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PREFACIO

A pesquisa cientifica sobre o cancer tem identificado moléculas que
participam do desenvolvimento tumoral e poderiam, assim, tornar-se alvos
terapéuticos em potencial. Inclui-se aqui o 6xido nitrico (NO) que, apesar de ser
mensageiro celular atuante em diversos tecidos do organismo animal, tem sido
pouco investigado no cancer. Trata-se de molécula gasosa liberada a partir da
oxidacao da L-arginina em L-citrulina, reacdo que é catalisada pelas enzimas 6xido
nitrico sintases ou NOS. As enzimas NOS apresentam trés isoformas: neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (INOS). A nNOS, objeto do atual estudo, é
responsavel por grande parte do NO presente no sistema nervoso. Atualmente sabe-
se que o NO tem papel importante na formacdo e no funcionamento do sistema
nervoso, bem como na patogenia do crescimento tumoral. Participa, por exemplo, no
incremento da vascularizacdo de tumores intracranianos e no aumento do grau de
malignidade desses. Nesse sentido, varios estudos mostram que farmacos inibidores
das enzimas NOS (p.ex.: L-NAME) séo capazes de atenuar os efeitos inflamatorios
secundarios sobre o tecido sadio ao redor da massa tumoral e também diminuir o
crescimento das mesmas. Tais achados vinculam essas enzimas diretamente a
patogenia do céncer, colocando-as como alvos terapéuticos potenciais. Estes
farmacos, entretanto, provocam efeitos colaterais graves, o que inviabiliza seu uso
terapéutico e estimula a busca por alternativas para diminuir a acdo das enzimas
NOS. Recentemente foram introduzidos conhecimentos e técnicas para
silenciamento de genes de interesse em nivel poés-transcricional, a chamada
interferéncia de RNA ou RNAIi. O presente trabalho voltou-se a obtencdo de
estruturas de RNA curtos em dupla fita (SiIRNAs) capazes de modificar a expressao
de nNOS. Essas mesmas estruturas genéticas foram eficazes na diminuicdo da

viabilidade celular, revelando o seu potencial uso na terapéutica do cancer.

Vi



RESUMO

O objetivo do atual estudo foi avaliar os efeitos do small-interfering RNA (siRNA)
e28 hnNOS sobre a expressdo génica da enzima NO sintase neuronal (nNOS) e
sobre a viabilidade celular de gliomas. O glioma apresenta alta ocorréncia entre 0s
tumores cerebrais e tem o pior progndstico. Entre os varios mediadores da
tumorigénese, situa-se o 6xido nitrico (NO), formado pelas enzimas NO sintases. A
isoforma nNOS é expressa em tumores cerebrais, e estd associada ao seu grau de
malignidade. No presente estudo foi desenvolvido o sSiRNA e28 hnNOS para
interferéncia de RNA sobre sequéncia-alvo do RNAmM de nNOS, codificada pelo exon
28. Células de glioma U-251MG, cultivadas em triplicatas, foram transfectadas com
este siRNA de 21 nucleotideos (37,5nM) estruturado em lipossomas catidénicos, para
andlise nos tempos de 4, 24 e 48 horas pés-transfeccdo, havendo o controle
negativo scramble. O conteutdo de RNAm de nNOS foi quantificado por RT-gPCR e
os resultados expressos pelo método de 2227, O siRNA e28 hnNOS alterou o
conteudo de nNOS, com expressao de 0,61 vezes em relacdo ao controle negativo
scramble no tempo 24hs e, surpreendentemente, aumento de 1,4 vezes no tempo
48hs. O efeito do siRNA e28 hnNOS sobre a viabilidade celular foi determinado pelo
ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Células
foram lesadas com neomicina (300 pg/ml) por 24 horas e transfectadas com o siRNA
(37,5nM) por 4 horas, havendo grupo controle ndo lesado. O uso do siRNA
€28 _hnNOS combinado com a neomicina reduziu a viabilidade celular para 96,36%.
Os resultados do presente estudo mostram que a interferéncia de RNA via siRNAs
pode controlar a expressdo génica de nNOS em gliomas e revelam o potencial uso
deste método, em associacdo com a neomicina, para obtencdo de -efeitos

antiproliferativos.

Palavras-chave: RNAI, glioma, nNOS, siRNA, terapia génica.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to test effects of the siRNA €28 hnNOS on
neuronal nitric oxide synthase enzyme (nNOS) content and cell viability of glioma
cells in culture. Glioma is an aggressive cerebral tumor that holds a very poor
prognosis. Nitric oxide synthase enzymes and their respective product - nitric oxide
(NO) have a role in cancer development and metastasis. In our study, we tested the
siRNA e28 _hnNOS, which targets to nNOS mRNA sequence coded by exon 28. For
that, glioma cells U-251MG in culture were transfected with e28_hnNOS (37,5 nM)
mixed with cationic liposomes. They were tested at the time-points 4, 24, and 48
hours. The negative control was the commercial scramble All-Stars™ (Qiagen™).
The nNOS mMRNA content was quantified by RT-gPCR and the results were
expressed by the method 222“T. The nNOS content was reduced to 0.61 fold to the
scramble negative control value at 24 h. Surprisingly, we found a 1.4 fold increase at
48 h post-transfection. The siRNA effects on cell viability were determined by MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) assay. Cells were
previously lesioned with neomycin (300 pg/ml) for 24 h and then treated with
e28 hnNOS for 4 hour. Non-lesioned and scrambled control groups were included.
The use of siRNA e28 hnNOS in combination with neomycin reduced the cell
viability to 96.36%. In conclusion, our results show the ability of sSIRNAs to change
the NNOS mRNA content in glioma cells in culture and reveal the potential use of

RNA interference in combination with neomycin for antiproliferative effects.

Key-words: RNAI, nNOS, glioma, siRNA, gene therapy.



CAPITULO |

INTRODUCAO

Tumores cerebrais geralmente tém progndstico desfavoravel, provocam vérias
sequelas e apresentam baixa expectativa de vida, seja em humanos
(RUTHERFORD & WLODARCZYK, 2009) ou em animais (YACOUB et al., 2008).

Os diversos tipos de tumores cerebrais sdo organizados de acordo com a
classificagdo proposta por Louis et al. (2007), conforme seu grau de malignidade,

localizag&o e tipo celular predominante.

1. Os gliomas

Gliomas estao entre os tumores primarios mais comuns do cérebro em seres
humanos e cades. Séo classificados com base em dois critérios histoldgicos, a
semelhanca das células tumorais em relacdo a células gliais normais e os relativos
graus de malignidade. Os quatro tipos de glioma com maior incidéncia sdo os
astrocitomas de grau |, Il, lll e IV, esse ultimo também conhecido como glioblastoma
(ARKO, 2010).

Astrocitomas sao compostos de células tumorais que se assemelham a
astrocitos, enquanto tumores oligodendrogliais contém células neoplasicas que se
assemelham a oligodendrécitos. A malignidade é classificada utilizando uma escala
de quatro niveis progressivos: os graus | e Il sdo atribuidos a tumores de baixo grau
ou benignos, enquanto os graus lll e IV referem-se a alto grau ou tumores malignos
(CBTRUS, 2007; LOUIS et al., 2007).

Astrocitomas grau | sdo geralmente benignos e frequentemente curaveis com
cirurgia de remogdao. Astrocitomas grau Il também demonstram crescimento lento e
alto grau de diferenciagéo celular, mas usualmente se infiltram nos tecidos cerebrais
adjacentes. A sobrevivéncia média apds o diagndstico cirdrgico € de seis a oito anos
e corresponde ao tempo necessario para 0s tumores avangarem a um grau mais
elevado de malignidade. Astrocitomas grau Ill, também conhecidos como
astrocitomas anaplasicos (AA) séo lesdes infiltrativas em regides focais com grau de

anaplasia moderado e potencial proliferativo. O tempo médio de sobrevida varia de
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dois a trés anos e é determinado pelo tempo necessario a progressdo tumoral
(LOUIS et al., 2007). Astrocitomas grau IV, também conhecidos como glioblastomas
multiformes ou glioblastomas (GBM) sédo o subtipo mais comum e o mais maligno.
GBM tipicamente apresentam polimorfismo celular, atipia nuclear, atividade mitética
acelerada, neovascularizacéo e areas de necrose (ARKO, 2010).

A caracteristica de invasao agressiva e infiltracdo difusa das células tumorais
para o tecido cerebral circundante dificulta a remocao cirirgica completa do tumor
intracraniano, tornando a técnica complicada ou ndo recomendada. Nos ultimos 30
anos, mudancas significativas no padréo de tratamento de gliomas malignos tem
sido limitada, resumindo-se a associacdo de cirurgia com tratamentos
guimioterapicos e técnicas de radioterapia, todas com baixa especificidade e alta
incidéncia de efeitos colaterais (ARKO, 2010).

2. Prevaléncia dos tumores

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer causa 7,1 milhdes de
mortes anuais, 0 que significa 12,6% do total de Obitos, sendo que a incidéncia
deverd aumentar de 10 milhdes em 2000 para 15 milhdes em 2020. Levantamentos
indicam que 20 milhdes de pessoas vivam com cancer atualmente e que esse
namero subird para 30 milhdes em 2020 (OPAS, 2003). Estudos recentes
corroboram que o cancer € a principal causa de mortalidade em nivel mundial, houve
7,4 milhdes de mortes (13% do total dos casos de morte) somente no ano de 2004
(OMS, 2009).

Entre caes, a incidéncia de tumores intracranianos chega a ordem de 14.500
casos a cada 100.000, e o tipo mais comum é o astrocitoma (HEIDNER et al., 1991;
STOICA, 2004). JA em humanos esta incidéncia chega a 86% entre os tumores
primarios, sendo os gliomas encontrados em 55% dos individuos acometidos (VICK,
1997).

3. Mediadores

A dinamica do crescimento tumoral € composta por varios agentes que

promovem a proliferacao celular, a angiogénese e retardam a resposta imune inicial.
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Grande parte desses agentes sdo genes e moléculas expressos pelas células
aberrantes, garantindo as condi¢ées necessarias a tumorigénese (WURDINGER,
2009).

Em relacdo aos mensageiros celulares envolvidos na oncogénese, varios
estudos mostram a participacao do éxido nitrico (NO) no crescimento e proliferacédo
tumoral. Segundo Fukumura et al., (1997), o NO age aumentando a microcirculagcéo
nos tecidos em questéo, atuando em fatores como fluxo sanguineo, permeabilidade
vascular, resposta leucocitaria e angiogénese. Thomsen & Miles (1998) relataram
gque o NO participa na vasodilatacao local facilitando a irrigagdo e o crescimento
rapido dos tumores. Esse mensageiro caracteriza-se como uma molécula gasosa de
propriedades neurotransmissoras e neuromoduladoras, produzida pela oxidacédo do
aminoacido L-arginina, catalisada pela enzima sintase do o6xido nitrico (NOS),
formando o radical livre NO, citrulina e produtos (GELLER & BILLIAR, 1998).
Existem trés isoformas de NOS encontradas em diferentes tipos celulares (DOYLE &
SLATER, 1997). As enzimas NO sintase neuronal (hnNOS) e NO sintase endotelial
(eNOS) sdo comumente encontradas em neurdnios e células endoteliais,
respectivamente (DOYLE & SLATER, 1997). J& a NO sintase induzida (iINOS) esta
mais relacionada a inducgdes de certas citocinas ou a diversos outros agentes, como
lipopolissacarideos microbianos, por exemplo (FEINSTEIN et al., 1994).

Quanto a participacdo da nNOS no cancer, sabe-se ainda que a expressao
imunohistoquimica desta enzima ocorre em todos os tipos de gliomas,
independentemente de seus graus de malignidade, sendo mais presente no centro
dos tumores do que nas extremidades ou tecidos normais e, finalmente, a sua
expressao estd intimamente ligada & formagéo de edema peritumoral (BAKSHI et al.,
1998).

Necmettin et al. (2008) correlacionaram a nNOS com o grau de malignidade
tumoral demonstrando que a intensidade e a distribuicio da expresséo
imunohistoquimica de nNOS em tumores de alto grau é significativamente maior do

gue em tipos mais benignos.
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4. Terapiainovadora via interferéncia de RNA sobre nNOS

Ja foi demonstrado experimentalmente que a administracdo de farmacos
inibidores de NOS, como o L-NAME, reduz significativamente o crescimento tumoral
em relacdo a animais ndo tratados (SWAROOP et al., 2000). Porém a inibicao
farmacoldgica néo é especifica e pode causar altera¢cées adversas como 0 aumento
da pressao arterial e elevacao da resisténcia vascular periférica, entre outros.

Como alternativa aos efeitos colaterais da inibicdo em massa de NOS,
recentes descobertas revelam a possibilidade de silenciar genes especificos em
nivel pés-transcricional, mediante interferéncia de RNA (RNAI).

A técnica de RNAI foi utilizada com sucesso para silenciar genes em células
cancerigenas intracranianas e também em tumores de mama (ZHANG et al., 2004;
WU et al., 2009), sendo considerada uma ferramenta promissora para a terapéutica
do cancer. Esse mecanismo celular se desenvolve em duas etapas. Em um primeiro
momento, ocorre a clivagem de um fragmento de RNA dupla fita (double-stranded
RNA — dsRNA) em fragmentos que contém entre 21 a 23 nucleotideos por acdo da
nuclease conhecida como Dicer. Em uma segunda etapa, os pequenos fragmentos
de dsRNA, conhecidos como small interfering RNAs ou siRNAs, associam-se a
proteinas celulares formadoras de um complexo nomeado como RNA-Induced
Silencing Complex ou RISC. Uma enzima presente no referido complexo proteico
abre a dupla fita dos siRNAs, ficando acoplado apenas a fita antisense que tem o
papel de guiar todo o complexo até o RNA mensageiro (RNAm) alvo, degradando-o
(ALTON et al., 2007).

