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RESUMO

A vulnerabilidade de neurénios dopaminérgicos a insultos quimicos continua
sendo uma questdo relevante na neuropatologia. Estudos anteriores revelam
aumento dos niveis de interferon gama (IFN-y) e da enzima o6xido nitrico sintase
neuronal (nNOS) durante a injuria de células neuronais. Entretanto, até o momento,
nenhum trabalho avaliou se a nNOS afeta a viabilidade de neurdnios
dopaminérgicos expostos ao IFN-y. Para avaliar o papel da nNOS nas respostas
celulares ao IFN-y, o presente estudo realizou silenciamento génico da enzima
NNOS via interferéncia de RNA (RNAI) no modelo de neurodegeneracao de células
SH-SY5Y. Primeiro, analisou-se o conteudo de RNAmM de nNOS através de PCR em
tempo real. Trés RNAs interferentes sintéticos curtos foram testados nos tempos de
8h e 24h, em doses de 18,75nM e 37,5nM. Testou-se também um vetor de
expressdo de grampos curtos de RNA, denominado pnNOS_hum_4400 para o
silenciamento da enzima. Os efeitos do silenciamento de nNOS sobre a viabilidade
das células SH-SY5Y lesadas foram medidas via ensaio de 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-
y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). O melhor efeito de silenciamento de
NNOS ocorreu no tempo de 24h pds-transfeccdo para siRNANNOShum_ 3987 e
SiRNANNOShum_4400, com  diminuicio de 046 e 0,66 vezes.
SIRNANNOShum_4400 e o vetor pnNOS_hum_4400 aumentaram a viabilidade das
células lesadas por IFN-y em 5,0% e 15,8%, respectivamente. Conclui-se que a
enzima NnNOS participa de eventos celulares ligados a injaria de células SH-SY5Y

causada pelo IFN-y.

Palavras-chave: nNOS, doencas neurodegenerativas, interferon gama, IFN-y, RNA

interferente, RNAI.



ABSTRACT

The vulnerability of dopaminergic neurons to chemical insults remains a
relevant issue in neuropathology. Previous studies found increased levels of
interferon gamma (IFN-y) and the neuronal nitric oxide synthase enzyme (nNOS)
during neuronal injury. No previous work, however, has evaluated whether nNOS
affects the viability of dopaminergic neurons exposed to IFN-y. To gain more insight
into the role of NNOS in cell responses to IFN-y, the present study carried out the
enzyme gene silencing by RNA interference (RNAI) in the neuron-like SH-SY5Y
model of neurodegeneration. We first analyzed the nNOS mRNA knocking down by
using a reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR). Three small interfering RNAs were tested at 8h and 24h in doses of 18.75nM
and 37.5nM. We also tested a short-hairpin RNA expression vector named
pnNOS_hum_4400 to improve enzyme knocking-down. nNOS silencing effects on
the viability of injured SH-SY5Y cells were measured by the 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-
y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The highest knocking down in
NNOS mRNA content occurred at 24h post-transfection for SIRNANNOShum_3987
and  siRNAnNNOShum 4400, with 0.46 and 0.66 fold decrease.
SIRNANNOShum_4400 and the vector pnNOS_hum_4400 ameliorate the viability of
cells injured by IFN-y in 5.0% and 15.8%, respectively. We concluded that nNOS

enzyme plays at least a partial role in SH-SY5Y cell degeneration caused by IFN-y.

Key-words: nNOS, neurodegenerative diseases, interferon gamma, IFN-y, RNA

interference, RNAI.
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1 INTRODUCAO

A presente dissertacdo de Mestrado avaliou a participacdo da enzima oxido
nitrico sintase neuronal (NNOS) na injuria de células SH-SY5Y causada por
interferon gama (IFN-y).

A introducdo apresentada a seguir foi estruturada em trés blocos tematicos.
Inicia-se com a descricdo de aspectos relacionados com a morte de neurénios
dopaminérgicos em doencas neurodegenerativas. Esta primeira etapa aborda a
apoptose celular, os papéis do IFN-y, do 6xido nitrico (NO) e da enzima nNOS, no
contexto da neurodegeneracdo. O modelo experimental do presente estudo €
tratado no segundo bloco. Descreve-se de um lado a linhagem SH-SY5Y, e de outro
0 agente apoptotico IFN-y. Finalmente, sdo abordados contetdos sobre interferéncia
de RNA (RNAI), o processo biolégico e seu uso experimental para silenciamento

génico.

1.1 O PROBLEMA BIOLOGICO EM ESTUDO

O presente trabalho utilizou um modelo celular de neurénio dopaminérgico
para estudo da participacdo da enzima nNOS na injuria causada pela citocina IFN-y.
A morte de células neuronais € uma alteracdo comumente observada em doencas
degenerativas do sistema nervoso (1), como o Parkinson, por exemplo. Trata-se de
desordem crénica, progressiva e neurodegenerativa, que afeta de 0,1 a 0,3% da
populacdo mundial (2,3). Muitos dos sinais clinicos s6 se desenvolvem quando ha
perda de 50-60% de neurbnios dopaminérgicos em regides cerebrais especificas,
levando os pacientes a um declinio acentuado na capacidade de executar tarefas
motoras simples (4).

Assim, os pacientes com a doenca de Parkinson apresentam perda de
neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal, que pode ocorrer por morte celular

programada — apoptose (5).
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A apoptose pode ser determinada por alteragbes morfolégicas distintas e
mecanismos bioquimicos dependentes de energia. E considerada como um
componente essencial de varios processos, incluindo a rotatividade de células
normais, o bom desenvolvimento e funcionamento do sistema imunol6égico, bem
como o desenvolvimento embrionério. Este evento celular também ocorre como um
mecanismo de defesa em reac¢des imunologicas ou quando as células séo
danificadas por agentes nocivos (6). Entretanto, a apoptose inadequada € elemento
presente na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas do sistema nervoso
central (7).

Neurbnios podem entrar em apoptose em consequéncia de informacdes
recebidas a partir de seu ambiente interno ou externo. Informagdes internas
dependem do tipo celular, da histéria do desenvolvimento e do estado de
diferenciacdo e maturacdo. Ja os sinais do ambiente externo incluem hormonios,
fatores de crescimento e citocinas, a exemplo do IFN-y utilizado no presente estudo
(8). Ou seja, a ativacdo bioquimica da apoptose ocorre através de duas vias
principais, as vias extrinsecas e intrinsecas, que contam com a ativacdo de
proteinas denominadas de caspases. Estas enzimas sao proteases especificas que
clivam especificamente residuos de acido aspartico (9). Uma vez ativadas as
caspases, a célula estara comprometida de maneira irreversivel com a morte celular.
Ha evidéncias de interconexdes entre as vias intrinseca e extrinseca, com

influéncias reciprocas entre as moléculas sinalizadoras (10).

A seguir serdo feitas breves consideracdes sobre as vias de apoptose. A via
extrinseca origina-se através da ativacdo de receptores de morte da superficie
celular, incluindo a proteina Fas, e resulta na ativacdo de caspases. Tais enzimas
sdo amplamente expressas numa forma inativa na maioria das células e, uma vez
ativadas podem ativar outras caspases. Desta forma, tem inicio uma cascata de
ativacdo de proteases que amplifica a via de sinalizacdo apoptética. As proteinas
mais estudadas com papel na ativacéo desta via extrinseca sao citadas na tabela 1.
A sequéncia de eventos que define esta via tem sido melhor caracterizada nos
modelos de TNF-a/Fas, que se ligam a receptores especificos, desencadeando uma

cascata que culmina na ativacédo da caspase-8 (11).



Tabela 1 - Exemplos de proteinas que participam da via extrinseca de apoptose

Abreviatura Nome da Proteina
TNF-a Tumor necrosis factor alpha
TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1
FasL Fatty acid synthetase ligand
FasR Fatty acid synthetase receptor
FADD Fas-associated death domain
Caspase-8 Cysteinyl aspartic acid-protease 8

Tabela adaptada de Susan Elmore, 2007 (7)

Na via intrinseca, a apoptose envolve um conjunto diversificado de estimulos

gue tém inicio na mitocdndria, envolvendo alteragbes em sua membrana. Ha
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liberacdo do citocromo c e ativacdo associada de caspases, como também eventos

de estresse oxidativo e alteracBes em proteinas relacionadas com a apoptose (9).

O controle e a regulacdo destes eventos apoptoticos mitocondriais ocorre
principalmente por membros da familia de proteinas Bcl-2, que tém um papel

fundamental na sinalizacéo apoptotica intracelular (12). Outras proteinas importantes

na via intrinseca estao descritas na tabela 2, apresentada a seguir.

Tabela 2 — Exemplos de proteinas que participam da via intrinseca de apoptose

Abreviatura Nome da Proteina
Caspase-9 Cysteinyl aspartic acid-protease 9
Bcl-2 B-cell lymphoma protein 2
Bcl-10 B-cell lymphoma protein 10
BAX Bcl-2 associated X protein

BAD Bcl-2 antagonist of cell death

Tabela adaptada de Susan Elmore, 2007 (7)



16

No sentido geral, estudos anteriores sugerem que O estresse oxidativo,
mecanismos de excitotoxicidade e alteracdo do catabolismo de proteinas participam
da cascata de eventos que levam a degeneracdo neuronal na doenca de Parkinson
(13,14). A apoptose citada acima tem participagdo na perda de neurbnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal no Parkinson (15,16). Neste sentido, achados
post mortem mostram que ha aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias, tais
como TNF-a, IL-13 e IFN-y, no cérebro de pacientes com esta doenca, sugerindo
gue a neuroinflamacao contribui para a apoptose neuronal (17).

Citocinas proé-inflamatérias podem ser liberadas por células da microglia (18)
e tem como principal funcdo a defesa imune do sistema nervoso central, em geral
sdo recrutadas apo6s infeccbes do sistema nervoso. Quando ativada no sitio da
lesdo, a microglia sofre mudancas morfologicas, tornando-se capaz de proliferar
intensamente e realizar fagocitose. Além da defesa imune, a ativagéo dessas células
tem importantes consequéncias fisiopatologicas em doencas neurodegenerativas
(19) Neste sentido, estudos anteriores relataram maior densidade de células
microgliais que expressam IFN-y na substancia negra de pacientes com Parkinson,
fator que pode contribuir para a morte de neurénios dopaminérgicos (18).

O papel deletério do IFN-y sobre neurbnios da via nigroestriatal pode ser
desencadeado por dois mecanismos. No primeiro deles, o IFN-y pode causar injuria
sobre os neurbnios dopaminérgicos na substancia negra, pela ativacdo de
receptores especificos que contém dominios de morte intracitoplasmaticos,
conforme descrito posteriormente (20). No segundo mecanismo, o IFN-y pode
induzir a producéo de oxido nitrico (NO) em células gliais (21).

O oxido nitrico, por sua vez, pode se difundir para os neurdnios
dopaminérgicos, desempenhando um papel deletério através da inducdo de
peroxidacdo lipidica e quebras do DNA, bem como a inibicdo da respiracao
mitocondrial e metabolismo da energia (20). O NO é molécula gasosa que participa
de diferentes eventos celulares e dependendo da concentracdo pode apresentar
efeitos benéficos ou tdxicos a célula (22). E formado como subproduto da oxidac&o
da L-arginina em L-citrulina, reacdo quimica catalisada por enzimas Oxido nitrico
sintases (NOS) (23).

