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Objetivos

Muitos dos quimioterapicos em uso clinico hoje,
como doxorubicina, etoposideo, topotecano,
mitomicina,  cisplatina, = temozolomida e
ciclofosfamida, além da radiac&o ionizante, sdo
agentes causadores de danos ao DNA. No
entanto, sua eficacia é limitada pelo surgimento
de resisténcia, normalmente porque conseguem
eliminar uma vasta maioria das células, mas
uma pequena proporcdo de células com
comportamentos excepcionais sobrevive e
repopula o tumor?.

Neste projeto de bolsa de iniciacdo cientifica
vamos estabelecer dois ensaios utilizando
repOrteres fluorescentes ja estabelecidos e
previamente empregados na literatura: Um
repérter de atividade de ATR, que utiliza um
fragmento da ciclina F fusionado a GFP, de
forma que o repérter é degradado em resposta
a ativacdo de ATR?; e um sistema de vetores
plasmidiais em que quebras de fita-dupla sdo
reparadas por NHEJ ou HR, de forma a re-
estabelecer a expressdo de GFP34,

Este projeto é parte integrante de uma rede
colaborativa de 15 laboratérios de pesquisa de
S&o Paulo e do Rio Grande do Sul, financiada
em conjunto pela FAPESP e FAPERGS, que
busca estabelecer uma colecdo de linhagens
celulares expressando diferentes marcadores
fluorescentes para determinar, em células
Unicas, diferencas na ativacdo de vias de
sinalizacdo  celular como  senescéncia,

autofagia, ciclo celular, apoptose, reparo de
DNA, interferon, estresse de reticulo e MAP
quinases em resposta a diferentes estimulos.

Métodos e Procedimentos

Os plasmideos para expressao dos reporteres
foram adquiridos da Addgene® ou enviados ao
nosso laboratério pelos autores dos estudos
citados. E. coli resistentes a choque térmico
foram geradas mediante tratamento com MgCl..
Os vetores foram expandidos nas bactérias,
purificados e sua identidade checada por
digestdo ou sequenciamento, conforme
necessidade. A concentracdo de plasmideos foi
medida em espectrofotdmetro.

Resultados

Os vetores recebidos foram expandidos em
bactérias, extraidos e digeridos com as enzimas
de restricdo para confirmacao de sua natureza.

Apos a confirmacdo da identidade dos vetores
0s experimentos seguiram com nova expansao
e extracdo por Midi prep, para obtencdo de
gquantidade suficiente para o andamento do
projeto, e estocagem.

Conclusoes

Todos o0s vetores tiveram suas naturezas
confirmadas e se mostraram minimamente
parecidos com o esperado. Eles também foram
expandidos e estocados e agora estdo prontos
para os testes in vitro.
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Devido a pandemia mundial de Sars-Cov-2 a
pesquisa presencial foi suspensa de margo de
2020 até maio de 2021, o que retardou os
trabalhos.

Na proxima etapa os objetivos deste projeto € a
transfeccdo dos vetores de HR e NHEJ em
células RPE e do repérter da via ATR em células
HEK e verificacdo de que eles funcionam como
0 esperado.

1 N
& o \'\) \\'\> Q'\ &Q’\
KL
S A

3 3

Figura 1: Ensaio de eletroforese com o vetor HR na
presenca de Ncol e na presenca de Xhol e Kpnl.
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