Dessa forma, seria altamente promissora a construcdo de uma estrutura
genética para tratamento do glioma que fosse capaz de: 1- clivar o RNA mensageiro
da nNOS; 2- diminuir a producdo de NO sem alterar os outros tipos de Oxido nitrico
sintases; 3- provocar queda no crescimento tumoral e na inflamacgéo ao seu redor e,
4- diminuir, finalmente, possiveis efeitos colaterais do tratamento convencional do

cancer.
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REFERENCIAL TEORICO

1) Oxido nitrico e tumorigénese do cancer

Estudos tém mostrado que todas as trés isoformas de NOS podem estar
envolvidas na etiologia do cancer. Atividade da NOS foi detectada nas células
tumorais de diversas origens histogenéticas e tem sido associada com o grau do
tumor, a taxa de proliferacdo e a expressdo de importantes componentes de
sinalizacdo associado ao desenvolvimento do cancer, como o receptor de estrégeno,
por exemplo (XU, 2002).

Quanto a angiogénese, o aumento da geracdo de NO em uma célula pode
contribuir para o crescimento tumoral devido a superexpressdo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (AMBS, 1998).

Outro estudo mostra que a regulacdo de VEGF mediada por NO provoca
neovascularizacdo em tumores e que a angiogénese nao sO provoca o crescimento
tumoral, mas também melhora sua capacidade de invasdo e metastase (AMBS,
1998).

Além disso, o 6xido nitrico pode aumentar os mecanismos de reparo de DNA
do céncer oriundos da enzima p53, da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e da
DNA-proteina quinase dependente (DNA-PK), favorecendo assim a sua propagacao
(XU, 2002).

O NO pode contribuir para a tumorigénese de varias formas. Sendo um
radical livre, € uma molécula altamente reativa dentro dos sistemas biolégicos,
possuindo assim capacidade de interacdo com outros radicais livres, oxigénio
molecular e metais pesados. Os efeitos bioldégicos do NO podem ser mediados pelos
produtos de NO oriundos de diferentes metabolitos. Por exemplo, pode reagir
rapidamente dentro da célula formando nitrito e nitrato, tidis S-nitroso ou
peroxinitrato, e esses metabdlitos podem desempenhar papel chave na mediacéo de
muitos dos efeitos genotoxicos associados ao Oxido nitrico. Esses efeitos incluem
danos no DNA, o que pode ser iniciado por desaminacao nitroativa, quebra da fita de
DNA ou modificagdes na sequéncia propriamente dita (WINK, 1991).

Uma das consequéncias do dano ao DNA mediado por NO é o acumulo de

p53, que pode induzir a apoptose e parada do crescimento celular, com aumento na
14



atividade transcricional ou poés-transcricional (FORRESTER, 1996; AMBS, 1997).
Por outro lado, curiosamente, tem sido demonstrado que o acumulo de p53 reduz a
expresséo da iINOS por inibicdo do seu promotor (AMBS, 1997). Assim, um feedback
negativo € formado entre a geracdo de NO e o acumulo de p53, que podem
constituir parte de um mecanismo fisiologico, que responde endogenamente
produzindo danos ao DNA. Por outro lado, a inibicdo do crescimento, num primeiro
momento, mediada por p53, pode ser util para fornecer uma pressédo de selecao
sobre p53 mutante, comumente expressa nas células tumorais (XU, 2002).

Em estudo realizado com camundongos do tipo nude portadores de
carcinoma humano, a transfeccdo com cDNA de iINOS, objetivando o incremento da
expressado enzimatica e consequentemente a concentracdo de NO, levou ao
crescimento tumoral ao invés de reducdo, demonstrando que as enzimas de sintese
de NO tém relagdo com o desenvolvimento cancer (JENKINS et al., 1995).

Estudos anteriores demonstram a correlacdo da enzima 6xido nitrico sintase
neuronal (NNOS), e consequentemente o éxido nitrico (NO), com o crescimento de
tumores solidos, seja ele de qualquer tipo ou localizacdo (BAKSHI et al., 1998;
FUKUMURA et al.,, 1997). Tal ligacdo parece ocorrer, outra vez, devido as
propriedades de angiogénese, vasodilatacdo, perfusdo sanguinea e permeabilidade
vascular que o NO formado a partir da nNOS tem sobre os tumores (THOMSEN &
MILES, 1998) o que ocasionaria um incremento no crescimento tumoral e na
malignidade do mesmo (NECMETTIN et al., 2008).

2) Oxido nitrico — historico e sintese celular

As primeiras descri¢des sobre o 6xido nitrico (NO) foram iniciadas a partir de
estudos sobre a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina, que mostrou-se
dependente integridade do endotélio. No dado momento observou-se entdo que
esse efeito foi mediado pela liberacdo de uma molécula denominada fator de
relaxamento dependente do endotélio, posteriormente denominada de NO
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Novos estudos mostraram a importancia do NO
quanto ao processo de relaxamento vascular (IGNARRO, 1987; PALMER et al.,
1987; MONCADA et al., 1988). Alem disso, varios trabalhos revelaram a relagédo

entre 0 NO e a resposta imune do organismo. Atualmente sabe-se que o 6xido
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nitrico é o principal mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas e
constitui-se em molécula de regulagcdo do sistema imune (HIBBS et al., 1987,
MARLETTA et al.,, 1988). Finalmente, foi observado que o NO €& produzido no
sistema nervoso central, demonstrando que sua sintese € estimulada pelo
neurotransmissor glutamato, agonista dos receptores de NMDA (N-metil-d-aspartato)
(BREDT et al., 1989; KNOWLES et al., 1989; GARTHWAITE et al., 1989).

O NO ¢ radical livre, de formacdo gasosa, encontrada normalmente na
atmosfera em pequenas quantidades. A sua toxicidade deve-se a presenca de um
elétron livre que o torna um agente quimico altamente reativo (FLORA FILHO et al.,
2000). Além disso, sabe-se que o NO tem papel relevante na biologia celular. Trata-
se de mensageiro celular com acdo em diversos tecidos do organismo como rins,
vasos sanguineos, coracao, pulmdes, sistema imune, sistema nervoso, entre outros.
Nesse sentido, varios estudos evidenciam que essa molécula participa de diferentes
eventos celulares e que, dependendo da concentracdo e da depuracgao tecidual, o
NO pode apresentar efeitos benéficos ou toxicos a célula em questdo (DOMENICO,
2004).

A liberacdo do NO ocorre a partir de uma reacao de oxidacdo da L-arginina
em L-citrulina, que é catalisada pela 6xido nitrico sintase (NOS), enzima calcio-
dependente. A sequéncia de etapas bioquimicas inicia-se com o influxo de calcio
para o meio intracelular, em decorréncia da ligacdo de glutamato aos receptores de
NMDA presentes na membrana celular. O aumento do calcio intracelular ativa
moléculas de calmodulina que, por sua vez, ativam a enzima NOS, culminando com
a formacgéo de NO e L-citrulina (ZHANG & SNYDER, 1995).

3) Enzima 6xido nitrico sintase neuronal (hNOS)

As enzimas Oxido nitrico sintases — NOS, como dito anteriormente, tém o
papel de catalisar a reacdo na qual a L-arginina € oxidada em L-citrulina, liberando
NO. Trés isoformas das enzimas NOS foram descritas: NOS neuronal (nNOS ou
NOS1), NOS endotelial (eNOS ou NOS3) e NOS induzida (iNOS ou NOS2). As duas
primeiras sdo enzimas de expressao constitutiva e apresentam como caracteristica a
dependéncia de ions de célcio e de calmodulina para sua ativacdo. Ja a iINOS é

produzida por células do sistema imunoldgico ou outras células ativadas por
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lipolissacarideos bacterianos ou citoquininas de origens diversas (DUSSE et al.,
2003). A nNOS pode ser encontrada principalmente em neurénios, neutrofilos e
astrocitos. Ja a eNOS esta localizada no endotélio vascular e nos astrocitos. Por fim,
a iINOS esta presente em células como macrofagos, hepatocitos e células da glia
(KAVYA et al., 2006).

A estrutura das enzimas NOS é formada por dois dominios cataliticos: o
dominio de oxigenase, que contém sitios de ligacdo para L-arginina, grupo heme, e
tetrahidrobiopterina (BH4), e o dominio redutase, que possui sitios de ligacdo para
FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo), FMN (Flavina Mononucleotideo) e NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo — P). Esses dois dominios sdo conectados por
um sitio de ligacdo de calmodulina. Os grupos flavina, FAD e FMN, tém como funcgéo
transferir elétrons doados pelo grupo NADPH para o grupo heme, localizado no
dominio oxigenase, tornando possivel a oxidagdo da L-arginina em L-citrulina,
reacao que libera o NO (ALDERTON, et al., 2001).

A enzima nNOS, objeto do atual estudo, apresenta variantes genéticos
formados por splicing alternativo. Nesse sentido, ha quatro principais produtos
funcionais descritos: nNOS-a, nNOS-B, nNOS-y e nNOS-u (ALDERTON, 2001;
KAVYA et al., 2006). O produto de tamanho completo do gene nNOS é denominado
NNOS1, que corresponde a variante nNOS-a. Possui 29 exons que, com excec¢ao do
exon 1, sdo todos traduzidos para gerar uma proteina de 1434 aminoacidos com
cerca de 160 kDa. A traducéo inicia-se no codon ATG situado no exon 2 (Figura 1).
Os variantes de splicing nNOS- e nNOS-y nao apresentam esse exon 2. NoO caso
do variante nNOS-B, a tradugéo inicia-se a partir do cdédon de iniciacdo CTG situado
no exon la, gerando uma proteina de 136 kDa. O cédon de iniciacdo da nNOS-y
(ATG) situa-se no exon 5, gerando uma proteina truncada de 125 kDa. Os variantes
NNOS-B e nNOS-y ndo apresentam, assim, o dominio PDZ [Postsynaptic density
protein-95 (PSD-95) / Drosophila disc large / tumor suppressor-zonula occludens-1
protein (ZO-1)]. Assim, esses variantes NNOS-B e nNOS-y permanecem dispersos
no citoplasma. O variante nNOS-qa, ao contrario, possui este dominio PDZ (ou DHR -
Dig Homologous Region ou GLGF - glycine-leucine-glycine-phenylalanine), que
media a sua associacdo com a proteina PSD95, e permanece, portanto, ancorado a
membrana plasméatica neuronal na vizinhancga do receptor de NMDA,; dessa forma, a

ativacdo da enzima esta relacionada ao influxo de calcio por esse receptor. Quanto
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aos variantes nNOS-B e nNOS-y, a ativacdo ndo é dependente do receptor de
NMDA. Ensaios in vitro demonstraram que a enzima nNOS-y nao apresenta
atividade catalitica comparavel a variante nNOS-a, fato ndo observado com a
enzima nNOS-B. Outros exemplos de variabilidade genética, como insergdes e

dele¢Bes de cassetes, também tém sido descritos (KAVYA et al., 2006).

ATG
| E1a | Exon 2 |Es|e4|Es| E6 | 3
@ CTG
nNOSBRNA| Eta |E3|E4|E5]| E6 | §

B ATG
nNOSYRNA | Etb |E3|Ea]Es| E6 | §
Y

Figura 1: Variantes de splicing da enzima nNOS (nNOSa, nNOSB e nNOSy), obtido de Eliasson et al.,
(1997).

4) Interferéncia de RNA (RNAI)

A metodologia apresentada como interferéncia de RNA ou RNAI ja foi utilizada
com sucesso para silenciar genes em células neuronais e também em tumores,
sendo considerada ferramenta altamente promissora para a terapéutica de
neoplasias intracranianas e doencgas neurologicas degenerativas (WOOD et al.,
2003; GONZALES-ALEGRE, 2007). O mecanismo de RNAIi baseia-se em processo
celular composto de duas etapas (Figura 2). Inicialmente o RNA em dupla-fita
(double-stranded RNA - dsRNA) é clivado dentro da célula em fragmentos de 21 - 23
nucleotideos pela enzima nuclease Dicer. Em seguida, 0os pequenos fragmentos de
dsRNA conhecidos como small interfering RNAs (SiRNAs) se associam a proteinas
celulares formando um complexo chamado RISC (RNA Induced Silencing Complex).
Uma enzima presente no complexo abre a dupla-fita dos siRNAs e elimina uma das
fitas (denominada passenger), permanecendo a fita guide (antisense), que ird guiar o
complexo RISC até o RNAm alvo para posterior degradacdo (ALTON et al., 2007;
TIEMAN & ROSSI, 2009).
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Dessa forma, os siRNAs sintéticos tem a capacidade de mimetizar o processo
celular em questdo (Figura 2) e interferir de maneira especifica na expressao génica

da enzima nNOS.

e RISC
Cltoplasma Associacio ao complexo @
RISC
— s -
—— Liberacdo da fita
_— ——
- — j« sense

Passagem para o citoplasma

SiRNA ( Transposi¢ao da membrana celular) " @

¢ pieer > Clivagem g
| -
o— J Reconhecimento
! do alve
\
Exportina® | Exportagdo nuclear mRNA
G |
P TN e alvo
~ \
/ = \, m7G olyA
ey shRNAs i
o= Clivagem
[ Transcri¢do
Passagem para o nucleo @
(Transposicdo'da membrana celular e'puclear ) /
3 mRNA degradado
s Nicleo N
shRNA s

Figura 2. Esquema ilustrativo dos eventos de interferéncia de RNA (RNAI), adaptado de Takahashi et
al., (2006). Os shRNAs sdo transcritos a partir do DNA gendmico e exportados ao citoplasma da
célula pela proteina exportina 5 (Exportin5). S&o processados pela enzima Dicer e incorporados ao
sistema enzimatico RISC (RNA-induced silencing complex). A seguir a fita sense — passenger - (na
cor roxa) é eliminada e a fita antisense - guide, representada em rosa, tera o papel de reconhecer a
segléncia-alvo de RNAm (target mRNA) e “guiar’ o complexo RISC a este alvo, que sera
posteriormente degradado. Os siRNAs sdo RNAs exdgenos curtos, e em dupla fita, que podem ser

transfectados para o interior das células e diretamente incorporados ao complexo RISC.