Estudos anteriores mostram que o bloqueio farmacologico de NOS reverte os
efeitos da injuria por 6-OHDA (6-hidroxidopamina) em modelos de Parkinson, o que

revela que esta enzima tem papel importante no desenvolvimento da
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neurodegeneracao (24). Trés isoformas das enzimas NOS foram descritas: NOS
neuronal (NNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzida (iNOS) (25).

A enzima Oxido nitrico sintase neuronal (NNOS), objeto do atual estudo,
apresenta variantes genéticos formados por splicing alternativo, havendo trés
principais produtos funcionais: NNOS-a, nNOS-3 e nNOS-y (26,27).

ATG
| E1a | Exon 2 EREAEER
o« cTG
nNOSBRNA| E1a |E3|E4|E5] E6 | 3§

p ATG
nNOSYRNA [ Etb |E3|E4|E5]| E6 | 3
Y

Figura 1 Variantes de splicing da enzima nNOS (nNOSa, nNOS[3 e nNOSy),
obtido de Eliasson et al. (28).

O produto de tamanho completo do gene nNOS é denominado de variante de
splicing nNOS-a. Possui 29 exons que, com exceg¢do do exon 1, sdo todos
transcritos para gerar uma proteina de 1434 aminoacidos com cerca de 160 Kda. A
transcricdo inicia-se no cédon ATG situado no exon 2 (Figura 1). Os variantes de
splicing nNOS-B e nNOS-y ndo apresentam esse exon 2. No caso do variante
NNOS-B, a traducéo inicia-se a partir do codon de iniciacdo CTG situado no exon la,
gerando uma proteina de 136 Kda. O cddon de iniciacdo da nNOS-y (ATG) situa-se
no exon 5, gerando uma proteina truncada de 125 Kda. Os variantes nNOS-f3 e
NNOS-y ndo apresentam o dominio PDZ [Postsynaptic density protein-95 (PSD-
95)/Drosophila disc large/tumor suppressor-zonula occludens-1 protein (ZO-1)].
Assim, esses variantes NNOS-3 e nNOS-y permanecem dispersos no citoplasma. O
variante nNOS-a, ao contrario, possui este dominio PDZ, que media a sua
associacdo com a proteina PSD95, e permanece portanto ancorado a membrana
plasmatica neuronal proximo ao receptor de NMDA (N-metil D-aspartato). Desta
forma, a ativacdo desta isoforma estd relacionada ao influxo de calcio por esse
receptor (27).

Considerando que o IFN-y induz a producdo de NO com participacdo de
nNOS, o silenciamento desta enzima via interferéncia de RNA, por exemplo, poderia

reduzir a producédo de NO, com melhora da viabilidade celular.
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1.2 ABORDAGEM DO PROBLEMA BIOLOGICO — A CELULA SH-SY5Y COMO
MODELO CELULAR PARA O ESTUDO DA DEGENERACAO
DE NEURONIOS DOPAMINERGICOS

1.2.1 A Linhagem Celular SH-SY5Y - Fenétipos e Uso Experimental

A linhagem de células SH-SY5Y utilizada no presente estudo possui muitas
das caracteristicas bioguimicas e funcionais de neurénios dopaminérgicos humanos
(29). Possuem a capacidade de sintetizar a dopamina (DA) porque expressam a
enzima tirosina hidroxilase (TH) (30). Também contém o transportador de dopamina
(DAT), uma proteina expressa apenas em neurbnios dopaminérgicos dentro do
sistema nervoso central (31).

A linhagem SH-SY5Y é um subclone da linhagem SK-N-SH, originalmente
estabelecido a partir de uma biopsia da medula O0ssea de um paciente com
neuroblastoma no inicio dos anos 70 (32). Segundo especificagdes da American
Type Culture Collection — ATCC, o tempo de duplicacdo das células é de 48h.
(informacdo  disponivel no endereco http://www.atcc.org/Products/All/CRL-
2266.aspx#A7931A04156C4C7FA40828AEF707302F).

As células SH-SY5Y (Figura 2) tém sido amplamente utilizadas como modelo
de neurbnios dopaminérgicos para estudos neuroldgicos experimentais. Na pesquisa
de Lopes et al (33), por exemplo, as células SH-SY5Y foram utilizadas para avaliar
respostas de toxicidade da 6-OHDA, enquanto que no estudo de Giordano et al (34),
as ceélulas permitiram testes dos efeitos da rotenona, MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetra-hidropiridina), MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina) e 6-OHDA na inducdo de morte
celular. As células SH-SY5Y também sdo muito utilizadas para o estudo da
expressao constitutiva e induzida de nNOS frente a diferentes toxinas como MPP+
(35) e dissulfeto dialil (DADS), um dos principais componentes de extratos soluveis
em Oleo de alho (36).

Em sintese, a linhagem celular SH-SY5Y pode ser considerada um modelo in
vitro para estudo da degeneracao nervosa dopaminérgica (37), permitindo pesquisas

sobre o papel de mediadores celulares como a nNOS, objeto da atual dissertacao.
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Figura 2 — Morfologia das células SH-SY5Y
(American Type Culture Collection — ATCC)

1.2.2 Agente Apoptético para o Estudo da Degeneracao Neuronal - IFN-y

O Interferon Gama é citocina soluvel, dimerizada, sendo o unico membro do
grupo dos interferons do tipo Il (38). Esta entre os varios agentes quimicos que
induzem a sintese de NO, com papel na apoptose neuronal dopaminérgica (39,40).
A citocina provoca uma formacdo massiva de NO pela enzima iNOS, cuja
transcricdo é regulada pelo fator IRF-1 ou por STAT1 (41,42,43,44). Assim, o IFN-y
exerce a sua acdo desencadeando uma cascata de transducdo de sinal especifica
da via JAK-STAT, responsavel pela regulacdo de diversos genes, tais como IRF-1,
nNOS, INOS, entre outros (45,46). Resumidamente, o IFN-y liga-se a receptores
especificos que ativam cinases Janus (Jaks). Um residuo da subunidade de receptor
IFNGRL1 é depois fosforilado para formar o STAT1 - transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 1. STAT1 liga-se sitios regulatérios denominados GAS (Gamma

Activating Sequence), induzindo a expressao de genes alvos (47).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
http://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%ADmero
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1.3 A METODOLOGIA DE INTERFERENCIA DE RNA (RNAI)
PARA SILENCIAR A ENZIMA nNOS

A interferéncia de RNA é um processo conservado na evolugcdo das espécies,
no qual a expressdao de genes € primariamente controlada em nivel poés-
transcricional, ou seja, a molécula alvo desta regulacédo é o RNAm (48). Comumente
observa-se silenciamento do gene alvo, e isto é de particular importancia quando a
hiperexpressdo génica participa da fisiopatologia da doenca em estudo (49).

O mecanismo biologico que ocorre naturalmente nas células inicia-se com a
expressdo de RNA interferente em fita dupla, que é clivado no citoplasma em
fragmentos de 21-23 nucleotideos pela enzima Dicer. Tais fragmentos sé&o
conhecidos como short interfering RNA (siRNA), também constituidos de duas fitas.
A primeira fita (sense) contém sequéncia de nucleotideos similar a sequéncia alvo
do RNAm, enquanto a segunda fita (antisense) possui sequéncia nucleotidica
parcialmente complementar a esta mesma sequéncia alvo. Estes siRNAs associam-
se a proteinas citoplasmaticas, formando um complexo denominado RNA Induced
Silencing Complex ou RISC. Uma enzima presente no complexo protéico RISC abre
a fita dupla do siRNA, libera a fita sense e acopla-se apenas a fita antisense, cujo o
papel é guiar todo o complexo até o RNAm. A fita antisense anela-se a sequéncia
alvo complementar no RNAmM e o mecanismo de degradacédo é ativado, ocorrendo,
assim, o silenciamento pés-transcricional da expresséo génica (50,51).

Experimentalmente, pode-se mimetizar o0 processo biolégico de RNAI
mediante o0 uso de moléculas curtas de RNA fita dupla, conhecidas como siRNAs
sintéticos (50,51,52). Nestas estruturas sintéticas, a fita antisense possui sequéncia
nucleotidica totalmente complementar a sequéncia alvo do RNAmM. A inducédo do
mecanismo de RNAiI mediado por siRNAs sintéticos € ilustrado na Figura 3a. Assim,
0 uso de siRNAs sintéticos - que agem como silenciadores génicos - tem se
destacado em estudos cientificos sobre papéis de genes na biologia celular e no
processo saude-doenca, bem como na busca de potenciais alvos terapéuticos (53,
54).

Outra forma de induzir o mecanismo de RNAI, € introduzir na célula vetores
de expressao, sejam eles virus ou DNA plasmidial. Uma vez no nucleo das células,

a sequéncia de interesse codificada pelo vetor sera transcrita naturalmente pela
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maquinaria celular. Os transcritos sdo sequéncias de RNA fita dupla na forma de
grampos curtos, dai a denominacdo de short hairpin RNA (shRNA). O shRNA é
levado ao citoplasma, onde sofre um processo de clivagem pela enzima Dicer,
gerando fragmentos curtos de RNA fita dupla. Estes fragmentos curtos de RNA s&o
também siRNAs, formados por duas fitas de nucleotideos complementares (fitas
sense e antisense). Os siRNAs associam-se ao mesmo grupo de proteinas
citoplasmaticas para formar o complexo RISC, que sera guiado até o RNAm pela fita
antisense, induzindo o processo de degradacéo do mesmo (Figura 3b) (51,55).

RISC

Associagao do siRNA com

Citoplasma proteinas/ formagéao do
complexo RISC =

-
"< .

—— Liberagao da
= £ . | vemm ) fita sense
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A A
sintético através da membrana plasmética | } @
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shRNA através das membranas plasmatica e /
nuclear ‘\ / '
. “Nocleo N i
—— RNAm alvo degradado

Figura 3 Mecanismo de interferéncia de RNA. a) llustracdo do mecanismo de interferéncia de
RNA (RNAI) mediada por short interfering RNA (siRNA). Moléculas curtas de RNA fita dupla,
também denominados siRNAs sintéticos, sdo transfectados na célula. Uma vez no citoplasma,
0s siRNAs sintéticos associam-se a proteinas celulares, formando o complexo RISC. O
complexo RISC separa as duas fitas, acoplando-se apenas a fita antisense que reconhece a
sequéncia alvo no RNAm. O RNAm é entdo degradado, finalizando o mecanismo de
interferéncia. b) RNAI mediada por vetores de expressdo de grampos curtos de RNA, short
harpin (shRNA). Vetores de expressdo séo transfectados na célula. Uma vez no nucleo, 0s
shRNAs séo transcritos e exportados para o citoplasma, onde sofrem clivagem pela enzima
Dicer. Os fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, associam-se ao mesmo complexo RISC,
o qual ira degradar o RNAm alvo. Figura adaptada de Takahashi et al (51).
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A interferéncia de RNA revelou-se uma técnica Util na pesquisa biomédica
em estudos de gendmica funcional. No sentido biotecnoldgico, siRNAs sintéticos sdo
agentes para descoberta de potenciais alvos terapéuticos em diferentes doencas,
como imunodeficiéncia adquirida/HIV, hepatite viral, doencas metabdlicas,
neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer (55,56). A versatilidade da técnica se
deve a possibilidade de definir diferentes objetivos de silenciamento, em termos de
linhagem celular e do gene alvo que se pretende regular (49).

