h após a transferência genética 

através da técnica de immunoblotting (Figura 23). Através da utilização de 

plasmídeos repórteres, pudemos demonstrar que a proteína A1 transferida manteve as 

propriedades anti-apoptótica (por mecanismo ainda indeterminado) e anti-inflamatória, 

através da inibição de ativação do repórter NF-κB/luciferase (Figuras 25 e 24, 

respectivamente). A expressão de níveis elevados de proteína A1 inibiu 

significativamente a apoptose induzida pelo modelo CHX/TNF (Figura 25). Ao mesmo 

tempo, a expressão de proteína A1 em CE reduziu significativamente o grau de 

ativação do repórter NF-κB/luciferase (Figura 24).  

As bases moleculares para a função anti-apoptótica de A1 nas CE vêm sendo, 

progressivamente, desvendadas. Dados recentes demonstram que a proteína A1 

dirige-se à membrana mitocondrial através de seu domínio anfipático transmembrana 

(TM). Uma vez ancorado à organela, a proteína A1 inibe a despolarização mitocondrial, 

a perda de citocromo c, a ativação da caspase 9 e das moléculas pró-apoptóticas BID e 

poli(ADP-ribose) polimerase. Por outro lado, acredita-se que a proteína A1 não interfira 

diretamente com a enzima caspase 8 nem com a caspase 3. Estudo recente demonstra 

que a proteção conferida pela proteína A1 contra apoptose induzida por TNF, em CE 

que tenham a ativação NF-κB inibida, é de curta duração (72 h). Esses achados 

levaram os autores a interpretar a função anti-apoptótica de A1 em CE como sendo 

limitada, suficiente apenas para a manutenção da homeostase mitocondrial por um 

curto período, porém incapaz de proteger a CE contra a apoptose induzida por vias 

alternativas (ativação não- mitocondrial de caspases) [DURIEZ et al., 2000].  

A primeira questão abordada em nossa análise estrutural do gene A1 

relacionou-se ao papel exercido pelo domínio TM, responsável pelo ancoramento à 

membrana mitocondrial, na função anti-apoptótica em CE. Um plasmídeo mutante, 

desprovido do domínio TM de A1 (pAC.A1∆TM), foi construído e, após sequenciamento 



Discussão   

 

 

 

 

89

genético automatizado confirmando a deleção desejada, transferido para BAEC in vitro. 

A expressão de proteína recombinante A1 desprovida do domínio TM (A1∆TM) foi 

capaz de inibir a apoptose induzida pelo modelo CHX/TNF em CE em nível semelhante 

ao conferido pelo gene A1 wild-type (65,4+5,3% vs. 65,5+10,5% de viabilidade 

celular, respectivamente; Figura 29). Dados similares foram descritos em estudos que 

correlacionaram a estrutura à função da proteína Bcl-2 em CE [BORNER et al., 1994; 

BADRICHANI et al., 1999], sugerindo que o domínio TM não seja necessário para a 

função anti-apoptótica dos genes anti-apoptóticos da família Bcl-2. Nossos dados 

colocam em dúvida os resultados obtidos por Duriez e cols. [2000], que descrevem o 

ancoramento das proteínas à membrana mitocondrial de A1 como essencial para sua 

função anti-apoptótica em CE. A discrepância observada poderia estar relacionada ao 

uso de diferentes CE, já que os autores citados utilizaram CE microvasculares e 

linhagens celulares, enquanto em nosso estudo analisamos culturas primárias de CE 

aórticas bovinas. Outra possível explicação para a discrepância seria a ocorrência de 

redistribuição da proteína mutante em nível citoplasmático e consequente homo ou 

hetero-dimerização com outras proteínas da família Bcl-2, com ação independente da 

via mitocondrial, como já foi relatado para genes pró-apoptóticos da mesma família 

[VELDE et al., 2000]. O esclarecimento desta hipótese só deverá ocorrer através da 

realização de estudos dirigidos para o mapeamento da distribuição intra-celular da 

proteína A1 e mutantes A1∆TM em CE.  