Em concluséo, seria relevante o desenvolvimento de uma terapia inovadora
baseada em interferéncia de RNA sobre a enzima sintase do oxido nitrico (nNOS),
visando controle do crescimento e diminuicdo do grau de malignidade de processos

tumorais.
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OBJETIVOS

GERAL

- Desenvolver estratégia para a terapéutica do glioma, baseada no controle da
expressao génica de nNOS via interferéncia de RNA.

ESPECIFICOS
- Quantificar os efeitos de siRNAs direcionados a nNOS sobre o contetdo de RNAm
desta enzima em linhagem celular de glioma;

- Avaliar a eficacia de siRNAs sintéticos direcionados a nNOS, quanto a diminuicédo

da viabilidade celular do glioma.
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INTRODUCAO

Gliomas sédo os tipos mais comuns de tumor cerebral primario, em cées
domésticos (HEIDNER, 1991) e nos seres humanos (ARKO, 2010). Apresentam a
menor taxa de solucao terapéutica por varias razdes: rapido indice de crescimento e
proliferacdo, alto potencial metastatico, capacidade de provocar alteracdes
inflamatorias nos tecidos adjacentes, falta de tratamento especifico e, finalmente, as
intervencdes cirargicas sdo complicadas ou, muitas vezes, contra indicadas
(OKADA, 2009; ARKO, 2010).

Com base na Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os quatro principais
tipos de gliomas sdo: astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e gliomas
mistos (normalmente oligo-astrocitomas). Astrocitomas, os de maior incidéncia, sédo
normalmente classificados como pilocitico (grau 1), difuso (grau Il), anaplasico (grau
[ll), ou glioblastoma multiforme (GBM) (grau 1IV) com alto grau de anaplasia. A
categorizacdo de astrocitomas em grau baixo (I e Il) ou alto grau (lll e IV) é
geralmente dependente de atipia nuclear, atividade mitética, proliferacdo
microvascular e necrose focal. GBM é o mais comum dos tumores malignos.

Composto por astrécitos neoplasicos pobremente diferenciados, os glioblastomas
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afetam principalmente adultos, e estdo localizados preferencialmente nos
hemisférios cerebrais (OKADA, 2009).

O desenvolvimento do glioma envolve constantes alteracdes genéticas e
moleculares. Sao varias as vias envolvidas nesse processo, sendo necessarios
novos estudos para elucidacdo dos seus papéis no desenvolvimento tumoral
(WURDINGER, 2009).

Entre as vias de sinalizacdo relacionadas ao glioma, destaca-se pela
complexidade aquela em que o Oxido nitrico (NO) tem papel principal: a via
nitrérgica. O NO é molécula sinalizadora relevante e ubiquitaria, que desempenha
papel regulatério sobre diferentes processos fisiolégicos de mamiferos (THOMAS et
al., 2008). Ha varias funcdes reguladas por esse mensageiro celular, destacando a
pressdo arterial, a defesa imunitaria contra patdgenos, bem como as funcdes
neuronais de transmissao sinaptica, plasticidade e memdéria. Trata-se de molécula
gasosa, que € formada pela acdo de enzimas éxido nitrico sintases (NOS) sobre o
precursor L-arginina (ALDERTON et al., 2001). Trés distintas isoformas de NOS
foram identificadas em diferentes tipos celulares. A neuronal (hNNOS ou NOS1) e a
endotelial (eNOS ou NOS3) sdo comumente encontradas em neurbnios e em células
endoteliais, respectivamente. A isoforma induzida (iNOS ou NOS-2), por sua vez, €
expressa em resposta a citocinas ou a componentes de um processo infeccioso,
como lipopolissacarideos microbianos (ZHOU & ZHU, 2009). Quanto a isoforma
neuronal ou nNOS, trés principais variantes de splicing funcionais ja foram descritos
— alfa, beta e gama (ELIASSON et al., 1997).

O NO tem papel relevante na fisiologia das células e na patogénese de varios
distarbios, podendo atuar no processo saude-doenca de forma positiva ou negativa
(DOMENICO, 2004). Nesse sentido, ha evidéncias de que o NO tenha papel
importante nos eventos celulares que levam a apoptose e, também, na fisiopatologia
do crescimento tumoral (AMBS, 1997; AMBS, 1998; XU, 2002).

Em relacdo ao céncer, € sabido que as enzimas de sintese do NO sé&o
expressas em diferentes tipos tumorais e que, quanto mais maligno, maior a sua
expressao imuno-histoquimica (BAKSHI et al., 1998).

Os efeitos do NO em tumores sdo varios. O NO pode promover a
angiogénese por estimulagcdo do VEGF e favorecer sua capacidade de crescimento,

invasdo e metastase (AMBS, 1998).
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Danos ao DNA celular também estdo relacionados ao NO, que atua como
radical livre e reage rapidamente dentro da célula, causando efeitos genotoxicos
(WINK, 1991).

Neste sentido, uma das consequéncias dos danos ao DNA mediados por NO
€ 0 acumulo de p53, que pode induzir a apoptose e parada do crescimento celular,
com aumento na atividade transcricional ou pos-transcricional (FORRESTER, 1996;
AMBS, 1997). Por outro lado, curiosamente, tem sido demonstrado que o acumulo
de p53 reduz a expressao da INOS por inibicdo do seu promotor (AMBS, 1997).
Assim, um feedback negativo é formado entre a geracdo de NO e o acumulo de p53,
que podem constituir parte de um mecanismo fisiolégico, que responde
endogenamente produzindo danos ao DNA. Por outro lado, a inibicdo do
crescimento, num primeiro momento, mediada por p53, pode ser Gtil para fornecer
uma pressao de selecdo sobre p53 mutante, comumente expressa nas células
tumorais (XU, 2002).

Quanto a abordagem terapéutica direcionada ao cancer, tendo o NO como
alvo, estudos anteriores mostram que a inibicdo farmacolégica de NOS pela L-NAME
€ capaz de diminuir significativamente o crescimento tumoral. Porém, tal intervencéo
€ generalizada e atinge todos os tipos de NOS, provocando efeitos inespecificos
indesejados, tais como 0 aumento da pressao arterial (SWAROORP et al., 2000).

Dessa forma, como opcdo aos efeitos colaterais da inibicAo em massa de
NOS e também aos tratamentos convencionais para 0S tumores intracerebrais,
metodologias recentes revelam a possibilidade de regulacdo génica direcionada
especificamente ao RNAmM de um alvo de interesse, utilizando para tal a chamada
interferéncia de RNA ou RNAI (FIRE, 1998; GUPTA et al., 2004).

Com base no acima exposto, considera-se relevante o desenvolvimento de
estratégias — nesse caso baseadas em RNAIi — para interferir na expressédo da
enzima nNOS, objetivando diminuir o crescimento tumoral e/ou atrasar o avango na
malignidade do glioma. O produto tecnolégico objeto do atual estudo € inovador e

abre um novo foco para a pesquisa translacional de tumores intracranianos.

27



MATERIAL E METODOS

A presente investigacdo foi organizada em quatro etapas experimentais. Na
primeira etapa foi realizada a analise de bioinformatica para levantamento e estudo
das sequéncias de nNOS e para identificacdo de sequéncias-alvo para RNAIi. A
estratégia foi utilizar toda a regido codante do gene de nNOS para identificacao
desses alvos de RNAIi. Caso houvesse mutacGes nessas regides alvo, tal regido
seria descartada. A etapa seguinte incluiu ensaios para silenciamento de nNOS,
utilizando cultivo “in vitro” de glioma e transfeccdo das células com siRNA sintéticos
estruturados em lipossomas cationicos, no caso a lipofectamina 2000™
(invitrogen™). Na terceira etapa quantificou-se o grau de silenciamento génico de
NNOS, mediante extracdo de RNA, transcricdo reversa e analise da expresséo
génica por PCR em tempo real. Por fim, a quarta etapa avaliou o efeito apoptético
dos siRNAs, a partir de testes fenotipicos de viabilidade celular baseados em
ensaios de formazan (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) ou
MTT.

Etapa | — Analise de bioinformética sobre sequéncias de nNOS e sobre alvos

para interferéncia de RNA

1.1 Analise de sequéncias nucleotidicas de nNOS

As informacdes sobre a estrutura do gene nNOS humano, objeto do atual
estudo, foram cuidadosamente analisadas, para a execucdo das etapas seguintes
do projeto. Isso incluiu o levantamento da sequéncia de referéncia para o presente
estudo, necessaria para o desenho de silenciamento exon-especificos. Também
foram analisadas outras sequéncias de nNOS, no sentido de se evitar 0
direcionamento da RNAI sobre alvos situados em regifes de variabilidade. Os dois

passos dessa etapa foram:
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a) Levantamento das sequéncias de RNAm depositadas no GenBank, incluindo a
sequéncia de referéncia para o estudo. Para este levantamento, foram utilizados os
seguintes bancos de dados: 1. Genbank, que é o banco de dados sobre sequéncias
genéticas do National Institutes of Health (NIH) / National Center for Biotechnology
Information (NCBI) disponivel no endereco eletrbnico

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. Utilizou-se informac¢des do projeto HUGO

Gene Nomenclature Committee (HGNC) para fins de nomenclatura padréo do gene

de nNOS do homem, disponiveis no endereco http://www.genenames.org/.

b) Andlise de variabilidade genética entre sequéncias de nNOS. Essa analise foi feita

mediante o algoritmo de alinhamento de sequéncias multiplas ClustalW, disponivel

no endereco http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. O resultado do alinhamento

esta apresentado no Anexo Il.

1.2 Escolha do algoritmo para identificacdo de alvos para interferéncia de RNA
- RNAI

Varios métodos foram descritos e disponibilizados para a identificacdo de
regides do RNAm de nNOS suscetiveis a interferéncia de RNA (HAJERI & SINGH,
2009). O desempenho de diferentes metodologias foi recentemente avaliado de
forma comparativa, mostrando que os algoritmos BIOPREDsi, ThermoComposition e
DSIR apresentam melhores predi¢cfes para silenciamento génico (MATVEEVA et al.,
2007; HUESKEN et al., 2005; VERT et al., 2006).

1.3 Uso de algoritmos baseados em redes neurais artificiais para selecdo de
alvos de interferéncia de RNA sobre a enzima nNOS

Tratam-se de algoritmos previamente validados e que s&o Uteis para a
identificacdo de regifes-alvo para RNAI, neste caso presentes na sequéncia codante
do RNAmM de nNOS (MATVEEVA et al., 2007). Para o atual projeto, optou-se por
utilizar uma sequéncia de RNAI situada no exon 28 como alvo de silenciamento das
trés isoformas de nNOS, alfa, beta e gama, denominada de e28 hnNOS. A
sequéncia ndo sera aqui apresentada, pois é objeto de patente para obtencdo de

propriedade intelectual. Foi utilizado o software BLAST (Basic Local Alinment Search
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Tool) ajustado para sequéncias curtas, que estd disponivel no endereco

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, para avaliar a ocorréncia de eventuais regides
de similaridade das duas sequéncias utilizadas para RNAiI de nNOS com relacdo a
outros genes depositados no GenBank. Caso a sequéncia e28 _hnNOS
apresentasse similaridade com sequéncias de outros genes, esse alvo seria
imediatamente descartado para evitar-se efeitos de interferéncia inespecificos. O
controle negativo do atual estudo (scramble) corresponde a uma sequéncia de
nucleotideos sem homologia com qualquer gene descrito em mamiferos,
denominada de All-Stars™ negative control sSiRNA (Qiagen™, n° 1027281, 20nmol).

Etapa Il — Silenciamento de nNOS em glioma via RNA interferente

2.1 Sintese quimica das sequéncias alvo para interferéncia de RNA
A sequéncia e28_hnNOS foi sintetizada com estrutura de dupla fita contendo
21 ribonucleotideos, pré-anelada, na escala de 20 nmol/tubo (Qiagen™). Os siRNAs

foram diluidos em um mililitro (mL) de Agua RNase free.

2.2 Cultura celular de glioma

O presente estudo utilizou cultivo de células da linhagem de glioma humano U-
251MG, gentilmente cedidas pelo Laboratério de Neurofisiologia e Biologia
Molecular, Dept. Morfologia Estomatologia e Fisiologia, Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. O cultivo foi realizado sempre em
triplicata. Utilizou-se o meio de cultura Dulbecco’s Modified Médium + F12
(DMEM/F12 Gibco™, Cat. No. 12400-024) aditivado de 10% de soro fetal bovino,
1% de Glutamax™ | (Cat. No. 35050, Gibco™) e 1% de solugédo
antibiotica/antimicética (Cat. No. A5955, Sigma-Aldrish™). A contagem de células
para plagueamento foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se o corante
Azul de Tripan (Cat. No. 15250, GIBCO™). Os frascos com capacidade de 60 mL
foram semeados com 5x10° células e o cultivo realizado em estufa umidificada
(Thermo Scientific REVCO™) a 37°C e 5% de CO,. As células foram postas em

suspensao utilizando tripsina/EDTA 0,25% (Cat. No. 25300 — Gibco™), seguida de
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banhos com Dulbecco’s Phosphate-pBuffered Saline (D-PBS — Gibco™, Cat. No.
21600-010).