No que se refere ao presente estudo, trabalhos anteriores mostram que a
inibicho farmacolégica da enzima nNOS é capaz de reverter eventos
neurodegenerativos em modelos animais, mostrando que a via nitrérgica contém
potenciais alvos terapéuticos (57). Assim, a enzima nNOS pode ser potencialmente
silenciada mediante RNAI para fins de neuroprotecédo, aspecto aqui investigado.

2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a participacdo da enzima NO sintase neuronal (NNOS) na injaria de

células SH-SY5Y causada por IFN-y.

2.2 ESPECIFICOS

a) Determinar o nivel de silenciamento génico de nNOS, obtido com as
estruturas sintéticas SIRNANNOShum_2063, SiRNANNOShum_3987 e
siRNANNOShum_4400, na linhagem celular SH-SY5Y;

b) Avaliar se a estrutura sintética com melhor nivel de silenciamento tem

capacidade de aumentar a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas por IFN-y;

c) Avaliar se vetores de expressao de grampos curtos de RNA interferente
para nNOS tém capacidade de aumentar a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas

por IFN-y.
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3 MATERIAL E METODOS

O atual estudo foi organizado em duas principais etapas experimentais. A
primeira delas trata de ensaios ligados ao silenciamento de nNOS. Inicia-se com o
cultivo de neuroblastomas e transfeccdo das células com siRNA sintéticos
estruturados em lipossomas catioénicos (3.1 a 3.3). A reducao do conteido de RNAm
de nNOS foi entdo determinada mediante extracdo de RNA, transcricao reversa e
analise da expressdo génica por PCR em tempo real (3.4). A segunda etapa do
presente estudo verificou o efeito das estruturas de silenciamento de nNOS sobre a
viabilidade de células SH-SY5Y lesadas com IFN-y. Foram realizados testes de
viabilidade celular por ensaios de MTT (3.5), seguindo-se a analise estatistica dos
dados obtidos em ambas as etapas (3.6).

3.1 SIRNAS SINTETICOS E VETORES DE EXPRESSAO DE GRAMPOS
CURTOS DE RNA INTERFERENTE

O algoritmo Biopredsi foi anteriormente utilizado para identificacdo de alvos
de RNAI na regido codante do RNAm de nNOS (NM_000620.2) (58). As trés
sequéncias alvo de RNAI selecionadas para silenciamento génico de nNOS estéo
descritas na tabela 1.

Com base nestes alvos, foram sintetizados siRNAS - sequéncias sintéticas
de RNA em dupla fita com 21 nucleotideos (Qiagen). O siRNA controle negativo
corresponde a uma sequéncia de nucleotideos sem homologia com qualquer gene

descrito em mamiferos, denominado All Star® (Qiagen, Valencia, Califérnia, EUA).

Tabela 3 - Nomenclatura dos siRNAs e sequéncias alvo de RNAI

Sigla Sequéncia alvo de RNAI Exon Posicdo no cDNA
no cDNA de nNOS codante de nNOS
SiRNANNOShum_2063 5-CACCGAGTCCTTCATTAAGCA-3' 12 2663-2683
SiRNANNOShum_3987 5-CAGCGGCAATTTGATATCCAA-3' 25 4485-4505

SiRNANNOShum_4400 5'-GCGAACGTACGAAGTGACCAA-3 28 4898-4918
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O atual estudo também testou uma estratégia adicional para silenciar nNOS,
um vetor que expressa grampos curtos de RNA (short-hairpins) para a mesma
sequéncia alvo da estrutura SiRNANNOShum_4400 descrita na tabela acima. A
expressdo do grampo de RNA esta sob controle do promotor H1 humano (vetor
pSilencer 3.1-H1 neo, Applied Biosystems, Carlsbad, California, EUA), sendo o vetor
denominado de pnNOShum_4400. O vetor controle foi preparado para expressar um
grampo curto de RNA sem homologia com qualquer sequéncia conhecida do
genoma humano, e denominado pscramble. Os construtos genéticos foram
previamente testados por digestdo enzimatica e sequenciamento, para avaliacdo do

processo de clonagem.

3.2 CULTURA DE CELULAS

O presente estudo utilizou a cultura de células da linhagem SH-SY5Y (ATCC®
CRL-2266™) como modelo in vitro de neurbnio dopaminérgico. As células foram
mantidas em meio Dulbecco’s Modified Médium + F12 (DMEM/F12 Gibco™, Cat. N°
12400-024) adicionando-se 10% de soro fetal bovino (FBS Gibco™, Cat. N° 12657 -
029), 1% de Glutamax™ | (Gibco™, Cat. N° 35050-061) e 1% de solugéo
antibidtica/antimicética (Sigma-Aldrish®, Cat. N° A5955), contendo 10000 Ul de
penicilina, 10 mg de estreptomicina e 25 ug de anfotericina B por mL. As células
foram semeadas em frascos com capacidade de 60 mL e mantidas a 37°C em

estufa com 5% de CO, e 95% de umidade.
3.3 TRANSFECCAO CELULAR

As transfeccfes na linhagem SH-SY5Y com siRNAs e vetores de expressao
foram realizadas com o agente lipidico Lipofectamina (Lipofectamine Transfection
Reagent 2000, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), utilizando-se o meio de cultura
Opti-Men | (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. As concentracfes de cada estrutura genética testada, bem como os
pontos temporais avaliados, estdo descritos nas legendas das figuras apresentadas

em resultados.
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3.4 EXTRACAO DE RNA, TRANSCRICAO REVERSA E PCR EM TEMPO
REAL

As amostras de RNA total das células em cultura foram extraidas utilizando-
se kit comercial (RNeasy® Plus Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), e quantificadas
por fluorometria (Qubit®, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). A pureza da
extracdo foi considerada aceitavel para relagcbes de RNA/proteina acima de 1,8. A
integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio.

A seguir, realizou-se a transcricéo reversa para obtencdo do cDNA a partir de
500ng de RNA total, utilizando-se primers randémicos (SuperScript First-Strand
Synthesis System para RT-PCR, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA).

Finalmente, procedeu-se a reacdo de PCR em tempo real no termociclador
7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, Califérnia, EUA). Os
primers sense e antisense para amplificacio de nNOS foram 5'-
GGTGGAGATCAATATCGCGGTT-3' e 5'-CCGGCAGCGGTACTCATTCT-3' (59). O
gene controle endégeno (housekeeping) utilizado foi o GPBP1 (GC-rich promoter
binding protein 1), amplificado pelos primers 5-TCACTTGAGGCAGAACACAGA-3'
e 5-AGCACATGTTTCATCATTTTCAC-3' (60). Os produtos de amplificacdo foram
detectados por meio de intercalacdo do corante fluorescente SYBR Green. A
mistura de amplificacdo foi composta de 5,0 puL de SYBR Green (Applied
Biosystem, Carlsbad, Califérnia, EUA), 2,0 uL de cDNA diluido 1:10, 0,4 pL de cada
primer (10 pmol/uL), e agua milli-Q g.s.p. 10,0 pL. O programa de PCR incluiu
desnaturacao inicial a 95 °C durante 5 min, seguido por 40 ciclos de amplificacao
(95 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 min). Cada ensaio foi realizado em triplicata.
Para determinar o nivel de silenciamento génico foi utilizado o método de

2 -AACt

guantificacao relativa ( ), que representa a reducao no conteddo do RNAm alvo

no grupo silenciado de nNOS em relacdo ao grupo controle (61).
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3.5 DETERMINACAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS SH-SY5Y

A viabilidade celular foi avaliada quantitativamente pelo ensaio colorimétrico
do MTT (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), que se fundamenta na avaliagdo da
atividade mitocondrial. Nesse meétodo, a metabolizagdo do MTT por enzimas
desidrogenases resulta em produto de coloragéo roxa denominado formazan, sendo
gue a intensidade dessa coloragédo indica o grau de viabilidade celular (62). O
método tem sensibilidade para detectar alteracdes na viabilidade das células SH-
SY5Y expostas as neurotoxinas comumente utilizadas nos modelos de Parkinson,
como a 6-OHDA (63).

A andlise dos efeitos do silenciamento de nNOS sobre a viabilidade da células
lesadas por IFN-y foi determinada como se segue. Para os testes de siRNAs, as
células SH-SY5Y foram semeadas a uma densidade de 5x10* células em placas de
96 pocos e incubadas durante 24 horas, seguindo-se a injaria com o agente IFN-y
(37,5 ng/mL). Apos, as células foram transfectadas com siRNANNOShum_4400 ou
scramble (18,75 nM), estruturados em Lipofectamina. Foi realizada incubacgéo por 8h
ou 24h, e a viabilidade celular foi determinada por MTT. Resumidamente, 150 pL do
meio contendo o reagente MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados a cada poco e a
placa foi mantida a 37 °C em atmosfera de CO, a 5% e umidade a 95%, por periodo
adicional de 3 horas. Em seguida, removeu-se o meio contendo MTT e adicionou-se
150 pL de dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizar os cristais de formazan
produzidos pela célula. Os resultados foram mensurados por verificacdo da
densidade ¢ptica (OD) a 595 nm. As células do grupo controle, sem tratamento,
foram arbitrariamente consideradas como 100% de viabilidade. Cada tratamento foi

realizado em triplicata e os ensaios foram repetidos trés vezes.

Para anadlise dos efeitos dos vetores de expressdo de grampos curtos de
RNA, a viabilidade das células foi também determinada por MTT. Para isso, as
células SH-SY5Y foram inicialmente lesadas por 24 horas com o agente IFN-y (37,5
ng/mL), em placas de 96 pocos. Os efeitos sobre a viabilidade celular foram
determinados em duas doses do vetor pnNOShum_4400 (0,2 ug ou 0,4 ug) e,

também, em trés pontos temporais (8h, 24h ou 48h).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do presente estudo foram submetidos a andlise estatistica
mediante o uso do programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versao
17. Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média. Utilizou-se
analise de variancia one-way (ANOVA) seguido do teste de Tukey para testar as
diferencas entre multiplos grupos. Diferencas entre pares de grupos foram
analisadas pelo teste t de Student. O nivel de significAncia estatistica adotado neste
estudo foi de p <0,05.

4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DE siRNAS SOBRE O CONTEUDO DE nNOS EM CELULAS
SH-SY5Y

O presente estudo avaliou estruturas genéticas para silenciamento pos-
transcricional de nNOS mediante RNAI. As estruturas sintéticas curtas de RNAs,
SIRNANNOShum_ 2063, siRNANNOShum_ 3987 e siRNAnNNOShum_4400, nas duas
concentragfes testadas (18,75 nM e 37,5 nM), reduziram o conteddo do RNAm de
NNOS no tempo de 8h apos a transfeccéo, conforme resultado de PCR em tempo
real (Figura 4a). Os maiores efeitos de silenciamento de nNOS ocorreram para a
estrutura SIRNANNOShum_2063 (0,64 vezes), seguido de siRNANNOShum_3987
(0,67 vezes), a 18,75 nM.