  Após termos realizado a deleção do domínio TM, aparentemente sem prejuízo 

para a função anti-apoptótica da proteína A1, prosseguimos com o estudo, à procura 

da identificação de pelo menos 1 domínio relacionado à mesma função. Como já 

exposto, o gene A1 codifica 3 regiões homólogas a Bcl-2, os domínios BH1, BH2 e BH4, 

sendo desprovido do domínio pró-apoptótico BH3. Estudos prévios foram realizados, 

correlacionando os domínios de homologia de Bcl-2, funções protetoras dos genes bcl-
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2 e bcl-xL [YIN, OLTVAI, KORSMEYER, 1994; CHENG et al., 1996; HUNTER, BOND, 

PARSLOW, 1996]. Os resultados obtidos apontam para o papel dos domínios BH1 e 

BH2 na homo e hetero-dimerização entre proteínas da mesma família (Bcl-2), 

enquanto o domínio BH4 é responsável pela ligação da proteína Bcl-2 a outras 

moléculas (não-Bcl-2), ainda não completamente identificadas [FERNANDEZ-SARABIA 

& BISCHOFF, 1993; WANG, RAPP, REED, 1996; SHIBASAKI et al., 1997] . O estudo de 

estrutura/função realizado no mesmo laboratório por Badrichani e cols. [1999] 

demonstrou que todos os domínios do gene bcl-2 são necessários para a função anti-

apoptótica em CE. Curiosamente, a deleção do domínio BH4 do gene bcl-2 não 

somente inibiu a função anti-apoptótica do gene em CE como transformou a proteína 

resultante em pró-apoptótica [BADRICHANI et al., 1999]. Diferentes autores relataram 

que a clivagem da porção N-terminal de Bcl-2 na posição asp34 é capaz de converter 

a proteína anti-apoptótica Bcl-2 numa proteína semelhante ao membro pró-apoptótico 

Bax, da mesma família [CHENG et al., 1997; HUANG, ADAMS, CORY, 1998]. Ainda não 

foi possível a identificação completa das enzimas envolvidas nessa modificação pós-

translacional de Bcl-2, mas há evidências de que as proteases da família das caspases 

estejam envolvidas [CHENG et al., 1997; GRANDGIRARD, 1998].  

Baseado nessas informações, procedemos ao estudo de estrutura/função do 

gene A1, construindo um mutante desprovido do domínio BH4 (pAC.HA-A1∆BH4), 

tendo sido utilizada a técnica de deleção dirigida por amplificação de DNA com overlap 

extension (OLE-PCR). Após a confirmação da deleção dirigida por sequenciamento 

genético automatizado, conforme descrito na seção 3.4.3., transferimos o plasmídeo 

codificando o gene HA-A1∆BH4 para CE, utilizando lipossomas catiônicos, e 

procedemos à avaliação da função anti-apoptótica da proteína recombinante. A 

expressão da mesma pelas CE transfectadas foi confirmada por immunoblotting. 

Utilizando o modelo de indução de apoptose de CE por TNF, em CE pré-tratadas com 
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CHX, podemos demonstrar que a deleção do domínio BH4 de A1 interfere 

significativamente com a função anti-apoptótica deste gene em CE. (Figura 29). 

Curiosamente, em contraste com o efeito observado após a deleção do domínio BH4 

em bcl-2 [BADRICHANI et al., 1999], a deleção de BH4 em A1 inibiu a função anti-

apoptótica, mas não transformou a molécula resultante em pró-apoptótica. 

Acreditamos que essa diferença posde ser justificada pela ausência em A1 do domínio 

BH3. Esta interpretacão baseia-se na análise estrutural de alguns membros da família 

Bcl-2 , realizada por cristalografia , que demonstrou que o domínio BH3, quando 

presente, encontra-se internalizado e expõe-se após a clivagem do domínio BH4 

[MUCHMORE et al., 1996]. Supomos que a ausência do domínio BH3 em A1 explique a 

falta de efeito pró-apoptótico da proteína A1∆BH4 aqui observada. Os dados de nosso 

estudo nos permitem correlacionar, de forma original, a função anti-apoptótica do 

gene A1 ao seu domínio BH4.  

Uma análise semelhante foi realizada, com o objetivo de identificar o domínio 

responsável pela função anti-inflamatória do gene A1 em CE, através da inibição da 

ativação do fator de transcrição NF-κB. Inicialmente avaliamos os mesmos domínios 

estudados para a função anti-apoptótica (TM e BH4), através da utilização dos mesmos 

plasmídeos mutantes, pAC.A1∆TM e pAC.A1∆BH4, respectivamente. Para avaliação da 

ativação do fator de transcrição NF-κB, utilizamos o plasmídeo repórter NF-

κB/luciferase, conforme descrito na seção 3.5.1. Nossos dados indicam que o domínio 