2.3 Transfeccéo de glioma em cultura com siRNA €28 _hnNOS

Os testes de silenciamento de nNOS foram realizados em dois grupos, um
deles recebendo o siRNA €28 hnNOS e outro a sequéncia controle scramble (All-
Stars™ negative control siRNA, Qiagen™). Cada siRNA, tanto o alvo quanto o
controle, foi inicialmente estruturado em lipossoma catibnico, seguindo as
orientacbes do fabricante (Lipofectamine 2000™ Transfection Reagent,
Invitrogen™). A metodologia de transfec¢do dos gliomas em cultura foi baseada em
publicacdes anteriores (TORCHILIN et al., 2005; ZHAO et al., 2008 e HUGHES et
al., 2010). Todos os ensaios foram feitos em triplicatas e utilizando a concentracéo
de 37,5nM de RNAI. A metodologia utilizada é um procedimento operacional padrao
desenvolvido pela equipe do Laboratério de Tecnologia para Terapia Génica e esta

descrita no POP 44 do anexo |l.

2.4 Obtencdo das células de glioma para posterior extracdo de RNA
As células transfectadas com o sSiRNA €28 hnNOS e Scramble, na
concentragcdo acima descrita, foram incubadas por 4, 8 e 48 horas pos-transfecgéo.

Depois foram re-suspendidas por tripsinizacdo conforme POP 43.1 (Anexo ).

Etapa lll - Quantificagdo do silenciamento génico de nNOS

3.1 Extracdo de RNA total e andlise de sua integridade

O RNA total das células foi extraido e purificado utilizando o kit comercial
RNeasy™ Plus Mini Kit (Cat. No. 74134 - Qiagen™), de acordo com
recomendacdes do fabricante (POP 46, anexo Il). As amostras de RNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio

para analise de integridade e estimativa visual de rendimento.
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3.2 Quantificagdo do RNA

O RNA extraido foi quantificado por fluorimetria (Qubit™, Invitrogen™). A
qualidade da extracdo em termos de pureza foi determinada pela razdo entre as
concentracfes de RNA e de proteina, que deve ser de 1,8 a 2,0 (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001).

3.3 Obtencédo do cDNA

Para realizacdo do método de RT-gPCR descrito a seguir, foi inicialmente
realizada a transcri¢cdo reversa (RT) do RNA em sequéncias de cDNA. Para tanto,
utilizou-se o kit comercial SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Cat. No. 11904-018, Invitrogen™). A reacéo utilizou 1500 ng RNA e foi realizada via
sistema Randon Hexamers (Cat. N0.18080-51 , Invitrogen™), conforme POP 48 do
Anexo Il. Como controle negativo, foi feita a reacdo de transcricdo reversa sem
incluir a enzima SuperScript |1l na mistura. Esse controle permite detectar a eventual
contaminag¢do da amostra com DNA genbmico, o0 que traria consequéncias ao RT-
gPCR.

3.4 RT-qPCR

O presente estudo utilizou a técnica de PCR em tempo real quantitativo apos
transcricao reversa - RT-qPCR (reverse transcription quantitative real time PCR)
para quantiticar o RNAmM de nNOS no cultivo celular de glioma em estudo. Para

realizacdo da técnica, foram seguidos 0s seguintes passos:

a) Selecéo de primers para amplificacdo de nNOS por RT-gPCR

Os primers utilizados no método de RT-gPCR foram obtidos de publicacbes
anteriores via consulta ao National Center for Biotechnology Information — NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Foi realizada analise pelo algoritmo

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para confirmacdo da identidade e
especificidade dos primers quanto ao alvo nNOS. Informagdes complementares
sobre caracteristicas dos primers foram obtidas no IDT (Integrated DNA
Technologies)  (http://www.idtdna.com), via software  OligoAnalyser 3.1

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), incluindo contetdo de

G e C, melting temperature (Tm), hairpins, self-dimers, hetero-dimers, entre outros.
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Os primers foram selecionados para o atual estudo com base nas seguintes
caracteristicas: (i) o tamanho desejado do amplicon de 100 pares de base (bp); (ii)
percentuais de guanina e citosina de aproximadamente 50%; (iii) reduzida
complementariedade intramolecular, evitando-se hairpins e self-dimers; (iv) reduzida
complementariedade intermolecular, evitando-se hetero-dimers; (v) reduzida
variacdo nas temperaturas de anelamento A(Tm) entre os primers forward e reverse,
preferencialmente préxima de 1°C. Os primers que melhor se adequaram a essas

caracteristicas foram selecionados para o presente estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Primers de Oxido Nitrico Sintase Neuronal (nNOS) utilizados para RT-
gPCR.

Sigla Sequéncia (5' - 3") Referéncia
nNNOS_Agui Forward: 5" - GTGGAGGTGCTGGAGGAGTT - 3’ Aguilera et al., (2007)
Reverse: 5" - CGAGTGCGGTAGGAAACGAT - 3
nNOS_Détsch Forward: 5" — GGTGGAGATCAATATCGCGGTT - 3’ Détsch et al., (2000)
Reverse: 5 — CCGGCAGCGGTACTCATTCT - 3~
nNOS_human Forward: 5" — GAACTGGGAGACTGAGGTGGTTC - 37 Gunningham et al,
(2007)

Reverse: 5" — CTCAGTGCATCCCGTTTCCA -3’

* nucleotideos sublinhados correspondem as divergéncias genéticas entre as sequéncias génicas de nNOS do
rato e do homem, ajustadas para atender aos ensaios aqui descritos e que utilizaram células humanas.

b) Selecédo de genes controles endégenos

O atual estudo utilizou metodologia de RNAI, que atua sobre vias enddégenas
do metabolismo celular do RNA, portanto € fundamental a inclusdo de genes
controle endogenos (TUZMEN et al.,, 2007). Os critérios de selecdo dos genes
candidatos foram: (i) similaridade nas sequéncias nucleotidicas de todas as
amostras; (ii) resisténcia as condicbes experimentais, ou seja, a expressao deve
manter-se estavel independente do teste realizado; (iii) possibilidade de utilizacdo
nas mesmas condi¢cdes de RT-gPCR utilizadas para o gene alvo (VANGUILDER et
al., 2008). Neste sentido, optou-se por testar dois genes controle endégenos — GPB1

e PAPOLA, utilizando-se os primers descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Primers para amplificacdo de genes controle enddgenos.
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Alvos Sequéncia Referéncia

Forward: 5" — TCACTTGAGGCAGAACACAGA - 3’
GPB1 Reverse: 5'— AGCACATGTTTCATCATTTTCAC - 3° Kwon et al., (2009).

Forward: 5= GCTACGAAGACCAGTCCATTG - 3°
PAPOLA Kwon et al., (2009).
Reverse: 5'- TGTTGGTCACAGATGCTGCT -3’

c) Método de RT-gPCR para guantificacdo do RNAm de nNOS

Os niveis de RNA mensageiro da enzima NO sintase neuronal foram

guantificados por RT-gPCR, considerando cuidados anteriormente descritos para a
padronizacdo do método e para a sua utilizacdo especifica em ensaios com RNAI
(BUSTIN, 2000; TUZMEN et al., 2007). O equipamento utilizado foi o termociclador
7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems™).

A mistura de amplificacdo, para cada triplicada, foi composta de: SYBR™
Green master mix (Applied Biosystems™) 20,0 pL; 1,0 pL de cDNA obtido da
transcricdo reversa de 1500 ng de RNA; 3,2 yuL de primer na concentracdo de
10pmol/pL; agua milliQ autoclavada g.s.p. 40uL. Em cada pogo foram colocados
10,0 pL da mistura, sendo que os 10,0 uL restantes sdo preparados como margem
de seguranca. Os ciclos de RT-gPCR foram: desnaturacao inicial a 95°C por 5min,
seguida de 40 ciclos de amplificacao (desnaturacéo a 95°C por 1min, anelamento e
extensdo a 60°C por 1min). Foram testados os primers nNOS_Agui, nNOS_Détsch,
NNOS_human para quantificacdo de nNOS. Para amplificacdo dos genes controle
enddgenos foram utilizados os primers GC-rich promoter binding protein 1 (GPB1) e
Poly(A) polymerase alpha (PAPOLA).

d) Quantificacdo relativa do silenciamento génico

O nivel de silenciamento génico foi determinado pelo método de quantificacédo

relativa (2"2¢7

), que representa quantas vezes a expressao génica do RNAm alvo foi
reduzida no grupo tratado em relacdo ao grupo controle (LIVAK & SCHMITTGEN,
2001; TUZMEN et al., 2007). Assim, ir4 expressar a reducao nos niveis de RNAm de
NNOS obtida no grupo tratado com siRNAs (gliomas transfectados com o siRNA
e28 hnNOS) quando comparado com 0 grupo controle negativo ou scramble

(gliomas transfectados com a sequéncia scramble All-Stars™ negative control).

34



Para fins de esclarecimento, o termo Ct (crossing treshold) representa o ciclo
de PCR no qual a amplificagdo tornou-se exponencial. Neste caso, o sinal de
fluorescéncia ultrapassou o limiar de deteccdo, servindo como referéncia da
guantidade do RNA alvo presente inicialmente na amostra. Assim sendo, maiores
valores de Ct indicam menor quantidade de RNA, como ocorre nas situacdes de
silenciamento génico via RNAI.

Etapa IV — Efeito do siRNA sobre a apoptose induzida por neomicina em

cultivo celular de glioma

Os efeitos fenotipicos dos siRNAs sobre a apoptose do glioma foram
determinados por ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT, conforme sera
descrito abaixo. Inicialmente, os gliomas foram distribuidos em placas de 96 pocos,
na densidade de 1x10* células por poco contendo 200 pL de meio DMEM, em
triplicata, sendo mantidos por 24horas em estufa de CO;, a 37° C. Para avaliar os
efeitos dos siRNAs, os gliomas foram lesados com neomicina na concentracdo de
300pg/mL e tratados ap6s 24 horas com siRNA e28 hnNOS (37,5nM) por 4horas
(estufa de CO, a 37° C) e controle negativo scramble.

Para determinacdo da viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de MTT -
brometo  3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (Cat. No. M-6494,
Invitrogen™), conforme orientacbes do fabricante. Tal método baseia-se na
avaliacdo da atividade mitocondrial. Neste caso, a metabolizacdo do MTT por
enzimas desidrogenases resulta em produto de coloracdo roxa denominado
formazan; a intensidade dessa coloracdo indica o grau de viabilidade celular
(VISTICA et al., 1991). Assim, adicionou-se 15 pL de solu¢do de 5 mg/mL de MTT
diluido em 135 pyL de DMEM a cada poco, sendo o material incubado por 3h em
estufa de CO, a 37° C. Em seguida, removeu-se 0 meio contendo MTT, e adicionou-
se 100 pL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan produzidos pelas
células. Os resultados foram mensurados por verificagdo da densidade Optica (OD) a
595 nm. A porcentagem de viabilidade das células tratadas com as diferentes
estruturas de siRNA foi determinada considerando-se como referéncia a densidade
Optica dos controles negativos - células previamente incubadas e sem tratamento
com RNAI.
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RESULTADOS

Este estudo desenvolveu metodologia para regulacdo génica da enzima
NNOS, baseada em interferéncia de RNA. Foi identificado e testado um alvo
direcionado a sequéncia de RNAm codificada pelo exon 28 do gene dessa enzima.
As etapas dos resultados experimentais que levaram ao desenvolvimento desse

produto estédo descritas a seguir.
1.1 Resultados de bioinforméatica

O resultado de busca as informacdes sobre o gene de nNOS junto ao Comité
de Nomenclatura de Genes (HGNC) mostrou que o nome aprovado para este locus
€ nitric oxide synthase 1 (neuronal), sob cédigo de identificacdo Unica — (HGNC ID)
HGNC:7872 (http://www.genenames.org/). Esse locus pode ser abreviado como
NOS1, tendo como sinbnimo nNOS. Para fins do atual estudo, a sequéncia NOS1
sera referida pelo seu sinbnimo NNOS e tera como sequéncia de referéncia junto ao
NCBI aquela representada pelo c6digo NM_000620.4 e pelo Gene ID: 4842.

O locus de nNOS foi descrito no GenBank do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/484) como variante de transcrito 1, que assim
codifica a isoforma 1 da enzima NOS, ou seja, a nNOS. As duas sequéncias com
status de revisadas sdo NM_000620.4 e NP_000611.1, caracterizadas como nitric
oxide synthase, brain isoform 1. As sequéncias fonte originalmente depositadas no
GenBank sédo: AC026364, AK294435, AK307481, BC033208, BE207961 e U17327.
Assim, a sequéncia de consenso para a regido codante de nNOS ou consensus
CDS (CCDS) € a CCDS41842.1. Esta sequéncia CCDS41842.1 foi utilizada na
selecéo dos alvos para interferéncia de RNA, conforme sera descrito posteriormente.