A concentracdo do siRNA também afetou o nivel de silenciamento de cada
estrutura. Para o siRNAnNNOShum_2063, a menor concentragdo causou maior
efeito silenciador (Fig. 4a, p<0,05). Em contraste, a concentracdo mais elevada do
siRNANNOShum_4400 trouxe o melhor resultado (0,59 versus 0,79 vezes).

Examinou-se também se os efeitos de silenciamento de nNOS obtidos no
tempo de 8h poés-transfeccédo iriam se manter até o tempo de 24h (Fig. 4b). Ambas
as estruturas sSiRNANNOShum_3987 e siRNANNOShum_4400 silenciaram nNOS no
ponto temporal de 24h. O siRNAnNNOShum_ 3987 mostrou maior atividade
silenciadora em relacdo ao siRNAnNNOShum_4400 (0,46 vezes versus 0,66 vezes,
p<0,05). No entanto, o silenciamento causado pelo sSIRNANNOShum_4400 foi dose-

dependente e mais estavel, em ambos os pontos temporais testados, 8h e 24h. O
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SiIRNANNOShum_2063, no ponto temporal de 24 horas, causou aumento no

conteudo de RNAmM de nNOS. Este resultado contrasta com aqueles observados

para demais estruturas, e podera se melhor investigado em estudos posteriores.
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Figura 4 Silenciamento de nNOS na linhagem de células SH-SY5Y mediante tratamentos com
siRNAs. (a) Variagdo do silenciamento de nNOS das estruturas SiRNANNOShum_2063,
SiRNANNOShum_3987 e siRNANNOShum_4400. As barras representam a redugdo do conteldo
relativo do RNAmM de nNOS no tempo de 8h em duas concentracdes diferentes (18,75 nM ou 37,5nM,
n = 3); (b) efeitos temporais de siRNAs sobre o conteido de RNAmM de nNOS. As barras representam
a reducao do contetdo de RNAmM de nNOS nos tempos de 8h e 24h (18,75 nM, n=3). Os resultados
de PCR em tempo real foram normalizados para gene controle enddgeno e comparado com grupo
scramble, arbitrariamente definido com o valor 1 (linha tracejada). O valor relativo de RNAmM de nNOS
foi determinado pelo método de (2**%). * - p <0,05, teste t de Student; ** - p<0,05, ANOVA seguida

pelo teste de Tukey.



29

4.2 EFEITOS DO siRNANNOSHUM_4400 SOBRE A VIABILIDADE DE
CELULAS SH-SY5Y LESADAS POR IFN-y

Nesta etapa do presente trabalho, foi examinado se o silenciamento da
enzima nNOS por siRNAs causaria melhora na viabilidade das células SH-SY5Y
submetidas & injaria por IFN-y.

As células SH-SY5Y foram expostas a citocina (37,5 ng/mL) por 24h, e em
seguida tratadas durante 8h ou 24h com siRNANNOShum_4400 (18,75 nM). O
tratamento de 24h com siRNANNOShum_4400 causou um aumento significativo na
viabilidade das células, conforme determinado pelo ensaio de MTT (Fig. 5a). O
SiRNANNOShum_4400 causou aumento de 5,0% na viabilidade das células, em
comparacdo com o grupo controle ndo tratado (mock). Observou-se também um
efeito inespecifico neste tempo de 24h, no grupo tratado com o siRNA controle
negativo (scramble).
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Figura 5 Efeitos do sSIRNAnNNOShum_4400 sobre a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas por IFN-
y. As células foram expostas ao IFN-y (37,5 ng/mL) durante 24 horas e depois transfectadas com
siRNANNOShum_4400 (18,75 nM) ou scramble, ambos estruturados em Lipofectamina. A viabilidade
celular foi determinada por MTT nos tempos de 8h ou 24h apds a transfecgdo, em sete ensaios
independentes. As barras representam os valores de absorbancia que foram encontrados em grupos
tratados normalizados para o grupo controle ndo-lesionado (linha tracejada). * - p<0,05, Mock versus
scramble, 24h (ANOVA one-way, seguido pelo teste de Tukey); ** - p<0,05, Mock versus
siRNANNOShum_4400, 24h (ANOVA one-way, seguido pelo teste de Tukey).
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4.3 EFEITOS DO VETOR DE EXPRESSAO DE GRAMPOS CURTOS DE
RNA PARA nNOS SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS SH-SY5Y LESADAS POR
IFN-y

Inicialmente, foi escolhida a sequéncia alvo de nNOS a ser utilizada para a
clonagem no vetor, examinando-se os efeitos de cada SiRNA sobre a expresséo do
gene e sobre a viabilidade celular apds injaria. Os resultados revelaram dois alvos
potenciais de RNAI, situados no exon 25, 5-CAGCGGCAATTTGATATCCAA-3
(SIRNANNOShum_3987) e no exon 28, 5-GCGAACGTACGAAGTGACCAA-3'
(SIRNANNOShum_4400). Optou-se pela sequéncia codificada pelo exon 28 devido
as seguintes caracteristicas desejadas: (i) efeito de silenciamento dose-dependente
— 0 conteudo de RNAmM de nNOS diminuiu de 0,79 para 0,59 quando as
concentragbes de siRNA foram aumentadas de 18,75 para 37,5 nM (Fig. 4a) (i)
estabilidade de silenciamento génico de nNOS nos tempos de 8h e 24h, havendo
inclusive aumento da eficacia do silenciamento no tempo de 24h apos a transfec¢ao
(Fig. 4b); (iii) eficacia na melhora de viabilidade celular apods injuria por IFN-y (Fig. 5).
Assim, o vetor de expressao de shRNA direcionado a sequéncia de nNOS codificada

pelo exon 28 foi designado pnNOShum_4400.

A capacidade do vetor pnNOShum_4400 de melhorar a viabilidade celular
apos lesédo por IFN-y foi examinada pelo ensaio de MTT. Em 8h apds a transfeccao,
o vetor (0,2 pg) aumentou em 9,7% a viabilidade das células lesadas (90,2% versus
99,9%, p<0,05, Fig. 6a). O aumento na quantidade de vetor (0,4ug) melhorou a
viabilidade das células no tempo de 24h pds-transfeccdo. Também, a viabilidade das
células SH-SY5Y lesadas mostrou melhora de 15,8% no grupo tratado com
pnNOShum_4400 (0,2 pg) em comparagdo com o grupo scramble (99,0% versus
83,2%, respectivamente. p<0,05, Figura 6a), o que mostra efeitos dependentes da
sequéncia génica. No tempo de 48h apos a transfeccdo, o vetor pnNOShum_4400

nao manteve os efeitos positivos observados nos tempos de 8h (0,2 ug) e 24h (0,4

Hg).
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Figura 6 Efeitos do vetor pnNOShum_4400 sobre a viabilidade de células SH-SY5Y lesadas por IFN-
y. Células SH-SY5Y foram expostas ao IFN-y (37,5 ng/mL) por 24 horas e depois transfectadas com
pnNOShum_4400 ou pscramble (0,2ug ou 0,4ug), ambos estruturados em Lipofectamina. A
viabilidade celular foi determinada por MTT nos tempos de 8h, 24h e 48h apds a transfec¢éo, em sete
ensaios independentes. As barras representam os valores de absorbancia encontrados nos grupos
tratados em relagdo ao grupo controle ndo lesionado (linha tracejada). (a) * - p<0,05, pscramble
versus pnNOShum_4400, 8h; ** - p<0,05, Mock versus pnNOShum_4400, 8h (ANOVA one-way,
seguido pelo teste de Tukey, p<0,05). (b) * - p <0,05, Mock versus pscramble, ou Mock versus
pnNOShum_4400, ou pscramble versus pnNOShum_4400 (ANOVA one-way, seguido pelo teste de
Tukey); ** - p<0,05, Mock versus pscramble e pnNOShum_4400 (ANOVA one-way, seguido pelo
teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

A vulnerabilidade de neurbnios dopaminérgicos é assunto relevante no campo
de estudo da neuropatologia. Evidéncias anteriores tém associado citocinas pro-
inflamatoérias a perda de células dopaminérgicas em doencas neurodegenerativas
como o Parkinson (18,64). No presente trabalho, examinamos se o silenciamento
da enzima nNOS via RNAI iria reduzir os efeitos da injuria por IFN-y em células

imortalizadas com fen6tipo dopaminérgico.

O atual estudo utilizou a linhagem SH-SY5Y, que é uma célula neuronal
dopaminérgica amplamente utilizada como modelo celular de neurénios
dopaminérgicos (37,65). Estudos com células SH-SY5Y tém revelado novos
aspectos de neurodegeneracao a partir do bloqueio farmacoldgico de enzimas ou do
silenciamento génico mediante RNAi (37,66,67,68). O bloqueador de nNOS 7-
nitroindazole (7-NI) protegeu as células SH-SY5Y contra a toxicidade do paraquat
relacionada com a formacao de NO (69). Este farmaco também preveniu a leséo por
MPP* na condicdo em que a nNOS foi expressa (35). Os dados do atual estudo
estdo de acordo com estas publicacbes anteriores, que encontraram beneficios
celulares de Dbloqueio da enzima nNOS. Ao silenciar nNOS com
SiIRNANNOShum_4400, houve aumento na viabilidade das células SH-SY5Y

previamente lesadas por IFN-y.

Neuroprotecdo por bloqueio de enzimas de sintese de NO encontrada em
células SH-SY5Y foi também observada em varios modelos animais de Parkinson
(24,70,71,72,73). Camundongos knockout de nNOS apresentaram menos dano
neuronal por MPP*/MPTP do que os selvagens (74). Com relacdo ao RNAI, o
silenciamento de iINOS por vetores expressando shRNAs mostrou efeito protetor em
areas do cérebro de camundongos contra a neurotoxicidade por 6-OHDA (75).
Futuras investigacfes poderdo avaliar se as estruturas de RNAi para nNOS aqui
propostas, irdo melhorar a viabilidade de neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais,

neste caso em modelos animais da doenca de Parkinson.

Apesar de varios estudos mostrarem que o bloqueio farmacologico de nNOS
previne a degeneracdo dos neurdnios, nenhuma pesquisa anterior avaliou se o
silenciamento génico desta enzima produziria 0 mesmo efeito em modelos de

Parkinson. Duas investigacdes anteriores com RNAi sobre nNOS abordaram outros
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objetivos experimentais, sendo que ambas utilizaram lentivirus para expressar RNAs
curtos. Um deles desenvolveu um “cassete” de expressdo de grampos curtos de
RNA contendo sequéncia do microRNA 30. A mudanca melhorou o efeito do
silenciamento de nNOS, tanto in vitro como in vivo (76). No outro estudo de
lentivirus, foi feita transfeccdo em neurdnios corticais em cultura e, também, injecdo
no cértex do rato (77). Os lentivirus expressaram grampos de RNA para sequéncias
do RNAm alvo codificados pelo exon 10. No presente estudo, os siRNAs foram
direcionados a sequéncias codificadas pelos exons 12, 25 e 28.

A andlise do contetdo do RNAmM de nNOS revelou que todos o0s siRNAs
(SIRNANNOShum_2063, siRNANNOShum_3987 e siRNAnNNOShum_4400) foram
efetivos em silenciar nNOS, ou seja, os alvos foram sensiveis a RNAI. No entanto,
os efeitos de knocking-down variaram de intensidade de acordo com o alvo, a
concentracdo de siRNA e tempo. O melhor resultado foi alcancado por
SiRNANNOShum_3987 em 24 horas poés-transfec¢do, na concentracdo de 18,75nM.
O siRNANNOShum_4400 mostrou uma maior estabilidade nos tempos de 8h e 24h e
revelou um efeito silenciador de nNOS dose-dependente. Variacbes no grau de
silenciamento génico em funcédo da concentracdo de siRNA ou do tempo tém sido

descritas para outros alvos genéticos (78,79).