TM não é necessário para a função inibitória de A1 sobre a ativação NF-κB, enquanto o 

domínio BH4 é essencial para a mesma função. Os resultados obtidos mostram que a 

deleção do domínio BH4 priva o gene A1 de grande parte de sua função anti-

inflamatória (Figura 27). Analisados em conjunto, esses resultados demonstram que o 

domínio BH4 é responsável por ambas as funções protetoras (anti-inflamatória e anti-

apoptótica) de A1 em CE.  
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A função inibitória exercida pelo domínio BH4 do gene bcl-2 sobre a ativação do 

fator de transcrição NF-κB, já havia sido demonstrada anteriormente por Badrichani e 

cols. [1999]. A confirmação da função inibitória do domínio BH4 do gene A1 sobre a 

ativação do mesmo fator de transcrição pode ser obtida através da clonagem de um 

plasmídeo codificando exclusivamente o domínio BH4 de A1, repetido por 4 vezes em 

seqüência (pAC.HA-polyBH4). Após a realização do sequenciamento automatizado e 

consequente confirmação da mutação desejada, transferimos o plasmídeo pAC.HA-

polyBH4 para CE, pela técnica de lipossomas catiônicos, e avaliamos sua função 

inibitória sobre o repórter NF-κB/luciferase. A expressão de proteína HA-polyBH4, 

confirmada por immunoblotting (Figura 23), conferiu às CE proteção semelhante à do 

gene íntegro (wild-type), demonstrada pela significativa diminuição da ativação dos 

genes repórteres, após estimulação com TNF, nos grupos A1 e polyBH4 (Figura 28).  

As bases moleculares para a compreensão da ação inibitória do domínio BH4 do 

gene A1 sobre o fator de transcrição NF-κB ainda não estão completamente 

estabelecidas. Dados provenientes da literatura sugerem diferentes hipóteses, que têm 

em comum a busca pela identificação de uma ou mais moléculas que interajam com os 

genes anti-apoptóticos da família Bcl-2, levando à interrupção da cascata de 

sinalização e consequente inibição da ativação do fator de transcrição NF-κB. Já foi 

demonstrado que o bcl-2, gene protótipo da família que leva o mesmo nome, pode 

interagir com diferentes moléculas de sinalização: p21Ras, p23Ras, calcineurina e a 

quinase Raf-1 [FERNANDEZ-SARABIA, 1993; WANG, RAPP, REED, 1996; SHIBASAKI et 

al., 1997] . A quinase Raf-1 é um mediador envolvido precocemente na cascata de 

múltiplas vias intra-celulares de sinalização (TNF, LPS, etc.), agindo entre as moléculas 

sinalizadoras  Ras e a quinase ativada por mitógenos (MAPK) [MORRISON & CUTLER, 

1997]. A possibilidade de que as vias de sinalização MAPK e NF-κB se inter-

comuniquem ainda não foi completamente esclarecida, mas a hipótese de que a 
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quinase Raf-1 e algumas moléculas da família Bcl-2 possam interferir com a 

fosforilação e degradação de IκBα é atraente. Para que a hipótese de interação entre o 

domínio BH4 de A1 e a quinase Raf-1 possa ser confirmada serão necessários estudos 

de co-imuno-precipitação destas moléculas. Outra hipótese interessante surge a partir 

da demonstração de que a fosfatase calcineurina interage com a proteína Bcl-2 em 

células T, modulando a ativação do fator de transcrição NF-AT [SHIBASAKI et al., 

1997]. É possível que o efeito anti-inflamatório exercido pelo domínio BH4 de A1 em 

CE seja mediado pela calcineurina, porém essa hipótese não pode ser analisada de 

forma adequada em nosso estudo. Também é possível que outras moléculas, até o 

momento não identificadas, possam estar intermediando a ação da proteína A1 via 

domínio BH4, conferindo, desta forma, a observada dupla função protetora do gene 

em CE. Estudos em andamento no laboratório, envolvendo a construção de um 

sistema de hibridização tipo double yeast hybrid system, poderão acrescentar dados 

para a identificação das moléculas de sinalização envolvidas com a proteína A1 em CE. 

A identificação de possíveis interações entre o domínio BH4 de A1 e moléculas de 

sinalização poderá contribuir para o desenvolvimento de novas medicações para a 

prevenção de apoptose e/ou ativação de CE induzida por TNF. 

 A constatação de que níveis elevados de expressão de A1 transferido para CE 

conferiram dupla proteção às mesmas, nos levou a almejar uma expressão transgênica 

máxima. Como já foi exposto, sabemos que os níveis de expressão proteica obtidos 

pelos métodos não virais de transferência genética são limitados. Por outro lado, a 

transferência genética mediada por adenovírus apresenta numerosas vantagens em 

relação às técnicas não-virais, com destaque para os níveis elevados de expressão em 

cerca de 100% das células. Numerosos estudos experimentais já demonstraram que a 

utilização de adenovírus como vetor de transferência para CE é viável e segura, 

levando à expressão de proteína transgênica elevada em praticamente 100% de 
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células expostas, com baixos níveis de toxicidade [CRYSTAL, 1995; ANDERSON, 1998; 

KELLEY & SUKHATME, 1999; NAKAO et al., 1999, RAJAGOPALAN et al., 2001, 

GANGADHARAN et al., 2001]. Nesse sentido, construímos um adenovírus recombinante 

codificando  para o gene A1, desprovido de seu domínio transmembrana 

(r.Ad.A1∆TM), baseado na análise de estrutura/função do gene A1 que demonstrou 

não ser o domínio TM necessário para suas funções protetoras.  