A sequéncia de nucleotideos consenso da regido codante de nNOS
CCDS41842.1 (4305nt) esta apresentada a seguir, onde a alternancia de cores entre
preto e azul representa cada mudanca de exon a partir do codon de inicio da
traducdo (metionina, ATG) situado no exon 2 da isoforma alfa. As isoformas de
NNOS com seus respectivos codons de iniciagdo serdo caracterizadas

posteriormente.
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ATGGAGGATCACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGCAAAGTTGGGGGCCTGG
GATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAGTAAGCCGCCCGTGATCATCTCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGG
CCTCATCCAGGCCGGAGACATCATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTACTC
AGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTCACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAG
GTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACACAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGC
CGGCAAAGAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTACGATGATGGGCAGGAGGCT
GGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCAGGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCAGCCTCC
AAGGCAGAGGGGAGAACAATGAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTCAAGGG
AGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAG
AGATTTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAATGACCTATGGGGGAAGGGCAAT
GTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAGCAG
CCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCACGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGA
CTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTTAAGAGCACATTG
GAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCTTCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAA
AAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCCAAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAG
ATTTGGCTCCAAAGCCCACATGGAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGACACA
GAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGGATCCAGTGGTCCAAGCTGCAG
GTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATGTTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGA
ACCTCAG
GTCTGCCATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAGCTCATCCGCTACGCTGGC
TACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAATGTGCAGTTCACAGAG
ATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGATGTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTG
AGCTCTTCCAGATTCCTCCAGAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAA
GTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGGCTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG
TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTACTGTGACAACTCCCGCTACAATATCC
TGGAG
GAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATGAGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGG
TTCTCTATAGCTTCCAG
AGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTCATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGG
GCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGGATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTACCG
GCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAG
CCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGCACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGGCTTCAAGAAGCTAGCAG
A
AGCTGTCAAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTCTATGCCACAGAGACAGGC
AAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAACACGCCTTTGATGCCAAG
GTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACATGAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAG
ATCCCCCTGAGAATGGGGAG

AAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGGAA
GAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCAGGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAAC
TTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAG
GTTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCTGTGGACACCCTCCTGGAAGAACTG
GGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGATGAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCT
TCAAG
GCAGCCTGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATCAGCAATGATCGCAGCTGGA
AGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCAGAACTCACACAAG
GTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTTAGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAG
TCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCACACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCT
GGCAACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAACCAGATGGTGAAAGTGGAACTGC
TGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAG
GTGTCATCAGTAACTGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTGGACATCACCAC
GCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGCGAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAG
GGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGGAAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATGC
CGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGCTCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGA
AGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGCACTCGAG
ATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATACAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAG
AGG
AGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGGAACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC
TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAG
GAATGAACCCCTGCCCCATGGTCCTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAGGC
CAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAACCAAAG
AAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCCCTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCT
GTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTCCTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGC
CGGCGTATTCATCAGCCGGATGAGG
GATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACCCTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTG
CCTTCATTGAAGAGAGCAAAAAAGACACCGATGA

GGTTTTCAGCTCCTAA

Figura 3. Exons e respectivos nucleotideos da regido codante da sequéncia de referéncia CCDS41482.1.
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Essa sequéncia codante de nNOS alfa apresenta 4305 nucleotideos que séo
traduzidos em uma proteina de 1434 amino&cidos.

A analise de similaridade genética entre sequéncias representativas de nNOS
citadas acima foi realizada pelo algoritmo de alinhamento de sequéncias multiplas

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e esta apresentada no anexo Il.

Para fins de simplificacdo, foram apresentadas sequéncias da regiao codante, que
foi a regido utilizada para selecdo dos alvos de RNAI. Verificou-se que as
sequéncias de nNOS séo conservadas, encontrando-se apenas algumas mutacoes
de um dnico nucleotideo e que estdo localizadas em regifes distintas daquelas
utilizadas para interferéncia de RNA. Como exemplos de mutacdes observadas,
pode-se citar: AK307481.1, trés mutagdes (A—G; C—T; C—oT); AK294435.1, trés
mutacgdes (G—T; A—T; T—C) e; U17327.1, uma mutacao (T—C).

1.2 Resultados de extracdo de RNA, transcricao reversa e primers

Todas as etapas de cultivo celular e transfeccdo foram devidamente
reproduzidas conforme procedimento operacional padrdo desenvolvido pelo grupo
de pesquisa do Laboratério de Tecnologias para Terapia Génica, possibilitando
condi¢cOes adequadas para os testes de silenciamento génico de nNOS em gliomas.

A extracdo do RNA total via kits comerciais apresentou bom rendimento,
obtendo-se concentracfes préoximas de 300 ng/uL. Essa concentracdo possibilitou
iniciar a transcricdo reversa com 1500 ng de RNA em cada reacéo.

Conforme apresentado na figura 4, o RNA apresentou integridade satisfatoria.
Podem ser visualizadas as bandas de RNA ribossomal 18S e 28S, com 1900 e 4800
nucleotideos, respectivamente, bem como auséncia de rastro de degradacdo ou

smear.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo representativo de ensaio de
extracdo de RNA. Canaleta 1, marcador de massa molecular 1kb size marker DNA Ladder (Real Biotech
Corporation™); canaleta 2, amostra de RNA extraido de cultivo celular de glioma.

A transcricdo reversa (RT) via Randon Hexamers (Invitrogen™) também foi
bem sucedida. Os controles negativos desta etapa - transcricdes reversas realizadas
sem a enzima transcriptase reversa, mostraram resultados de amplificacdo tardios,
indicando que essas amostras nao continham quantidade de DNA gendmico
suficiente para afetar os resultados de qPCR.

Quanto aos primers para amplificacdo de nNOS e dos genes enddgenos no
método de gPCR, todos apresentaram resultados de amplificacdo adequados.
Porém, os primers nNOS_Doétsch e GPB1 apresentaram menores valores de Ct e
maior reprodutibilidade inter-ensaios, razdo pela qual foram selecionados para esse

estudo.

1.3 Resultados da interferéncia de RNA sobre o conteudo de nNOS, por RT-
gPCR

Os resultados mostram que o siRNA e28_hnNOS (37,5 nM) causou alteracao
no conteiddo de RNAmM de nNOS nos trés tempos testados — 4, 24 e 48 horas,
gquando comparado com o siRNA controle scramble (Fig. 5). Os valores de ACt
foram obtidos pela subtragdo dos valores de Ct do alvo nNOS em relagéo aqueles
do gene controle enddégeno GBP1, nas triplicatas de trés ensaios independentes. Os
dados mostram que o siRNA em teste causou redugdo do conteido de nNOS nos
tempos 4 e 24 horas pos-transfeccao, representado por valores de ACt superiores

aos obtidos no grupo controle. No tempo de 48 horas, entretanto, observou-se efeito
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oposto no grupo tratado com €28 _hnNOS, havendo aumento no contetado de nNOS,
expresso pela reducdo de ACt. As diferengcas ndo apresentaram significancia
estatistica.

Analisando-se a expressao génica de nNOS em termos percentuais (ACt do
grupo teste / ACt do grupo controle), observa-se que o aumento de conteddo de
NNOS foi superior no tempo 24 horas em relagéo ao tempo 4 horas (107,08% versus
103,52%), conforme Fig. 6. No tempo 48 horas, ao contrario, houve reducao
percentual (92,83%).

[Iscrambled

12,00~ Pe 28hnNOS

10,00 1

8,007

A Ct

6,00

H

i

4,00

2,00

OOt

0,00

4 24h 48h

Tempos pos-transfecgao

Figura 5. Variacdo temporal dos valores de ACt do alvo nNOS ap0és transfec¢do com os siRNAs e28_hnNOS ou
scramble. Culturas de glioma humano da linhagem U-251MG foram transfectadas com siRNA estruturado em
lipossoma catiénico (37,5nM). O valor de ACt foi obtido pela subtracé@o entre os valores de Ct do alvo nNOS e do
controle endégeno GPB1. Os valores foram obtidos por RT-gPCR nos tempos de 4, 24 e 48 horas, em triplicata,

e expressos como a média de trés repeticdes experimentais.
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Figura 6. Variagdo temporal dos valores de ACt do alvo nNOS apo6s transfec¢do de gliomas com os siRNAs
e28_hnNOS ou scramble (37,5nM), expressos como percentual em relagdo ao grupo scramble. Os valores
iniciais de ACt para os siRNAs e28_hnNOS e scramble expressam a relacéo entre os valores de Ct do alvo
nNOS e do controle enddgeno GPB1. Os valores foram obtidos por RT-qPCR, em triplicata, para trés ensaios

experimentais independentes.

Quanto ao conteudo relativo de nNOS, observou-se que o siRNA €28 hnNOS
causou alteracdo nos tempos 4, 24 e 48 horas, conforme resultado obtido pelo

método da expresséo relativa ou 224

(Fig. 7). A maior reducédo deste conteudo foi
observada no tempo 24 horas, atingindo 0,61 em relacdo ao valor observado no
controle scramble, ajustado para 1 ou 100% (observar linha pontilhada). No tempo 4
horas, a reducédo foi de 0,88 em relagdo ao grupo controle. Foi possivel observar
tendéncia, mas nao houve diferenca estatistica entre os tempos quatro e 24 horas
(p=0,053). Surpreendentemente, houve aumento no conteado de nNOS no tempo 48

horas. A expressao relativa (2'AACt

) no grupo tratado com o SiRNA e28 hnNOS foi
1,4 vezes superior aquela observada no grupo controle scramble, ajustado para 1 ou
100%. A diferenca entre os valores observados no grupo 48 horas em relagédo aos
grupos quatro e 24 horas mostrou significancia estatistica (p<0,01, ANOVA oneway

seguida de Tukey).
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Figura 7. Efeitos dos siRNAs e28_hnNOS ou scramble sobre o conteido de RNAm de nNOS nos tempos 4, 24 e
48h. Culturas de glioma humano da linhagem U-251MG foram transfectadas com os siRNAs estruturados em

lipossomas catidnicos (37,5 nM). O niveis de nNOS foram determinados por RT-gPCR, em triplicata e expressos

pelo método da quantificacdo relativa (272°T).

* - diferenca significativa para o tempo de 48 horas quando comparado com os tempos de 4 e 24 horas (p<0,01,
ANOVA oneway seguido do teste de Tukey).

1.4 Efeitos do siRNA e_28hnNOS e da injuria por neomicina sobre a viabilidade
de gliomas, pelo ensaio de MTT

O presente ensaio mostrou que a interferéncia de RNA sobre nNOS foi capaz
de produzir efeitos fenotipicos sobre viabilidade celular de gliomas em cultura, e que
estes efeitos sdo influenciados pelo agente pro-apoptotico neomicina. Na auséncia
da injaria por neomicina, a interferéncia de RNA pelo siRNA e28_hnNOS e também
pelo controle scramble promoveram aumento na viabilidade celular, em valores de
104,31% e 105,90%, respectivamente (Fig. 8). Na presenca da lesdo por neomicina
os resultados sao opostos, havendo queda da viabilidade celular apds tratamento
com o siRNA e28 hnNOS (Fig. 9). Notar que a viabilidade celular foi reduzida para
96,36% apenas no grupo tratado com e28 hnNOS; o grupo controle scramble
apresentou o mesmo efeito observado anteriormente, ou seja, houve aumento deste

parametro para 103,69%.
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Figura 8. Viabilidade celular de gliomas transfectados com os siRNAs €28_hnNOS e scramble (37,5 nM / pocgo )
estruturados em lipossomas catiénicos (Lipofectamine 2000™) no tempo de 4 horas, determinada pelo método
de MTT em cinco ensaios independentes. A viabilidade est4 expressa como percentual em relacdo aos valores

de absorbancia observados no grupo controle néo tratado.

=
~=100,0

80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0 T |
scrambled e28_hnNOS

Tratamentos - siRNAs

Viabilidade celular - MTT
8
(?
\
N

Figura 9. Viabilidade celular de gliomas previamente lesados com neomicina e transfectados com os siRNAs
e28_hnNOS ou scramble (37,5 nM/pogo) estruturados em lipossomas catidnicos (Lipofectamine 2000™) no
tempo de 4 horas, determinada pelo método de MTT em cinco ensaios independentes. A viabilidade esta
expressa como percentual em relagdo aos valores de absorbancia observados no grupo controle ndo tratado.
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DISCUSSAO

O atual projeto estudou os efeitos da interferéncia de RNA sobre a enzima NO
sintase neuronal em linhagem celular de glioma. A estrutura genética utilizada foi
RNA interferente curto, em dupla fita, direcionado a sequéncia do RNAm de nNOS
codificada pelo exon 28, denominado de siRNA €28 hnNOS. Os resultados desta
pesquisa mostram que este SiRNA causa alteracdo na expresséo da enzima nNOS e
no fenétipo de viabilidade celular do glioma, conforme seré discutido a seguir.

As enzimas NO sintases sao fortemente expressas em gliomas e tém papel
importante na regulacdo do fluxo sanguineo do tumor. Sendo assim, a inibicdo
sistémica da NOS pela Ng-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) administrada em
ratos acometidos por glioma da linhagem C6, causa aumento na taxa de necrose, 0o
gue resulta em efeito antitumoral (SWAROOP et al.,, 2000). No mesmo sentido, a
inibicdo da isoforma INOS pela molécula antagonista N6-(1-Iminoethyl)-L-lisina-
dicloridrato (L-nil) causou varios efeitos antineoplasicos em linhagem de melanoma,
incluindo redugédo do crescimento tumoral, diminuicAo da densidade vascular,
aumento do numero de células apoptéticas, culminando com prolongamento da
sobrevida de camundongos portadores (SIKORA et al.,, 2010). Apesar destes
beneficios terapéuticos, inibidores de NOS nao-seletivos podem causar efeitos
colaterais graves. Destaca-se o aumento da pressdo arterial e a elevacdo da
resisténcia vascular periférica, acompanhados das respectivas consequéncias
funcionais e estruturais do quadro hipertensivo (TOROK, 2008). Nesse sentido,
foram desenvolvidos inibidores seletivos da isoforma neuronal da enzima - nNOS,
gue assim teriam efeitos antitumorais, sem causar efeitos hipertensivos — devido a
inibicdo de eNOS, ou problemas sobre o sistema imune — devido a inibicdo de INOS
(HAITAO et al., 2009; YU et al., 2011). Apesar desta vantagem, alguns compostos
seletivos para nNOS séo altamente polares, o que dificulta a penetracdo na barreira
hemato-encefélica e, consequentemente, limita 0 seu emprego no tratamento de
distarbios do sistema nervoso central (SILVERMAN, 2009). Considerando-se essas
limitagBes, assim como os papéis da nNOS no desenvolvimento tumoral, torna-se
relevante a busca por alternativas mais especificas de bloqueio enzimatico.