Estudos anteriores mostram que pacientes com doenca de Parkinson
apresentam niveis mais altos de citocinas no cérebro e no fluido cérebro-espinhal.
Além disso, achados em autopsia de individuos com esta doengca mostram aumento
da densidade de células da glia e de citocinas proé-inflamatorias (IFN-y, TNF-a e IL-
18) na substancia negra (18,80). Estudos em modelos animais de Parkinson
utilizando camundongos com deficiéncia de IFN-y confirmam o papel do IFN-y na
perda de neurénios dopaminérgicos (81). Finalmente, a expressdo aumentada do
IFN-y em camundongos mediante injecdo nos ventriculos cerebrais de adenovirus
capazes de expressar IFN-y foi capaz de causar calcificacdo dos ganglios da base e
degeneracdo nigroestriatal. Estes resultados indicam que o IFN-y pode causar
degeneracdo nigroestriatal dependente da idade, mesmo na auséncia de outros

fatores exdgenos, fato que reforca a importancia desta citocina (82).
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Segundo Montaldo et al (39) e Tekautz et al (40), a atividade pré-apoptotica
de IFN-y envolve NO. A citocina provoca uma formacao massiva de NO por iNOS,
mediante o aumento da expressdo de IRF-1 (41,42,43,44). Estudos posteriores
poderdo avaliar o papel da iINOS nas células SH-SY5Y lesadas com IFN-y, nas
condigdes experimentais do presente estudo.

Até o momento, nenhum trabalho foi realizado abordando o papel da enzima
NNOS em danos neuronais causadas por IFN-y. O atual estudo mostrou, pela
primeira vez, que a estrutura SIRNANNOShum_4400 silenciou a enzima nNOS em
24h pos-transfeccdo. Neste mesmo tempo, ambos o SiRNANNOShum_4400 e o
vetor pnNOShum_4400 aumentaram a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas por
IFN-y, em valores de 5,0% e 15,8%, respectivamente. Tomados em conjunto, 0s
resultados revelaram que o silenciamento de nNOS pode proteger as células SH-
SY5Y contra a injuria causada pelo agente pré-inflamatério IFN-y.

6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram a viabilidade de silenciamento
génico de nNOS na linhagem celular SH-SY5Y, mediante o uso da interferéncia de
RNA. Os dados aqui apresentados sugerem que a enzima nNOS participa de
eventos ligados a injuria por IFN-y, uma vez que a transfecgédo de células SH-SY5Y
com siRNAs e vetores de expressao de shRNA para nNOS causou melhora em sua

viabilidade neste modelo de lesao.
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271.  Analysis of Growth and Invasion of Human
Glioma Cell Lines after Gene Silencing of IL-13Ra2
In Vitro

Bharat H. Joshi,! Pamela Leland,! Raj K. Puri.!

!Tumor Ve and Biotechnology Branch, Division of Cellular
and Gene Therapies, Office of Cellular and Gene Therapy, Center
Jor Biologics Evaluation and R ch, US Food and Drug
Administration, Bethesda, MD.

Previously, we have demonstrated that human brain tumor
specimens and cell lines overexpress IL-13Ra2, a high affinity
receptor for IL-13. We have also shown that this receptor chain can
serve as a target for receptor directed cancer immunotherapy. In this
study, we have examined the function of receptor by IL-13Ra2 gene
silencing using 21-mer synthetic siRNA in human glioma cell lines.
siRNA oligonucleotides were transfected in two receptor positive
glioma cell lines (U251 and A172) and one receptor negative glioma
cell line (T98G) and tumor biology was examined to delineate the
role of receptor in tumor growth and invasion. We were able to
achieve siRNA transfection efficiency to >90% and the expression
was stable for at least two weeks after transfection. In addition, the
degree of IL-13Ra2 silencing in these cell lines was >80% at mRNA
and protein levels in U251 and A172 cell lines compared to mock
transfected control cells (p=0.001). As a control, when T98G cells
were transfected with oligonucleotides, no change in IL-13Ra2
expression was observed as these cells did not express IL-13Ra2.
In radio-labeled IL-13 binding assays, U251 and A172 cells showed
specific binding and this binding was decreased by >70% compared
to mock transfected cells. Consistent with the lack of expression of
IL-13Ra2, T98G failed to show IL-13 binding. U251 and A172 cell
lines are highly sensitive to the cytotoxic effect of an immunotoxin
comprised of IL-13 and a mutated form of Pseudomonas exotoxin
(IL-13-PE), however, when these cells were gene silenced, their
sensitivity to IL-13PE was significantly reduced (p=0.006 compared
to control) as determined by protein synthesis inhibition assays. We
also observed that cell viability of gene silenced U251 and A172 cell
lines was significantly reduced compared to mock transfected control
cell lines (p=0.001), while there was no change in T98G cells, which
suggests that overexpression of IL-13Ra2 gene is critical for their
growth. Clonogenic assays confirmed cell viability results and showed
that IL-13Ra2 silenced U251 and A172 glioma cell lines formed
25 times fewer colonies (p=0.0012) compared to mock transfected
controls. In matrigel cell invasion assays, similar numbers of invading
cells were observed in mock and IL-13Ra2-silenced U251 and A172
cell lines. However, when these cells were stimulated with 1L-13
(10, 25 or 50 ng/ml), cell invasion significantly increased in mock
transfected cells in a dose dependent manner compared to IL-13
treated gene silenced U251 and A172 cells (p< 0.001). T98G tumor
cells did not show such changes in this assay. Based on these results, it
is concluded that IL-13Ra2 expression seems to be important in tumor
cell growth and invasion of human glioma cell lines that naturally
express IL-13Ra2. The role of IL-13Ra2 in vivo in cancer invasion
and metastasis is being investigated.
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272.  Synthetic Double-Stranded siRNA-Based
Therapeutics Targeting nNOS for Prevention of
6-OHDA Neurotoxicity in Neuroblastoma Cells
Nadia R. Ferreira,! Simoneide S. Silva,?> Walter Stiimer,* Licia H.
Faccioli,* Ricardo Titze-de-Almeida,? Elaine Del Bel.!

Lab. Neurofisiologia e Biologia Molecular, FORP, University of
Sdo Paulo- USP, Ribeirdo Preto, SP, Brazil; *Lab. Tecnologias
para Terapia Génica, FAV, University of Brasilia - UnB, Brasilia,
DEF, Brazil; *Molecular Biology of Neuronal Signals, Max-Planck-
Institute for Experimental Medicine, Gottingen, Germany; ‘Lab.
de Inflamagdo e I logia das Par University of Sdo
Paulo- USP, Ribeirdo Preto, SF, Brazil.

The nNOS enzyme is expressed in brain areas submitted to injury,
and its pharmacological blocking can decrease the neurotoxic effects
of 6-OHDA on dopaminergic neurons. This study was aimed to testan
RNAi-based strategy targeting nNOS to prevent neurotoxical effects
induced by 6-OHDA. Firstly, neuroblastoma cells (ATCC® CRL-
2266™ - SH-SYS5Y) were plated in 96-well plates (5X10" cells/well)
and transfected with 150 pmol of siRNA e2 hnNOS, e25_hnNOS,
and e28 hnNOS mixed with Lipofectamine (Invitrogen). The
negative control sequence was the commercial scramble All-Star®
(Qiagen). The cell culture media used in this study were Optimen®
and DMEM® (Gibco), for the first 6h and for the remaining 24h of
incubation, respectively. After transfection, cells were incubated for
24 hours with the neurotoxin 6-OHDA® (15 pM, Sigma). Finally,
the cell viability was determined by using the colorimetric MTT®
(3-(4,5)-dimethylthiahiazol-2-y1)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)
assay. For that, 10 pL of the MTT-labeling reagent (0.5 mg/mL,
Invitrogen) was added to each well and the plate was maintained
at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% air for an
additional 3h-period. The insoluble formazan was dissolved with
dimethylsulfoxide and the determination of MTT reduction was
measured at 595 nm. Control cells without treatment were taken
as 100% viability. Each treatment was performed in triplicate and
the absorbance values were averaged. The assays were repeated
three times. All siRNA sequences targeting haNOS increased the
viability of neuroblastoma cells injured by 6-OHDA compared to
control, and the e28 hnNOS was the most effective promoting an
increase of 8% in cell viability. In conclusion, our study revealed the
potential use of siRNAs to improve the viability of neuronal cells
injured by 6-OHDA in vitro, which hold promise for treatment of
neurodegenerative diseases.

273. Synthetic Double-Stranded siRNAs Can
Silence the Expression of Neuronal Nitric Oxide
Synthase Enzyme (nNOS) from Neuroblastoma
Celis in a Temporal and Dose Dependent Manner
Simoneide S. Silva, Catia F. Lustosa, Nadia R. Ferreira, Elaine
Del-Bel, Ricardo Titze-de-Almeida.

Lab Tecnologias para Terapia Génica, University of Brasilia

- UnB, Brasilia, DF, Brazil; Lab. Neurofisiologia e Biologia
Molecular, FORP, University of Sdo Paulo - USP, Ribeirdo Preto,
SP, Brazil; Molecular Biology of Neuronal Signals, Max-Planck-
I for Experi I Medicine, Géttingen, Germany.

Neuronal nitric oxide synthase enzyme (nNOS) plays a role in
6-OHDA induced dopaminergic neuron degeneration. The enzyme
has three main splicing variants isoforms - alfa, beta, and gama. In
our study, we set up an RNAi protocol to silence the expression of
all nNOS isoforms in neuroblastoma cells in culture. We tested three
double-stranded small-interfering RNAs (siRNAs) - el2_hnNOS,
e25_hnNOS, and e28_hnNOS, targeted to sequences common to a-,
B-, and y-isoforms. The potential targets for RNAi were identified by
artificial neural network algorithms. The 21nt small interfering RNAs
(siRNAs) targeting nNOS mRNA were synthetized by Qiagen. To
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transfect neuroblastoma cells (ATCC® CRL-2266™ - SH-SYS5Y),
we mixed the tesung siRNAs with Llpofecmmme® (Invitrogen). The
negative was the I ble All-Star®

was dissolved with dimethylsulfoxide and the determination of MTT
reduction was measured at 595 nm. Control cells without treatment
were taken as 100% viability. Each treatment was performed in

(Qiagen). Firstof all we determined the siRNA do: p effects
on nNOS mRNA content. For that, cells received each of the nNOS

trip and the absorbance values were averaged. The preliminary
results from our expression vector pKv10 1-3 indicated reduction

targeting siRNAs (e12_/nNOS, e25_hnNOS, e28_hnNOS) or bl
at 18.75 nM or 37.5 nM and were examined at 8h post-f fection

in viabili Y of bl cells injured by neomycin up to 80%,

when administrated 48h after injury. Our inicial results indicated a

Secondly, we evaluated the temporal effects on nNOS mRNA content.
The cells were examined at three time-points: 4h, 8h, and 24h after
siRNAs transfection (37.5 nM). We used commercial kits for RNA
extraction (RNeasy Plus MiniKit®, Qiagen) and reverse

positive role for Eagl in neuronal recovering from injury provoked

by neomycin. The Eagl shRNA expression vector tested here would

be useful in further studies on the role of Eagl in cell signaling, gene
ion, or I i

(SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR

Invitrogen). The relative expression (2*4°T) of nNOS was determined
by quantitative real-time PCR with SYBR Green® (Applied
Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR System). The nNOS primers
were: nNOS_fw 5'-GAACTGGGAGACTGAGGTGGTTC-3"
and nNOS_rev 5'-CTCAGTGCATCCCGTTTCCA-3". The
endogenous housekeeping gene Cullin 1 primers were cull
fw 5'-GCGAGGTCCTCACTCAGC-3" and cull_rev 5'—
TTCTTTCTCAATTAGAATGTCAATGC-3". The PCR mixture
contained the following reagents: SYBR Green mix 5.0 pL., cDNA
500 ng, 0.8 plL. of each primer 10 pM/pL, MilliQ water up to 10 pL.
The gPCR conditions were: initial denaturation step at 95°C for 5
min, followed by 40 cycles of amplification (95°C for 1 min, 60°C
for 1 min). Each sample run in triplicate wells in the same plate.