A construção do r.Ad.A1∆TM foi realizada através da técnica de recombinação 

em linhagens celulares do tipo 293 [GRAHAM & PREVEC, 1991], conforme descrito na 

seção 3.7. Após a realização, com sucesso, de todas as etapas – transfecção com 

lipossomas catiônicos, recombinação, purificação, titulação e propagação viral – 

obtivemos o adenovírus recombinante (r.Ad.A1∆TM) desejado. Quarenta e oito horas 

após a infecção de CE de porco (PAEC) com r.Ad.A1∆TM ou com r.Ad controle (rAd.β-

gal), pudemos detectar a proteína A1 recombinante em aproximadamente 100% das 

células no primeiro grupo, conforme demonstrado por imuno-histoquímica (Figura 

31). Níveis crescente de expressão protéica A1 foram observados, de acordo com a 

concentração viral utilizada, variando de zero a 500 p.f.u./célula, conforme 

demonstrado por immunoblotting (Figura 30). 

De forma resumida, nosso estudo demonstrou que a transferência do gene A1 

para CE e´viável através de técnicas viral e não-viral. A transfecção mediada por 

lipossomas resultou em níveis adequados de expressão gênica. O gene A1 transferido 

preserva suas funções protetoras (anti-apoptótica e anti-inflamatória) em CE, 

evidenciada, respectivamente, pela significativa inibição de apoptose induzida por 

CHX/TNF e pela inibição da ativação do repórter NF-κB pela mesma citocina. 

Resultados similares foram obtidos com a estimulação cas CE por LPS ou IL-1 (dados 

não mostrados). A transferência genética não-viral permitiu ainda a realização do 

estudo de correlação de estrutura e função, focado nos domínios BH4 e TM do gene 
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A1. Nossos resultados demonstram originalmente que o domínio BH4 é necessário para 

a execução das funções anti-inflamatória e anti-apoptótica do gene A1 em CE. 

Demonstramos ainda que o mesmo domínio (BH4) é suficiente para a função anti-

inflamatória do gene A1 em CE, via inibição da ativação do fator de transcrição NF-κB. 

Por outro lado, o domínio TM não é necessário para as funções protetoras da proteína 

A1 em CE. 

Com base nos resultados obtidos, acreditamos que a transferência genética do 

gene A1 para CE deva ser considerada como uma nova possibilidade terapêutica para 

patologias que apresentem os fenômenos de ativação de CE e apoptose, tais como a 

rejeição crônica e aguda de alo ou xenotransplantes, a sepse, a síndrome de resposta 

inflamatória sistêmica, a síndrome hemolítico-urêmico e as vasculites em geral. A partir 

dos dados obtidos, novos estudos experimentais in vitro e in vivo  estão sendo 

iniciados no laboratório, utilizando o adenovírus transgênico codificador do gene 

(Ad.A1∆TM), construído por nós. 

A identificação do papel exercido pelo domínio BH4 na proteção de CE será 

também objeto de novos estudos, farmacológicos e de terapia gênica, que poderão 

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento destas e de 

outras patologias que se caracterizem pelos fenômenos de ativação de CE e apoptose, 

objetivo máximo de nossos esforços. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusões    

 

 

 

 

97

6. CONCLUSÕES 

 

1. A transferência do gene A1 para células endoteliais (CE) é possível, através 

da utilização de técnicas viral e não-viral; 

 

2. O gene A1 transferido para CE preserva suas funções protetoras, anti-

apoptótica e anti-inflamatória; 

 

3. O domínio BH4 é essencial para as funções anti-inflamatória e anti-

apoptótica do gene A1 em CE; neste tipo celular, o domínio BH4 mostrou-

se suficiente para reproduzir a função anti-inflamatória do gene A1 íntegro, 

através da inibição da ativação do fator NF-κB; 

 

4.  O domínio transmembrana (TM) do gene A1 não é necessário, em CE, para 

suas funções anti-apoptótica ou anti-inflamatória;  

 

5. A construção de um vetor viral (r.Ad.A1∆TM), capaz de transferir o gene A1 

de forma adequada para aproximadamente 100% de CE expostas, abre 

novas perspectivas para sua aplicação futura em estudos de transferência 

genética, in vivo ou in vitro, dirigidos para o tratamento de doenças que 

caracterizam-se pela ativação e/ou apoptose de CE. 
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