O silenciamento génico mediado por interferéncia de RNA (RNAI) tem aberto

oportunidades para a ciéncia e o desenvolvimento tecnoldégico no campo das
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ciéncias translacionais (FIRE et al., 1998; GUPTA et al., 2004; BUSHATI & COHEM,
2007; GONZALES-ALEGRE & PAULSON, 2007). O mecanismo de acdo da RNAI
mediada por siRNAs ocorre em nivel pds-transcricional no citoplasma celular e
depende da formagéo de pontes de hidrogénio entre fita guide do siRNA em teste
(e28_hnNOS) e a sequéncia-alvo, no caso do presente estudo a sequéncia
codificada pelo exon28 da nNOS (MEISTER & TUSCHL, 2004; CARTHEW &
SONTHEIMER, 2009). Nesse sentido, apenas dois outros estudos utilizaram a
metodologia de RNAI para silenciamento de nNOS. O primeiro deles utilizou vetores
lentivirais para expressdo de short-hairpins de RNA, realizando testes in vitro, em
neurdnios corticais do rato, e in vivo, apdés administracdo intracerebral via cirurgia
estereotaxica (MAHAIRAKI et al., 2009). Além da diferenca do uso de vetor viral,
comparado ao presente estudo que utilizou siRNAs sintéticos, o alvo de
silenciamento foi sequéncia codificada pelo exon 10, enquanto aqui utilizamos como
alvo o exon 28. Ambos os exons, entretanto, codificam sequéncias comuns as trés
isoformas de nNOS, alfa, beta e gama. Os autores observaram acima de 90% de
silenciamento génico de nNOS no tempo de 48 horas poés-transfeccdo. No presente
estudo obtivemos silenciamento génico nos tempos de 4 e 24 horas, 0 que pode ser
reflexo da natureza da estrutura genética em uso. siRNAs sdo sequéncias curtas de
RNA que produzem silenciamento génico por tempos menores quando comparados
com vetores virais, que podem expressar sequéncias génicas por periodos mais
prolongados (SANDY et al., 2005). O grau de transfectividade celular obtido com
lentivirus, sobretudo em células neuronais, € comumente superior aquele obtido com
outras estruturas genéticas, o que pode ter contribuido para o grau de silenciamento
de 90%, bastante superior ao obtido em nosso estudo, cuja a expressao foi de 0,61
vezes em relagdo ao observado no controle negativo (MAHAIRAKI, et al., 2009). O
segundo trabalho também utilizou lentivirus para expressao de shRNA direcionados
a nNOS, em construto genético que continha sequéncia do microRNA 30 no cassete
de expressao e promotor regulado por tetraciclina (LIU et al., 2010). Os autores
observaram silenciamento génico in vitro e in vivo, porém com grande variacao de
poténcia de acordo com a estrutura cerebral em estudo. Até onde nosso
conhecimento alcanca, os resultados de silenciamento de nNOS em gliomas via
RNAiI sdo totalmente inéditos na literatura cientifica. Da mesma forma, o

silenciamento de nNOS via siRNAs sintéticos direcionados ao exon 28 é também
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inédito, o que revela um novo alvo terapéutico em potencial para terapia génica do
glioma.

A segunda vertente do atual estudo foi avaliar o efeito do siRNA €28 hnNOS
sobre a morte de gliomas induzida por neomicina. Os efeitos toxicos dos
aminoglicosideos tém sido estudados em vias auditivas, como fendmeno apoptotico
que leva a morte de células dos sistemas coclear e vestibular (BEEK et al., 2011).
Quanto aos gliomas, estudos anteriores mostram que a neomicina apresenta efeito
antiproliferativo, reduzindo a tumorigénese (CUEVAS et al., 2002; CUEVAS et al.,
2004). No presente estudo, verificamos que o SiRNA e28 _hnNOS reduz a
viabilidade celular de gliomas lesionados com neomicina. Assim, os achados desta
pesquisa, somados aos obtidos em publicacbes anteriores, mostram o potencial
terapéutico de associar um agente pré-apoptotico, neste caso a neomicina, com a
interferéncia de RNA sobre nNOS, como estratégia terapéutica potencial para
controle da proliferacéo celular do glioma. Novamente aqui apresentamos resultado
totalmente inédito, que mostra a possibilidade de controle do glioma in vitro mediante
a associacdo de antibidtico aminoglicosideo com terapia génica via RNAIi sobre
nNOS.
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CONCLUSOES

Concluindo, o presente estudo obteve e testou o produto e28 hnNOS,
sequéncia de siRNA em dupla fita, que mostrou capacidade de regular a enzima
NNOS e de potencializar a apoptose em linhagem celular de glioma previamente
lesada por neomicina. Esse resultado vincula a expressao da enzima nNOS com o
fendmeno da viabilidade celular e apresenta, além disso, uma nova ferramenta com
potencial terapéutico, focada em silenciamento génico via siRNAs. Projetos futuros
poderdo clarificar as eventuais vias de morte neuronal ligadas a interferéncia de
RNA sobre a nNOS e, no sentido tecnolégico, avancar para os testes em modelos

animais de cancer.
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CAPITULO 1l

CONSIDERACOES FINAIS

O siRNA sintético e28 _hnNOS foi capaz de alterar o conteddo de RNAmM da
enzima nNOS em cultura celular de glioma. Observou-se reducdo nos tempos de 4 e
24 horas e, supreendentemente, aumento no tempo de 48 horas poés-transfeccao,
fato este incomum para o fendmeno de interferéncia de RNA.

Os resultados desta estrutura genética sobre o fen6tipo de viabilidade celular
do glioma mostram caminho promissor no sentido biotecnoldgico. Considerando-se
0os severos efeitos colaterais dos quimioterapicos, o problema da resisténcia das
células tumorais a quimioterapia, bem como a agressividade do glioma, a obtencéo
de efeitos antiproliferativos mediante a associacdo do siRNA e28 hnNOS com a
neomicina pode representar alternativa potencial para obtencdo de efeitos
antitumorais.

Ensaios futuros de dose-resposta e de toxicidade, preparacdo de vetores
plasmidiais para expressdo de shRNA, estruturagdo destes materiais em
nanoparticulas e, principalmente, a conducdo de testes em modelos animais de
cancer, sao etapas futuras para avaliacdo da eficacia e potencialidade deste produto

tecnoldgico inovador, o SiRNA €28 hnNOS.
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manner of Let-7 mimics was similar with siFNAs Take together,
These results revealed that Let-7s mimics are potential candidates
for cancer gene therapy.

849. Effective in vivo silencing for therapeutic
application using serum stabilized, non-
immunogenic and potent chemically modified
siRNAs

Mitin Purt.! Chris Burnett,! Sasha Vlassov,! Angie Cheng ! Varun
Bagai,! Havier de Mollerat du Jeu ? Kristin Wiederholt? Susan
Magdaleno !

1Small RNA R&D, Life Technologres, Austin, TX; *RNA Delivery
R&D, Life Technologies, Carlsbad, CA.

Short interfering ENAs (siRITA) are routinely used in the
laboratory to induce targeted gene silencing via RITA interference,
and increasingly, this technology is being translated to the clinic
With development of effective delivery systems, the siEIVA design
also needs to be enhanced for widespread applications. Primary
avenues for such enhancements for in vivo applicability are stability
against serum nucleases as well as reduction of non-specific effects
owing te interaction of the double stranded EXNA wath the innate
immune system. In this abstract, we introduce vanety of chemical
modifications 1n stENAs through altering functional groups on the
ribose ring. Such structural modulation of the RNA are shown to
positively impact it’s serum stability as well as make the siRINAs
non-immunogenic, without impacting potency. These chemical
enhancements in siRIVAs are shown to translate into effective in vivo
efficacy against multiple organs such as the liver, spleen and pancreas,
upon formulation as a lipid naneparticle In one example, effective
knockdown of chemically modified siEIA s lasts upto 29 days (30%
knockdown of the mPINA target compared to negative control in
the liver), wlile the unmodified ssRNA shows no knockdown (as
compared to the negative control) [figure 1]Chemical modulation of
siEMNAs 15 gaining traction in the clinic and is dnving siRNAs inte
therapeutic applications such as cancer and metabolic diseases as
well as target validation in vive
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850. RMNA Interference Effects on Neuronal Nitric
Oxide Synthase Enzyme (nNOS) from Glioma Cells
in Culture

Fernande F B Besende ! Elaine Del Bel 2 Luis Pardo,? Walter
Stohmer? Ricardo Titze-de-Almeida!

1Lab. Tecnologias para Terapia Génica, FAV, UnB, University

of Brasilia - UnB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil; *Lab.
Neurofisiologia e Biologia Molecular;, Dept. Morfologia
Estomatologia e Fisiologia, FORF, University af Sdo Paulo - USE
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil; *Molecular Biology of Neuronal
Signals, Max-Planck-Institute for Experimental Medicine,
Gettingen, Germany.

The cancer cells overexpress all minc omde synthase enzymes
during tumor development and metastasis, revealing potential
targets for gene therapy. BEINA interference (RINA1) techniques
commonly produce gene silencing and are useful tools for research
or drug development. This study examined whether the BINA1 on
neurcnal nitric oxide synthase enzyme (nINOS) would silence this
enzyme in glioma cells (U251MG) We first identified targets for
ENAi in the nNOS mENA sequence using an artificial neuronal
network algorithm. The sequence in test here targeted the exon
28 (exonl8_nlTOS), so it recognized the nNOS splicing variants
isoforms alfa, beta, and gama The glioma cells received 150 pmol
of this synthetic double-stranded EINA1 (Qiagen) mixed with the
transfection agent Lipofectamine® (Invitrogen). The negative control
sequence was the commercial scramble All-Star® (Quagen). The
culture media usedn this study were Optimen® (Gibco) and DMEM®
(Gibce), for the first 6 h and for the remaiming 24 h of mcubation,
respectively. We used commercial kats for RIA extraction (RNeasy
Plus MiniKit®, Qiagen) and reverse transcription (SuperSeriptT™
First-Strand Synthesis System for RT-PCE, Invitrogen). To measure
the relative sxpression (2%FT) of nlTOS, we set up a quantitative
PCE. protocel with SYBR Green® (Applied Biosystem 7500 Fast
Real-Time PCER. System). The forward and reverse primers used in
our study were, respectively, 3 — GGTGGAGATCAATAT CGCGGTT
- 3 and 5 — CCGGCAGCGGTACTCATTCT - 3’ for nNOS
For the housekeeping gene [B-actin, we used the primers 5
- GACATCCGCAAAGACCTGTACG - 37 and 57 -
GCCAGGGCAGTGATCTCCTTC -5 The PCE. muxture contained
the following reagents. SYBER Green nmux, 5.0 uL, cDNA, 500 ng,
0.8 uL of each pnmer 10 pdfiuL, MilliQ water up to 10 uL. The
qFCE. conditions were: initial denaturation step at 83 °C for 5 min,
followed by 40 cycles of amplification (95 °C for 1 min, 60 °C for
1 min). We tested each sample in triplicate wells in the same plate.
Surprisingly, the synthetic BIA1 sequence exon28_nMNOS produced
arelative 1.3 fold increase in the level of nNOS in glioma cells, in
comparison to the negative control. This result contrasted with the
silencing effects previously found by our group in neuroblastoma
cells. In conclusion, we report here an unexpectedincrease of nNOS
expression in glioma cells after an BI1A: on exon 28 of this enzyme.
The fellowing questions remain to be clanfied. where does the
interference eccur, which nNOS splicing vanants are affected, and
what are the resulting effects on cell proliferation.

Mo lecular Therapy elume 19, Supglement 1, May 2011
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Capitulo 4
CULTIVO CELULAR

cultura de células é o processo pelo qual as células, sejam procaridticas ou

eucarioticas, sdo cultivadas “in vitro” sob condicdes controladas. Na pratica, o

termo “cultura de células” & geralmente usado em referéncia aos cultivos
celulares eucariontes multicelulares isolados, especialmente de células animais.

HISTORICO

O principio de toda a técnica de cultivo celular tem origem nos estudos do fisiologista
inglés Sydney Ringer desenvolvido em meados do século XIX. Ali foi formulada a solugdo salina
- conhecida até hoje como solucdo de Ringer, @ base de cloreto de sodio, potassio, calcio e
magneésio, na qual foi mantido o coracdo de um animal batendo fora do corpo durante algum
tempo. Em 1885, Wilhelm Roux removeu parte do tecido oriundo de embrido de galinha e o
manteve vivo por varios dias em cultura, utilizando para tal uma solucdo salina morna,
estabelecendo assim o principio da cultura tecidual. Posteriormente, Ross Granville Harrison
estabeleceu a metodologia de cultura de tecidos na Escola de Medicina da Johns Hopkins
University e depois na Yale University, trabalho publicado em uma série de artigos entre 1908
e 1910.

Técnicas de cultura celular avancadas tiveram grande evolucdo nas décadas de 40 e 50,
como apoio d pesquisa em virologia. O uso de culturas de células para a producdo de virus
purificados permitiu a sua utilizacdo na fabricacdo de vacinas. A vacina Salk contra a paolio foi
um dos primeiros produtos produzidos em massa que utilizou técnicas de cultura de células.
Esta vacina foi possivel gracas a investigacdo de John Franklin Enders, Thomas Weller e
Frederick Huckle Chapman Robbins, gque foram agraciados com o Prémio MNobel pela
descoberta de um método de cultivo do virus em culturas de células de rim de macaco.