The siRNAs induced a 1- and dose-d dent reduction of
nNOS mRNA content in SH-SYSY cells in vitro. The highest naNOS
knocking-down occurred at 24 h post-transfection for e25_hnNOS
(20%) and e28 hnNOS (40%). In conclusion, the siRNAs tested in
our study showed a time- and dose-dependent silencing effect on
nNOS expression. The synthetic siRNAs promoted a marked enzime
mRNA knocking-down, which would be useful in studies regard the
role of nNOS in brain degeneration.

274. Eag1 Gene Silencing by Non-Viral
Expression Vector Reduces the Viability of
Neuroblastoma Cells in Cuilture
Juliana G. Sarquis,' Simoneide S. Silva,' Luis Pardo,® Walter
Stithmer,? Elaine Del-Bel,? Ricardo Titze-de-Almeida.!
!Lab. Tecnologias para Terapia Génica, FAV, University of Brasilia
- UnB, Brasilia, DF, Brazil; *Lab. Neurofisiologia e Biologia
Molecular, FORP, University of Sdo Paulo - USP, Ribeirdo Preto,
SP Brazil; *Molecular Biology of Neuronal Signals, Max-Planck-

itute for Experi ! Medicine, Gétti Germanny.

&

Eagl is a potassmm channel wnth four a-subunits, each one
containing six tr hy arranged around
a central pore. Potassium channels play arole in cell cycle regulation
and are involved in tumor development as well. Indeed, Eagl
silencing by RNAi may reduce cell proliferation of various tumor
cell lines. This study was aimed to investigate the effects of a sShRNA

vector targeting Eagl on the viability of neuroblastoma
cells in culture. Firstly, neuroblnsmma cells (ATCC® CRL-2266™ -
SH-SY5Y) were plated in 96-well plates and incubated for 24 hours
with the injuring agent neomycin® (300 pg/ml, Sigma). After that,
cells received 0.2 pg of plasmid vectors mixed with Lipofectamine®
(Invitrogen) and were incubated for 48h. Each of the non-viral vectors
used in this study contained the shRNA Kv10. 1-3 sequence (pKv10.1-
3) or a scrambled negative control sequence (pScramble) cloned into
pSilencer™ 3.1-H1 (Applied Biosystems, Ambion®). The plasmid
effects on cell viability was determined by using the colorimetric
MTT (3-(4, 5)-dimethylthiahiazol-2-y1)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) assay. For that, 15 pL of the MTT-labeling reagent (0.5
mg/mL) in 135 pL of the culture media was added to each well and
the plate was maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
CO, and 95% air for an additional 3 h-period. The insoluble formazan

P POp

275. Time-Dependent siRNA Effects on nNOS
Message in Glioma Cells in Culture

Fernando F. B. Resende,! Simoneide S. Silva,! Fatima M. C.
Caldeira,! Elaine Del-Bel.2 Luis A. Pardo,® Walter Stithmer,?
Ricardo Titze-de-Almeida.!

‘FAV Umversi!y of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil; *Laboratdrio
de N e Biologia Molecular, FORP, University of
Séo Paulo, USP Ribeirdo Preto SP, Brazil; *Molecular Biology
of Neuronal Signals, Max-Planck Institute for Experimental
Medicine, Gottingen, Germany.

Previous studies revealed the role of NOS enzymes and nitric
oxide in the pathogenesis of brain tumors. The aim of the present
study was to determine the temporal effects of a siRNA targeting
the neuronal nitric oxide synthase enzyme (nNOS) in glioma
cells in vitro. For that, we used the siRNA €28 hnNOS, which
targets the nNOS mRNA sequence coded by exon 28. Glioma
cells U-251MG in culture were transfected with €28 hnNOS
(37,5 nM) mixed with cationic liposomes. The effects on nNOS
mRNA content were examined at three ume-pomts 4, 24, and 48
h. The negative trol was the com 1 ble All-Stars™
(Qiagen™). We used commercial kits for RNA extraction (RNeasy
Plus MiniKit™, Qiagen) and reverse transcription (SuperScript™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR, Invitrogen™). The
mRNA content were determined by quantitative PCR with SYBR
Green™ (Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR System) and
presented by the method 2-AACT. The forward and reverse primers
were, respectively, 5 — GGTGGAGATCAATATCGCGGTT — 3’
and 5° - CCGGCAGCGGTACTCATTCT - 3” for nNOS. For the
hounsekeeping gene GC-rich promoter binding protein 1 (GPB1), we
used the primers 5° - TCACTTGAGGCAGAACACAGA — 3’ and
5’~AGCACATGTTTCATCATTTTCAC —3’. We observed reduction
in nNOS mRNA content at the time-points 4 h (0.88 fold) and 24 h
(0.61 fold) post-transfection (figurel). Surprisingly, thenNOS mRNA
content increased to 1.4 fold at 48 h post-transfection. The results
presented here confirmed the time-dependent silencing behavior of
siRNAs and raised the mistery about the nNOS increased expression
observed at 48 h post-transfection.
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Figure 1. Effects of siRNA €28 hnNOS on nNOS content at time
points 4 h, 24 h, and 48 hours post: ion. Dotted line
the scramble negative control values.

276. RNAi-Based Therapeutics Targeting nNOS
for Prevention of Neuroblastoma Cell Apoptosis
Catia F. Lustosa,! Simoneide S. Silva,' Nadia R. Ferreira,? Elaine
Del-Bel,? Ricardo Titze-de-Almeida.!

!Lab. Tecnologias para Terapia Génica, FAV, University of Brasilia
- UnB, Brasilia, DF, Brazil; ’Lab. Neurofisiologia e Biologia
Molecular, FORP, Uni ity of Sdo Paulo - USP, Ribeirdo Preto,
SP, Brazil.

The death of neurons by apoptosis is a key step in natural hlstory

277. Time-Dependent Effects of Synthetic
Double-Stranded RNA on Eag1 Potassium Channel
mRNA Content from Human Glioma Cells
Ludmylla C. Cunha,' André S. Leonardo,' Elaine Del-Bel,2 Luis A.
Pardo,® Walter Stithmer,* Ricardo Titze-de-Almeida.
!Lab. Tecnologias para Terapia Génica, FAV, University
of Brasrlm UnB, Brasilia, DF Brazil; *Laboratdrio de

e Biologi lecular, FORP, Uni ty of Sdo
Paulo, USF, Rlbﬂrao Pmlo SP, Brazil; *Molecular Biology
of Neuronal Signals, Max-Planck Institute for Experimental
Medicine, Gottingen, Germany.

Ether a go-go (Eag) potassxum channels are natively expressed
in Most cancer cell lines and tumor
tissues also expmss Eag], the prototypic Eag potassium channel.
In the present study, we follow the time course of siRNA effects
on Eagl mRNA content from glioma cells in culture. For that, we
used small interfering RNA (siRNA) sequences synthetized by
Qiagen targeted to the previously described mRNA Eag]l interfering
sequence GTCCACTTGGTCCATGTCCAG. The siRNA was
transfected (150pmol) into glioma cells (U251MG) in culture
using Lipofe ine® (Invitrogen). Cells were incubated with
equilibrated-siRNA transfection reagent mix for 4, 8 and 48 h. The
negative control siRNA was the commercial scramble All-Star®
(Qiagen). We used commercial kits for RNA extraction (RNeasy
Plus MiniKit®, Qiagen) and reverse transcription (SuperScript™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR, Invitrogen). The relative
expression (2-AACT) of Eagl was determined by using a quantitative
PCR protocol (qPCR) with SYBR Green® (Applied Biosystem 7500
Fast Real-Time PCR System). The forward and reverse primers
for Eagl were 5° — TCTGTCCTGTTTGCCATATGATGT — 3" and
5" — CGGAGCAGCCGGACAA - 3. For the housekeeping gene
PAPOLA, we used the primers 5- TGTTGGTCACAGATGCTGCT
—3"and 5’- GCTACGAAGACCAGTCCATTG —3’. The PCR mixture

of various degenerative diseases. The nNOS y is

in brain areas submitted to injury, and its blocking can dccmase
its neurotoxic effects. This study was aimed to test an RNAi-based
strategy targeting nNOS to prevent cellular apoptosis. Firstly,
neuroblastoma cells (ATCC® CRL-2266™ - SH-SY5Y) were plated
in 96-well plates (5X10*cells/well) and incubated for 24 hours with
the injuring agent ncomycin® (300 pg/ml, Sigma). After that, cells
received 0.2 pg of plasmid vectors mixed with Lipofcclamine@
(Invitrogen) and were incubated for 48h. The two vectors used in
our study contained the shRNA 28 _hnNOS sequence (pe28_hnNOS)
ora bled negative ble) cloned into
pSilencer™ 3.1-H1 (Applied Blosystems, Ambxon@) Finally, the
cell viability was determined by using the colorimetric MTT (3-(4
5)-dimethylthiahiazol-2-y1)-2, 5-diph lium b

assay. For that, 15 pL of the MTT-| Iabclmg reagent (0.5 mg/mL,
Inv:trogen) was added to each well and the plate was maintained
at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% air for an
addmonal 3h-period. The insoluble formmn was dissolved with
dimethylsulfoxide and the determination of MTT reduction was
measured at 595 nm. Control cells without treatment were taken
as 100% viability. Each treatment was performed in triplicate and
the absorbance values were averaged. The assays were repeated
three times. The nNOS expression plasmid vectors (pe28 hnNOS)
increased the viability of bl cells injured by neomycin
to 10% compared to control, when administrated 48h after injury. In
conclusion we reported here an RNAi-based strategy targeting nNOS
that prevented the neuronal cell. dca‘.h in vitro, which hold promise

for t of neurodeg ive

d the foll SYBR Green mix 5.0 pL, 1 pL of
the reverse transcription reaction mix prepared from RNA 1.5 pg,
0.4 pL of each primer 10 pmol/uL; MilliQ water up to 10 pL. The
qPCR cycles used in our study were: initial denaturaucn step at 95°C
for 5 min, followed by 40 cycles of amplifi [G! i

95°C for 1 min, annealing and extension at 60°C for 1 min). Each
sample run in triplicate wells in the same plate. Relative expressions
of Eagl in treated groups were 0.7, 0.4 and 0.8 fold in companson to
the negative control at 4, 8 and 48 h po: P vs._y
In conclusion, the siRNA targ En l duced ti d
silencing effects on Eagl mRNA from ghoma cells in culture. The
effects were detectable at 4 h and reached their maximum at 8 h post-
transfection. A further study would clarify the dose-response curve
and the resulting effects on cell.