Tecidas as consideracbes de natureza historica, vamos abordar principios
fundamentais para o cultivo de células, o gue inclui a obtencdo das células, as condices
laboratoriais de cultivo em termos de cuidados, infraestrutura e metodologias, bem como as
aplicactes desta ferramenta de trabalho na pesguisa e no desenvolvimento tecnoldgico de
novos produtos. Conforme wimos no Cap. 1, que trata da expressio de proteinas
recombinantes, parte dos produtos comerciais somente podem ser obtidos a partir do cultivo
em celulas de mamifero, como fatores de coagulacdo, eritropoietina, e wvarios hormonios
(Quadro 1.2). Além desta questdo técnica, produtos comerciais recombinantes produzidos em
células de mamiferos possuem altissimo valor agregado, o que torna esta tematica tambeém
relevante no plano da biotecnologia aplicada a inddstria farmacéutica.
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ASPECTOS GERAIS SOBRE CULTIVO CELULAR

Como ja observamos em outros capitulos deste guia, a precisdo nos conceitos &
importante também para a tematica do cultivo celular. Assim, o Quadro 4.1 apresenta alguns
termos comumente empregados no dia-a-dia dos trabalhos com células em cultura.

0 termo cultivo tecidual refere-se a cultura de um tecido qualquer, fora de seu
organismo original. Por outro lado, cultivo celular esta relacionado @ manutencao “in vitra" de
células individualizadas ou desagregadas de um tecido, sob condicdes controladas
artificialmente. A cultura inicial, proveniente diretamente de um individuo, chama-se primaria;
quando as células sdo transferidas de um frasco de cultivo a outro, temos o processo
conhecido como passagem. Apods algumas passagens esse cultivo primario torna-se, entdo,
uma linhagem celular. As linhagens celulares podem ser classificadas como linhagens
continuas, quando as células possuem capacidade “ilimitada” de expansdo, ou linhagens
celulares finitas, guando as células cultivadas tem determinada vida dtil, entrando em
senescéncia apos algumas passagens. Para torna-se continua, a linhagem celular necessita
“transformar-se”, ou seja, sofrer uma alteracdo genética que a permita escapar da
senescéncia, tornando-se “imortalizada”.

Quanto 3 forma de crescimento, as células irdo crescer aderidas a determinadas
superficies, sendo denominadas de aderentes, ou, ao contrario, permanecerdo livres, em
suspensdo. Linhagens de gliomas, HEK e Hela, sdo classificadas como aderentes porgue
crescem fixadas a uma superficie rigida, formando monocamada. Linfocitos, por sua vez, sdo
linhagens que crescem em suspensdo, permanecendo dispersos no meio de cultura.

A obtencdo da linhagem celular de interesse pode ser feita a partir dos repositarios ou
bancos de células, que comercializam, estocam e trocam diferentes tipos celulares. Entre os
mais conhecidos estdo a American Type Culture Collection [ATCC) (http/fwww.atcc.orgf) e
European Collection of Cell Culture (ECALCC)
(http:/ fwww.hpacultures.org.uk/collections/ecacc.jsp). Temos também repositdrios em nosso
Pais, como o Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) (https/fwww.bcrj hucff.ufri.br/).
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Quadro 4.1 Terminologia relativa a cultura de células

Termo Definicdo

Banco de células Repositores de linhagens celulares ¢ materiais homdlogos

Clone Descendéncia isolada de uma célula especifica

Confluéncia Taxa de ocupacdo da drea disponivel para crescimento, dentro de uma
garrafa de cultivo, por exemplo.

Cultura de célula Manutencdo de células dissociadas em cultura

Cultura de tecidos Manutencdo de determinado tecido em cultura

Cultura Primaria Cultura inicial derivada de material "in vive™

Imortalizacio Habilidade imposta as células gue as permitem wviver em cultura por

tempo indeterminado

Linhagem celular Subcultura oriunda de um cultive primario inicial

Linhagem celular continua Limhagem imortalizada. Cultura gue se estende por tempo indefinido

Linhagem celular finita Linhagem de células com passagens limitadas. Neste caso, as células irdo
entrar em senescéncia ao atingirem certo numero maximo de divisdes

Passagem Subcultura de um grupo de células provenientes de um frasco de cultivo

Substrato Matriz onde as células em cultivo crescem

* Cuidado com os microrganismos!

Primeiramente, para o sucesso da cultura de células, o cumprimento das regras e cuidados

de assepsia & fundamental, uma vez que cerca de 70% dos problemas que surgem sdo devidos
a contaminacies.

= Como as células sdo retiradas dos tecidos ou das garrafas de cultivo?

As células podem ser isoladas dos tecidos para culturas in wvitro de muitas maneiras.
Podem ser facilmente adquiridas a partir do sangue, no entanto, apenas os leucdcitos sdo
capazes de crescer em cultura. Células mononucleares podem liberar-se dos tecidos moles por
hidrélise enzimatica, utilizando-se para tal enzimas como a colagenase, tripsina ou pronase
gue degradam a matriz extracelular.

Para a desagregacdo enzimadtica, a tripsina & a enzima mais usada, uma vez que & bem
tolerada pela maioria das células e mostra-se eficaz na maioria dos tecidos. Além disto, a sua
atividade residual pode ser neutralizada pelo soro do meio de cultura ou por um inibidor
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sintético adicionado. As desvantagens deste método s3o a possibilidade de lesdo celular e a
eventual ineficicia em determinados tecidos, particularmente quando apresentam matriz rica
em colageno e fibrina.

A desagregacdo mecanica é feita por compressao das células contra uma peneira com
malha de didmetro sucessivamente menor, passando as células através de uma seringa e
agulha ou simplesmente pipetando repetidamente. Esta técnica tem a vantagem de ser mais
rapida do que a dissociacdo enzimatica, embora cause mais lestes mecadnicas as células.

" Formas de crescimento celular em cultura: monocamada ou
suspensao?

Conforme citamos anteriormente, a cultura de células pode ocorrer em monocamada
ou em suspensdo. Na cultura em monocamada, as células vdo aderir a um substrato (plastico
ou vidro) e se propagam por ele. E o método mais usado, tendo justamente como condicio
essencial a adesdo ao substrato, “ancoragem”. Esta dependéncia da “ancoragem” & um pré —
requisito indispensavel & proliferacdo celular, nesta metodologia. A cultura em suspensio é
usada para células gue sobrevivermn e proliferam sem necessidade de adesdo, ou seja, crescem
independente da “ancoragem”. E o caso das células hematopoiéticas, das linhas celulares
transformadas ou das células derivadas de alguns tumores malignos de drgdos solidos.

* Quais as condigdes necessarias para manutencdo de células em
cultura?

Para a manutencdo das células em cultura & necessario gue a incubacio ocorra numa
atmosfera apropriada e controlada quanto a temperatura, 8 humidade e 3 composicdo da fase
gasosa. A maioria requer uma atmosfera pobre em oxigénio, embora variavel de acordo com
as necessidades especificas das células em causa. A concentracdo de C0,, superior a da
atmosfera normal, & igualmente fundamental para o sucesso das culturas celulares, sendo
frequentemente necessario adicionar este gas a atmosfera em que as células se encontram.

O meio de cultura escolhido € igualmente fundamental e indispensavel, uma ver que &
este que fornece nutrientes, hormdnios, promotores de crescimento e outros substratos
essenciais a expressdo de funcbes especializadas das células, sustentando o seu crescimento
continuo. Ensaios com cultura de células devem substituir e reproduzir - o melhor possivel - as
condigBes in vivo, uma vez gue as culturas de células se apresentam como alternativa aos
estudos em modelos animais, representando in witro as condictes in vivo.

Sendo a divisdo celular geralmente continua durante a cultura, & normal a
monocamada ocupar toda a drea disponivel na garrafa de cultivo. Isto pode causar varios
problemas: esgotamento de nutrientes no meio, acimulo de células apoptdticas ou necroticas,
inibicdo da divisdo celular por contato (contatos entre as células pode provocar parada do ciclo
celular) e diferenciacdo celular induzida por contatos intracelulares promiscuos. Assim, se faz
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necessaria a troca constante e cuidadosa dos meios de cultura. Para tanto, deve-se evitar ao
maximo os problemas de contaminacdo por bactérias ou leveduras, que competem por
nutrientes e / ou podem infectar e eliminar as células. Assim, toda a manipulaco deve ser
realizada em uma cdmara de fluxe laminar para impedir a entrada de organismos
contaminantes. Antibidticos também podem ser adicionados aos meios de cultura. Com as
mudancas no meio nutriente & possivel renovar e evitar a acumulacdo de produtos
metabdlicos potencialmente toxicos das células mortas. No caso de suspensdes de células, as
células devem ser separadas por centrifugacdo do meio e ressuspendidas em meio fresco. Em
culturas aderentes, o meio pode ser removido diretamente por aspiracdo e substituido por

meio de cultura novo.

* Um método comumente utilizado em cultura de células: passagem
celular

A passagem celular envolve a transferéncia de um pequeno nomero de células para
uma nova garrafa. As células podem crescer mais se o processo for regular, pois isso evita a
senescéncia prolongada associada com alta densidade celular. Em culturas de suspensdo, a
passagem & facilmente feita tomando-se uma peguena quantidade da cultura contendo
algumas células e diluindo-se em maior volume de meio fresco. Em culturas aderentes, as
células inicialmente tem que ser individualizadas, processo comumente realizado com o auxilio
de tripsina, embora atualmente existam misturas de outras enzimas para isso. Como citado
anteriormente, a tripsina possui a vantagem de ser bem tolerada por guase todos os tipos
celulares. O efeito residual é facilmente eliminado por soro fetal bovino e, além disto, tem boa
relacdo custo-beneficio. Desta forma, determinado nimero de células pode ser transferido
para cultivo em novo recipiente.

= Aplicagdes da cultura de células

O cultivo em massa de linhagens de células animais & essencial para a fabricacdo de
vacinas virais & muitos produtos de biotecnologia. Produtos biologicos produzidos pela
tecnologia de DMA recombinante em culturas de células incluem enzimas, hormonios
sintéticos, imunobiologicos (anticorpos monoclonais, interleucinas, linfocinas e agentes
anticancerigenos), conforme apresentado no Quadro 1.2. Embora muitas proteinas possam ser
produzidas por DNA recombinante em culturas de bactérias, as proteinas mais complexas
devem ser produzidas em células de animais, como as células CHO e BHEK (ver Cap. 1, sistemas
de expressao em células de mamifero em cultura).

= Vantagens e desvantagens do trabalho com células em cultura

Culturas de células tém uma série de wvantagens inegaveis, mas também tem
desvantagens que devem ser levados em consideragdo.
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*  \antagens da pesquisa com células em cultura

- Permite um controle preciso do ambiente. Em uma cultura & possivel controlar todos os
fatores ambientais: fisico-quimicos (temperatura, pH, pressdo osmaotica, os niveis de 02, CO2),
da tensdo superficial e fisiologicos (hormonios, fatores de crescimento, a densidade celular);

- Caracterizacdo e homogeneidade da amostra. Células de linhagem de células cultivadas sdo
homogéneas, com morfologia e composicdo uniforme. Pode-se facilmente obter um grande
numeros de réplicas idénticas, o gue supera a heterogeneidade inerente das amostras
associadas com o uso de animais experimentais.

- Economia. Provém economia no uso de reagentes ou drogas.

- A pesquisa biomédica a cada ano provoca o sacrificio de muitos milhares de animais. A
cultura celular nem sempre pode substituir o ensaio "in viva", mas & uma alternativa valida em
muitas situacdes. Permite refinar os estudos ou mesmo reduzir o ndmero de animais utilizados

nos ensaios in-viva,
* Desvantagens para a cultura de células:

- Técnica sensivel. O crescimento de células animais & muito mais lento do gue os
contaminantes mais comuns (fungos, leveduras, bactérias, micoplasma). Isto implica a
necessidade de manter condigdes de assepsia em todos os momentos. Deve-se ter extremo
cuidado gquanto ao instrumental e quanto & qualificacdo de pessoal para a manipulacdo das
células;

- Mimero e custo. O custo de producdo de 1 g de tecido na cultura & mais do gue 10 vezes
maior do que no animal. H3 também uma limitacio em termos de guantidade produzida,
requerendo-se instalacdes em plantas industriais de alto custo, para guantidades acima de
100g, por exemplo.

- Instabilidade. Muitas das linhas de células continuas sdo instaveis, como resultado de
aneuploidia de cromossomos. A composicdo da populacdo de células pode variar se qualguer
uma das subpopulacdes for capaz de crescer com uma taxa ligeiramente mais elevada, ou seja,
podemos encontrar diferencas significativas na linha de células de uma geracdo para a
seguinte. A dnica maneira de contornar & a utilizacdo de linhas estaveis que sdo replantadas a
partir de um estoque de células congeladas, o que deve ser realizado a cada certo nimero de
geracoes.

* Quais equipamentos basicos sdo necessarios para o cultivo celular?

Conforme citado anteriormente, 3 manutencdo de um laboratorio de cultura de
células envolve cuidados rigorosos para manipulacdo dos cultivos, condicbes adequadas para
crescimento celular e equipamentos auxiliares. Os equipamentos bdsicos de uma sala de
cultive celular s3o: 1. Fluxo laminar; 2. Centrifuga; 3. Microscopio invertido; 4.
Incubadorafestufa de CO2; 5. Cimara de Neubauer; 6. Contador de células.
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O fluxo laminar & um equipamento necessario para manter condicdo de isolamento
em relagdo ao ambiente do laboratorio, obtido pela geracdo, como o proprio nome diz, de
uma ldmina de ar que impede o acesso de contaminantes ao ambiente interno onde as
culturas sdo manipuladas (Fig. 4.1-1). A centrifuga & utilizada para obtencdo de células via
centrifugacdo, durante o procedimento de passagem celular (Fig. 4.1-2). O microscopio
invertido & um tipo de microscopio no qual as objetivas situam-se na posicdo inferior em
relacdo ao material a ser inspecionado, dai o termo “invertido” (Fig. 4.1-3). Permite a
visualizacdo das células para andlise de sua morfologia, do grau de confluéncia e de eventuais
contaminacies com microorganismos. A incubadora ou estufa de CO. permite a obtencio de
condicdes necessarias para a sobrevivéncia e multiplicacdo das células em cultura (4.1-4). A
camara de Neubauer e o contador de células sdo utilizados para a quantificacdo do ndmero de
células obtido. Esta determinacdo permite a contagem correta para novas passagens celulares
e, principalmente, para manter homogeneidade numérica entre distintos  grupos
experimentais submetidos a determinados tratamentos (4.1-5 e 4.1-6).