Pluripotent Stem Cells

278. Gene Therapy of Erythropoietic Porphyria
Mice with Induced Pluripotent Stem Cells

Yann Duchartre,' Magalie Lalanne,' Véronique Guyonnet-
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!INSERM U10335, Uni Segalen Borde . Borde 3
France; *Plateforme de V logie, SFR Transbi d, Bordeaux,
France; ’Htslology md Molecular Palholng of Tumors,

Unin i ux, France.
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Erythroponetxc Porphyrias (EP) are inborn error of haem
bi from the deficient activity of a specific enzyme
of t.he haem biosynthetic pathway and accumulation of porphyrins in
erythroid bone marrow cells, erythrocytes, spleen and liver. Porphyrin
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Capitulo 7

QUANTIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

s ensaios de biologia molecular requerem a utilizacdo de quantidades especificas de acidos
nucléicos, sejam eles o DNA ou o RNA. Para se determinar a quantidade de material obtida
apés um processo de purificagdo, é necessario quantifica-los por meio de técnicas
especificas. Desta forma serd possivel avaliar a eficiéncia do processo de extracdo destas
moléculas a partir de tecidos, cultura de células ou outra origem.

Na rotina do laboratdrio de biologia molecular ha basicamente duas formas de
quantificar os acidos nucléicos: a espectrofotometria e a fluorimetria. A seguir iremos descrever, de
forma breve, o fundamento de cada um desses métodos e, ao final desta apresentagdo, vocé podera
definir aquele que melhor ird responder a sua pergunta de acordo com as necessidades do seu
experimento.

l. ESPECTROFOTOMETRIA

Naturalmente que teremos a necessidade de quantificar os acidos nucléicos obtidos ao final
de um procedimento de purificacdo (Cap. 5), por exemplo, antes de seguirmos para outros passos
experimentais. Assim, iremos precisar de um método capaz de determinar a presenga destas
moléculas na amostra em estudo. Para isso podemos empregar a espectrofotometria, que consiste
em ensaio de andlise baseado na absorcdo de luz (energia eletromagnética) pelas substancias. E o
aparelho que utilizamos para esta quantificacdo é o espectrofotometro.

= O que é um espectrofotometro?

O espectrofotdmetro é um instrumento que basicamente mede a quantidade de luz
absorvida por uma molécula (Fig. 7.1). Ha varios fabricantes no mercado; a seguir apresentamos
aquele comercializado pela Thermo, que utilizamos em nosso laboratdrio.
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Fonte: http://www.yu-shing.com.tw

Figura 7.1 Equipamento de espectrofotometria do fabricante Thermo Scientific.

= Como funciona o espectrofotometro?

De forma sintética, o espectrofotdmetro é formado por um conjunto de dispositivos que sdo
basicamente uma fonte de luz, a grade, a cubeta (que ird conter a amostra a ser quantificada), e o
detector. A interacdo entre estes componentes é que irda permitir a quantificacdo do material
presente na sua amostra, o que sera descrito com mais detalhes a seguir. O funcionamento do
espectrofotometro ocorrera entdo da seguinte forma, conforme ilustra a figura 7.2. Em primeiro
lugar, a fonte luminosa ird emitir um feixe de luz e esta por sua vez ird incidir sobre uma grade e
refletir uma luz monocromatica, representada na cor laranja. A luz monocromatica gerada apds
incidir na grade ird, na sequéncia, atravessar uma fenda. E importante ressaltar que esta fenda
permite passar apenas o comprimento de onda previamente especificado pelo pesquisador. Este
feixe de luz que atravessou a fenda serd entdo parcialmente absorvido pela amostra. A outra parte
da luz que atravessou a amostra (ou seja, que ndo foi absorvida) ird incidir sobre o detector.
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Figura 7.2 Representagdo esquematica do funcionamento de um espectrofotémetro.

= O que é efetivamente medido no espectrofotometro?

Como vocé dever ter notado na figura anterior, parte da luz que incide sobre a cubeta é
absorvida e isto ocorre gragas as moléculas de acidos nucléicos presentes na amostra. Esta
propriedade que os acidos nucléicos possuem de absorver a luz sera descrita mais detalhadamente a
seguir. No momento o que precisamos ter em mente é que a quantidade de luz absorvida é
diretamente proporcional a quantidade de moléculas na cubeta. Isto ocorre porque cada molécula
ird absorver certa quantidade de energia luminosa. Finalmente, a luz que incide no detector podera
entdo ser calculada comparando-se a luz incidente (P,) com aquela que emerge do outro lado da
cubeta (P), ou seja, a fragdo da intensidade luminosa que atravessa a cubeta (P/P,). Dessa forma,
podemos concluir que quanto maior a quantidade de DNA na amostra, por exemplo, maior
guantidade de luz serd absorvida por esta mesma amostra.

= De que forma o espectrofotometro reconhece as moléculas de acidos
nucléicos?

Pois bem, continuando a falar um pouco mais sobre a questdo da absorcdo de luz, vamos
refletir um pouco sobre esta interessante propriedade que as substancias possuem de absorver
energia luminosa. E importante notar que toda substancia tem um padrio de absor¢do de energia
caracteristico. Dependendo da composicdo quimica, observam-se um ou poucos comprimentos de
onda que sdo fortemente absorvidos pela molécula. Cada substdncia tem assim um espectro de
absorg¢do e um comprimento de onda especifico no qual ocorre um maximo de absorcao (Fig. 7.3).

Andlises quantitativas podem ser realizadas levando-se em consideracdo o fato de que
determinadas substancias cromdforas, tais como as bases nitrogenadas nos acidos nucléicos e os
aminodcidos nas proteinas, absorvem a luz em comprimentos de onda especificos e diferentes. As
cinco bases encontradas no DNA ou RNA absorvem entre 250 e 270 nm (Fig. 7.3A), de forma que
geralmente se observa um pico de absorcdo em torno de 260 nm em DNA ou RNA de alta massa
molecular. As proteinas podem ser medidas em 280 nm (Fig. 7.3B).
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Figura 7.3. Representacdo esquemadtica do espectro de absorgdo dos acidos nucléicos (A) e das proteinas (B).
Notar o pico de leitura de 260 nm em A, de acordo com a estrutura dos anéis ciclicos das bases nitrogenadas
presentes nos acidos nucléicos. Da mesma forma, em B observa-se o pico com 280 nm, correspondendo aos
anéis aromaticos que compde a estrutura das proteinas.

= Como determinar o grau de pureza de sua amostra?

Ha dois critérios importantes a serem considerados e avaliados apds a extracdo de acidos
nucléicos. O primeiro deles é a integridade, ou seja, avaliar se os acidos nucléicos ndo sofreram
degradacdo no processo de purificagdo. Esta anadlise é feita por meio de eletroforese em gel de
agarose (Cap. 6). O outro critério diz respeito a pureza da amostra. E por que seria importante avaliar
a pureza da amostra? Justamente porque a contamina¢do da mesma por outras moléculas pode
ocasionar sérios erros nas etapas seguintes dos experimentos, podendo comprometer a qualidade
dos ensaios. Ou seja, para que o material seja seguramente utilizado em ensaios posteriores, é
necessario certificar que o mesmo esta livre de contaminagdes por proteinas, por exemplo. Isto pode
ser determinado levando-se em consideragao o diferente padrao de absor¢ao que o DNA (260 nm) e
as proteinas (280 nm) possuem. Esta avaliacdo de pureza pode ser realizada determinando-se a
relacdo entre as absorbancias (As0/Azs0). A razdo esperada variade 1,8 a 1,9 para DNAede 1,9a 2,0
para RNA. A presenca de proteinas na amostra tende a reduzir esses valores, sugerindo a ocorréncia
de problema na extra¢do. Outros compostos aromaticos, tais como fendis, normalmente presentes
nos reagentes utilizados para a extracdo de DNA e RNA, também podem interferir nesses valores.
Portanto, essas relagGes sdo importantes para definirmos se a amostra esta essencialmente pura e
passivel de ser utilizada na maioria dos procedimentos de manipulagdo genética.

= Na pratica, como proceder para quantificar e avaliar o grau de pureza de
uma preparagao de acidos nucléicos?

1. Diluir a amostra de DNA ou RNA em agua milli-Q autoclavada. A dilui¢do utilizada geralmente
édel:5

2. Adicionar 10 pL de agua milli-Q autoclavada a cubeta de quartzo e zerar o aparelho a Ay
(Fig. 7.4)
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Observagdo: a cubeta de vidro é opaca a radia¢do ultravioleta, por isso deve-se utilizar a cubeta de
quarto.

3. Adicionar 10 pL da amostra a cubeta de quartzo e ler a Ay
4. Repetir aleitura em 280 nm.

Observagao: alguns aparelhos ja fazem automaticamente a leitura a 280 nm.

5. Avaliar a pureza do material:

Aze0/Arz02 1,8

Algumas importantes observag¢des adicionais

1. As cubetas devem ser lavadas com agua e detergente seguida por alcool apés a finalizagao da
guantificagao.

2. As cubetas possuem ranhuras para auxiliar a manipulacdo. Ndo encoste os dedos na
superficie lisa, pois a gordura da pele é adsorvida no vidro, refratando a luz e resultando em
erro experimental. As paredes lisas devem ficar perpendiculares ao caminho da luz e nunca a
parede opaca.

Figura 7.4 Cubeta de quartzo.

3. Amostras geladas podem condensar umidade nas paredes, alterando o resultado da leitura.
Também a presenca de bolhas na solugdo ou de particulas em suspensao deve ser evitada.

4. Atencdo aos valores medidos. Valores de absorbancia maiores que um sdo suspeitos,
enquanto os acima de 2 ndo devem ser considerados. Matematicamente, o valor de
absorbancia com mdaximo de precisdo ocorre em torno de 0,434, e, na pratica, valores até 1
sdo suficientemente precisos. Caso a medida apresente valores superiores a um, recomenda-
se que a amostra seja diluida, de modo que a leitura seja inferior a esse valor.
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Il. FLUORIMETRIA

Figura 7.5 Equipamento de fluorimetria Qubit®, do fabricante Invitrogen.

No item anterior discutimos um pouco sobre a quantificacdo dos acidos nucléicos utilizando
a técnica de espectrofotometria. Vimos que utilizando esta técnica é possivel quantificar o nimero
de moléculas presentes em uma amostra por meio da quantidade de luz absorvida. O que iremos
descrever agora sera outra técnica de quantificacdo de acidos nucléicos, a qual vem sendo utilizada
com maior frequéncia na rotina dos laboratérios de biologia molecular. Esta técnica se fundamenta
na capacidade que algumas moléculas possuem de emitir fluorescéncia. Ao contrdrio da
espectrofotometria, onde medimos absorbancia, aqui o que ird determinar a quantidade de
moléculas presentes na amostra serd o seu espectro de emissdo de energia (fluorescéncia).
Fluorescéncia, por definicdo, é a capacidade de uma substancia emitir luz quando exposta a
determinada radiagdo. Isto ja foi descrito na eletroforese, por exemplo, onde a luz ultravioleta faz
com que o brometo de etidio irradie fluorescéncia (Cap. 6). No atual capitulo, esta propriedade sera
explorada pelo equipamento préprio, permitindo quantificar acidos nucléicos.

= De que forma ocorre o estado de transicao de energia nas moléculas?

O fendmeno da fluorescéncia consiste na absorgdo de energia por um elétron, passando do
estado fundamental para o excitado. Este elétron, ao retornar ao estado fundamental, é
acompanhado pela liberagdo de energia em excesso através da emissdo de radiacdo. A fluorescéncia
é medida pela detecgdo da radiagdo emitida. Um exemplo de aparelho utilizado para quantificar esta
fluorescéncia é o Qubit® 2.0 Fluorometer da invitrogen™ (Fig. 7.5).

= Como quantificar os acidos nucléicos utilizando o método fluorimétrico?

Os acidos nucléicos e as proteinas ndo possuem a capacidade natural de emitir fluorescéncia.
Por isso, para que possamos quantificar essas moléculas pelo método da fluorimetria, é necessario
utilizar sondas que se acoplem especificamente a cada uma dessas moléculas. O aparelho Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen™) utiliza sondas moleculares fluorescentes que irdo emitir sinais somente
qguando se ligarem a molécula alvo especifica que se quer medir a concentracdo: DNA, RNA ou
proteina. Quanto maior a quantidade destas moléculas na amostra, maior serd a fluorescéncia
obtida.


http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=IVGNprodListLink&FeatureType=1101&Feature=2007926
javascript:CFC_popup('http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/videos/Qubit/Qubit2.0.html ','','resizable=no,location=no,menubar=no,scrollbars=no,status=no,toolbar=no,fullscreen=no,dependent=no,width=800,height=550')
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Algumas recomendagdes importantes devem ser consideradas antes de iniciar os procedimentos

para a quantificagao:

Todos os reagentes devem estar em temperatura ambiente;
Usar luvas durante o manuseio da amostra;

Nao segurar o tubo de ensaio nas maos antes de executar uma medicao;

YV V VY V

Colocar o tubo no aparelho e proceder a leitura imediatamente.

POP 7.1 Quantificagao de RNA por fluorimetria no equipamento Qubit®
MATERIAIS

e Qubit® reagente;

e Qubit® buffer;

e Standards do kit;

e Amostra

e Tubos tipo eppendorf de 1,5mL;

e Tubos tipo eppendorf do kit;

e Ponteiras e pipetas — P2, P10, P200 e P1000.

PROCEDIMENTOS

e Passo 1: Solugdo de trabalho
o 1pL de Qubit® reagente para cada amostra;

o 199uL de Qubit® buffer para cada amostra;

e Passo 2: Curva padrao 1 (usar eppendorf do kit)
o 190uL da solugdo de trabalho;
o 10uL do standard 0;

e Passo 3: Curva padrao 2 (usar eppendorf do kit)
o 190uL da solugdo de trabalho;
o 10ulL do standard 10 ou 100;

e Passo 4: Preparo das amostras (usar eppendorf do kit)
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o 198yl da solugao padrao;

o 2plL daamostra;

e Passo 5: Levar ao vortex os tubos de ensaio por 2-3 segundos;

e Passo 6: Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos;

e Passo 7: Proceder a leitura
o Ligar o aparelho e selecionar a opgdo desejada (DNA, RNA ou Proteina);
o Selecionar a opgao Read new standard;
o Inserir Standard 1 e proceder a leitura;
o Inserir Standard 2 e proceder a leitura;
o Inserir a amostra e proceder a leitura;
o Selecionar a opgao concentragao stock;

o Ajustar o volume inicial da amostra (2uL) e escolher a unidade de medida (ng/uL).

BIBLIOGRAFIA
Azevedo et al. Técnicas basicas de biologia molecular. Editora UnB, Brasilia,
Brasil, 2003.

Sambrook & Russel. Molecular Cloning — a laboratory manual. 3. Ed. Cold
Spring Harbor Lab. Press, 2001.
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Capitulo 10

DIGESTAO DE DNA PLASMIDIAL

ara entendermos como ocorre a digestdao plasmidial, primeiramente precisamos conhecer o
gue sdo e como atuam as enzimas de restricdo. As enzimas de restricdo, denominadas
também de endonucleases de restricdo, sao as ferramentas basicas da engenharia genética,
desempenhando fungdo de clivagem (corte) da molécula de DNA em pontos especificos, em
reconhecimento a determinadas sequéncias de nucleotideos.

= Qual a origem das enzimas de restricao?

A fungdo biolégica destas enzimas consiste em proteger células da invasdao de DNA exdgeno.
Assim, foram inicialmente descobertas em bactérias, atuando na defesa contra o DNA exdgeno que
penetrava na célula, por exemplo, via bacteriéfago. Normalmente, os organismos produzem uma
enzima de restricdo junto com uma enzima modificadora (DNA metiltransferase) que protege seu
proprio DNA do corte pela enzima de restricdo. Essa enzima modificadora normalmente reconhece a
mesma sequéncia que a enzima de restricdo, e a protege pela metilacdo. O DNA das bactérias é
metilado em seus residuos adenina e citosina de maneira que as enzimas de restricdo ndo possam
reconhecer seus sitios de ligacdo, entretanto o DNA exdgeno nao metilado é reconhecido e quebrado
pela enzima evitando, por exemplo, uma infeccdo viral.

= Enzimas de restricdo tém nomes esquisitos. Por que?

A denominacdo das diferentes endonucleases de restricdo se origina dos nomes dos
microrganismos nas quais foram originadas e sdo escritas em italico, depois vem a cepa e por ultimo
o subtipo. As primeiras enzimas identificadas foram EcoRl e EcoRll de Escherichia coli e Hind 1| e Hind
Il de Haemophilus influenzae. Varias outras bactérias tém sido avaliadas para essas enzimas desde
entdo, e mais de 3.000 enzimas ja foram identificadas com mais de 200 tipos de especificidade.

= Como atuam e quais os tipos de enzimas de restrigao?

As endonucleases de restricdo sdao enzimas que cortam o DNA tanto de fita simples quanto
de fita dupla, em sitios especificos de restricdo com 4 a 8 pares de base. Estas enzimas catalizam a
guebra das ligagGes diester-fosfato da cadeia lateral do DNA e também do RNA, sendo que existem
enzimas que atuam em ambos substratos. Ha trés tipos de enzimas de restricdo: I, Il, Ill. Os tipos | e
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IIl cortam o DNA fora do sitio de especificidade, enquanto as do tipo Il clivam dentro do préprio sitio
de restricdo. A maioria das enzimas de restri¢ao sao do tipo Il.

Quanto ao tipo de corte realizado no DNA, ha duas possibilidades:

a) enzimas que geram extremidades simétricas ou cegas, onde o corte ocorre dentro de um
centro de simetria, ou seja, as extremidades ficam retas apds a realizacdo da clivagem;

b) enzimas que geram extremidades coesivas, onde os cortes se encontram deslocados um
do outro, fora de um eixo de simetria. S3o mais utilizadas para inser¢ao plasmidial, pois permitem
que dois fragmentos quaisquer possam ser facilmente ligados, desde que tenham sido originados
pela mesma enzima ou por enzimas diferentes mas que produzam sequéncias complementares.

= Na pratica, como a digestao é realizada?

Para digerir determinada amostra de DNA plasmidial, é necessario utilizar basicamente a enzima
e o seu tampdo apropriado, tomando-se o cuidado de incubar a rea¢do na temperatura correta.
Frequentemente, o DNA plasmidial tem que ser digerido por duas enzimas diferentes, e que
requerem tampoes diferentes. Neste caso, o pesquisador deve escolher aquele tampao que serve
melhor a ambas as enzimas, sabendo que havera certa perda de eficiéncia de digestdo para uma
delas.

O tampao de reacdo tipico de endonucleases de restricdo comumente contém:
- Cloreto de Magnésio;
- Cloreto de Sédio ou de Potassio;
- Tris-HCl;
- 2-B-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT);

- Albumina de serum bovino (BSA).

As reacOes de digestdo podem seguir a regra que 10 Unidades de enzima de restricdo por ug
de DNA. Normalmente esta quantidade da enzima é suficiente para digerir uma gama de variagbes
na concentracdo, pureza e qualidade do DNA. Na pratica, acrescenta-se 1 L de enzima para cada 1
pug de DNA purificado. O volume final pode ser de 50 uL, incluindo-se o tampdo apropriado e a
amostra a ser digerida. O tempo de incubacdo pode variar de acordo com a enzima, ndo sendo
normalmente inferior a 1 hora, na temperatura adequada.

= Cuidado: enzimas de restricdo devem ser mantidas sempre a baixas
temperaturas!

As enzimas de restricdo sdo estocadas em freezer a —20°C, devendo ser expostas pelo menor
tempo possivel a temperatura ambiente.

Durante a preparacao do ensaio de digestdao, devem ser mantidas no gelo.



POP 10.1 Digestao de DNA plasmidial
MATERIAIS

e Enzimas Hindlll e EcoRlI (Invitrogen)
e DNA plasmidial

e Tampdo REact 2 (10X)

e Agua Milli-Q

e Agarose

e Padrdo 1 Kb Ladder

e loading die
e Tampdo de amostra
e Tubos tipo eppendorf de 0,5mL

e Ponteiras e pipetas— P2, P10 e P20

PROCEDIMENTO

e Passo 1 - Digestdo de DNA Plasmidial - linearizacdo

-1 uL de enzima Hindlll Hindlll

Ponto de
chivagam
- 8 uL de DNA plasmidial (1 pg/uL)

¥ apgert?

- 1,5 pL de tamp3o REact 2 T T'ﬁﬁﬁlﬁ
- 3,5 uL de H,0 Milli-Q Pcﬁﬁ;g?n

- Incubar 1h a 372C

e Passo 2 — Digestdo de DNA Plasmidial - retirada do inserto

-1 uL de enzima Hindlll

Ponto de

-1 pL de enzima EcoRl clivagem EcoRI
- 8 pL de DNA plasmidial * GARTTE Y
CTTAAG
-1,5 pL de tampao REact 2
Fomto de
chvageam

- 3,5 uL de H,0 Milli-Q

- Incubar 1h a 37¢C
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ANALISE EM GEL DE AGAROSE

e Passo1l-—Padrdo1 Kb Ladder

-1 pL de 1Kb Ladder
-1 L de loading die

-4 pL de H,0 Milli-Q

e Passo 2 —Controle

-1 pL de plasmideo ndo digerido
- 2,5 pL de tampdo da amostra

- 2,5 L de H,0 Milli-Q

e Passo 3 — DNA plasmidial linearizado

- 5 uL de digestdao de DNA plasmidial
- 2,5 uL de tampao de amostra

- 2,5 pL de H,0 Milli-Q

e Passo 4 — DNA plasmidial sem inserto

- 5 uL de digestdo de DNA plasmidial
- 2,5 pL de tampao de amostra

- 2,5 uL de H,0 Milli-Q

EcoRl

EcoRl

Vetor

HindIll

Hindlli

Inserto
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