63



Pagina | 40

Figura 4.1 Equipamentos bdésicos utilizados em uma sala de cultivo celular. 1- Fluxo laminar. 2-
Centrifuga. 3- Microscépio invertido. 4- Incubadora/estufa de CO2. 5- Camara de Neubauer. 6- Contador
de células.

Além dos equipamentos basicos da sala de cultivo, também é necessario o botijao de
nitrogénio para armazenamento de células na temperatura correta (Fig. 4.2-1). A correta
medi¢do de volumes é importante nestes procedimentos, 0 que exige micropipetas e suas
ponteiras (Fig 4.2-2, 4.2-8), bem como tubos plasticos graduados, comumente referidos como

Falcons e tubos eppendorfs de 1,5mL (Fig. 4.2-5, Fig. 4.2-4). Também sdo utilizados frascos
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especiais para cultivo, comumente referidos como garrafas de cultivo que permitem o
crescimento das células e a exposicdo as condicdes da estufa de CO2 (Fig. 4.2-6). Finalmente,
0s pequenos tubos utilizados para armazenamento das linhagens celulares, congeladas em
botijdo de N2, os denominados criotubos (Fig. 4.2-3).

Figura 4.2. Equipamentos e
plasticos utilizados em
cultivo celular. 1- Botijdo de
Nitrogénio Liquido. 2-
Pipetas automadticas. 3-
Criotubos. 4- Garrafa de
cultivo celular. 5- Tubos tipo
Falcon. 6- Pipetadores
manuais. 7- Pipetas
sorolégicas. 8- Ponteiras.
Imagens: provém de
divulgagdo comercial.
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Procedimentos operacionais padrio aplicados ao cultivo celular

POP 4.1 Plagueamento / Tripsinizagdo

Materiais necessarios

Tubas tipo Falcon 50mL;
Meio de cultura (especifico para cada tipo celular);
DPBS;

Tripsina/EDTA 0,25%:;
Alcool 70%;

Frascos de cultive;
Lutvas:

Pipetas:

Ponteiras;

Tubos tipo eppendorfis;
Tripan blue;

Camara de Neubauer.

Procedimentos

Desinfeccdo geral - limpar todos os materiais e equipamentos com aloool 70%:;
Verter o meio antigo para um Falcon e reservar;

Lavar as células com 3,0mL de DPBS e depois verter a selucdo salina para o mesmeo Falcon
contendo ¢ meio de cultura antigo, reservar;

Tripsinizar com 2,0mL de Tripsina/EDTA e homogeneizar, incubar por 3 minutos a 372C;

Observar, no microscopio invertido, se as células se soltaram, caso necessario, bater levemente
o frasco de cultive na bancada para auxiliar a individualizacdo celular. Essa etapa deve ser feita
o mais rapido possivel para evitar lesdes is células;

Verter & garrafa de cultivo o meio de cultura antigo com DPBS da lavagem & misturar bem,
depois devolver toda a solugdo para o Falcon e seguir para o praximo passo;

Centrifugar por 3 minutos, utilizando 1200 RPM:
Desprezar o sobrenadante;
Diluir o pellet formado em 1,0mL de DPBS;

Contar as células da seguinte forma:
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- pipetar 30ul da solucdo de DPBS contendo as células e misturar com 90ul de solucdo de azul
de tripan:

- preencher a cdmara de Neubauer com 10ul da solucdo anterior e contar as células (ndo
coradas pelo azul de tripan) em cada quadrante externo e usar a férmula:

Total de células X 10°. A férmula a presenta a quantidade de células presente em 1,0mL da
solucdo.

Para o plagueamento, utilizar uma nova garrafa contendo meio fresco (5,0mL para garrafas de
25cm” e 20,0mL para garrafas de ?54:r'n3j;

Adicionar a guantidade desejada de células e homogeneizar;
Adicionar 1% de solugdo antibidtica/antimicética e homogeneizar novamente;

Incubar a 372C e 5% de 002

POP 4.2 Criopreservacao celular

Materiais necessarios

Criotubos;

DMSO;

Soro fetal bovino — FBS filtrado;
DMEM;

DPBS.

Procedimentos

Realizar a tripsinizacio e contagem das células, conforme o POP 4.1.
Preparar solucdo crioprotetora utilizando as seguintes concentracdes:
- 500 uL de DMEM;

- 200 uL de FBS;

- 100 ul de DMSO;

- 200 ulL de DPBS contendo aproximadamente 200.000 células.
ldentificar os tubos com nome da linhagem, data e responsavel:
Encaminhar ao freezer -702C por 24 horas;

Mowver para o tangue de nitrogénio liguido.

POP 4.3 Descongelamento de células

Materiais necessarios

Criotubes contendo as células congeladas;
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&  Banho maria;
&  Meio de cultura praprio;
*  Pipetas;
&  Ponteiras;
*  Frascos de cultivo.
Procedimentos
s Agquecer as células rapidamente em banho maria a 372C;
s  Acrescentar 10mL de meio (pré-agquecido a 372C) em uma garrafa de cultivo de ?Scma;
=  Misturar as células recém-descongeladas para a garrafa de cultivoe e misturar bem;

= Visualizar o aspecto morfeldgico das células, utilizando o microscdpio invertido. © ideal é que
as células estejam com citoplasma preservado, refringente e arredondado;

= (aso esteja tudo certo, acrescentar mais 10mL de meio pré-agquecido na garrafa e incubar a
372C e 5% de COz;

s Sg necessdrio, acrescentar 1% de solucio antibidtica/antimicdtica no meio de cultura;

& Ag células necessitam de tempo para total recuperacdo do congelamento e efeitos tdxicos do
DMS0, portanto o meio deve ser trocado a cada trés dias, como maneira de ajudar no processo
de crescimento celular.
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ANEXO Il - PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRAO - POP
I. POP 43.1 — Procedimentos para Manutencéo Celular — Plagueamento

Procedimentos para Manutengdo Celular - “oF

Plaqueamento 43.1
Laib. de Tecmalogias para Terapia Genica

Usuario: . Daka: i i

MATERIAIS

Fakcon S0mL

+ Meio Ce cunura (especsica para cada oo celular]
+ [DFE5

#  ThpsinaEDTA 0,05% ou 0,25%
»  Alcoo T0%

* (Gamafas de culivg caular

*  Luvas

*  [Fipetas

*  Ponteiras: p200 e phooo

*  Eppencoes

+ Azl Tripan

* Camam de Neutauer

PROCEDIMENTOS
+  Dasinfecgao geral
- Use alcool T0% para impeza de plasticos, gamatas, Auxo laminar, livas, bancadas
# Descaris 6o meio de cuftura andfigo
- Trarsfra para um Faicon e resene
+  Lavagem
- Adidone 3,0 mL (40 cm®) ou 10 mL TocmY) DPES & mistune
- Trarcfra o DPBS par o Faloon contends o meis e culrs
+  Tripsinzago
- Addone ¥ mL de Trpsina na gamada conlendo o culivo & misture
- Incube 3 3TEC por 3 min.
- (bsSarve =M MCsSopo & IDeragao celuiar, bala levemenle N3 gamaa e necessarc
- Trarsfra o conteddo do Falcon para a gamada e misture
- Traresfira novamente o conteloo para o Falcon para centrifugagds — use 1200 RPM por 3 min
- Descare o sobrenadante
- Diua o pelet em 1,0mL DPBS & mesture, use 0 worlex S NeCessans
« Cordagsm calular
- misture 30 uL de DEBS comendo a= caluias com 50 Ul AZuTrpan, use o vortex.

112

Comentanns:

Tr |:*=r£z:|,-a-:- 2,0 miL Tripsina [0,05%] para celulas de glomas e neurcbiasiomas, 1,0 ml para celuas REK.
1,0mL Trpsina (0,25%) para célas de giomas e newrsbiastomas, 0,5 mL para caluas HEK

69



Procedimentos para Manutengdo Celular - “oF

Plaqueamento 431
Lah. de Tecrlogias para Terapia Genica

12
- Preancha a Camara de Meubsuer com 10 pL
- Come o 1oial de celllas nos 4 quadranies e use a fomula Tok: 4

4
- O resultado ndica 3 quaniitade de céauas &m 1mL
+  Plaqueamanto
- Emuma nova garraia adiciane 5,0mL de maio de culura nowo para garatas der 25 om? ouw 20 miL
pera garatas de 75 cm?

- Adidone 50— 100 ul de 0PBES pontendo celulas & mishure
- DbSEMvE &M um MICKScopT
- Imube g ATID B 5% g OOy
* rmazenamento
- Cantifugue o resto da s0iug3o de DPES conlends as celuias
- Descare o sobreradante
- Brmazens o pelieta-200 0

FIM.

Comentaros:

Trpsinizagao: 2,0 miL Tripsina [0,05%] para células de ghomas e neuroblasiomas, 1,0 mL para celutas HEK.
1,0 mL Trpsing (0,25%) para células de giomas e newrobiastomas, 0,5 mL para células HEK
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ii. POP 43.2 — Procedimentos para Manutengéo Celular — Troca de Meio de Cultura

Procedimentos para Manuten¢ao Celular - Troca
do Meio de Cultura

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

POP

43.2

Usuario: . Data: !
MATERIAIS

* Meio de cultura ( especifico para cada célula)

+ Pipetas

* luvas

+ Ponteiras: p 1000

e Alcool 70%
PROCEDIMENTOS

* Desinfecgio geral

- Com alcool 70%, limpe todos os objefos e superficies
Descarte 0 meio de cultura antigo

Adicione 5,0mL de meio de cultura novo emu ma garrafa
Misture

Observe em um microscopio

Incube

*® & & & »

OBJETIVOS

* Manutencio de células com meio de cultura novo
* Manutencdo do crescimento

CUIDADOS
+ (Contaminacgio
+* Morte celular
* Crescimento excessivo

FIM.

1M

Comentarios:
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iii. POP 43.4 — Criopreservacéao Celular

Criopreservagao Celular s
Lab. d= Teenoipas cars Terasis BEnma 43.4
12

Usuario: CDate I
MATERIAIS

# Crictubos mxlineis

s DORE0

s Sopo Felsl Bowno - FIE flfesda

s [DLEW + 1% Gloln=—ax + 10% FBE

« [OPBE

PROCEDIMENTOS
o fpge reslzads s ipsnizacso momal do coliva, POP 431, prosssquir com & contagem calular em
cimers de neshauer, 0 idesl & que =2 alcance uma conlage= de pelo menca 1000000 de cololas
por=L de R3S

® Prepaser o5 rinfubos com =0l ui-:'r:- winproleiom shizands B seguinke: :-:-'.c-eﬂl':-gE-cz-
s - 500 pl d= OWEM jcom 1% Glulamen + 1% FEE

- 200 pl d= FE&:

= 100 pl d= OMESD;

- 2 ;._d!' OPEE co= celules (200000 cebilas aoroxmadameniz]
Fecher = idenbficar cadn crictuto co= fipo celsler, data = no=e do Istaricno
Manizr == caixz =proprisde com gelo medisls=ente 50 fechamento = encamichsr o =mis régido
pozsivel Bo Freezee -708 G, deixer por 24 horme.
= Rafirs do Freezer = ransferir pars botiso d= Nirogénic Ligudo s — 15002
Lembrar de idenbicar o canester no boljac = =bsm de femr o orichizas em exianies poprias pam
evitar gee o3 mesmos fiqguem =obrenadanbes no Mitrogénm

FiM.

Comarnlasics:




iv. POP 43.5 — Descongelamento de Células

POP

Descongelamento de Células

Lah. da Tecnologiaa para Terapia Génica 43.5

Uauaria: . Dhata: [ i

MATERIAIS
+  Crigtubos com solugdo crioproletora e céuas — Via
Banho mana
Meso de cullura complets;
Pipesas
Frascos o2 puitvo

& & & &

PROCEDIMENTOS
+ Aguacar o Vial com as céuias, amazenadas em Nitrogénio Liquide | - 1800C), am banho mara a 37 C
3% descongelar wtaimenss;
« Em uma garrasa de cultivo com capacidade para 200 mL acrescentar 10 mL de meio complets;
+ Juntar foda a solugan crioprotetora, contendo as celulas, aos 10 mL de mein no ffasco de culvg &
homageneizar
+ Visualzar o aspecto das celulas as MICTOSCOpo inWerlido, 35 MESMas dewvsm 52 apresaniar com
citaplasma aredondado, inlacts & estar fuluanies no meio;
# Acresceniar mas 10 mL g2 meio Compielo, RAMGJEnsizar & guandar em estusa a 3ms;
50 Necessile, acrescantar a0 Meig 0e cukura antbicticas em dasagem agequada.

FIM.

Camentanos:




v. POP 44 — Transfeccao Celular

Transfecgdo celular Pop

Lab. de Tecnologizs para Terapia Genica 44

Uzuario: . Dhata: [ i

MATERIAIS
s Microtubes 1,5 pL
Garradas para cultiva
SiRMA
Liposectaming 2000
Qpimem - Gutamax
CFES
CMEM F12 + 1% Glutamax « 10% FES

& & & & & &

PROCEDIMENTOS
1. Preparacao dos microlubos para os agenies de ransfeccan
a Tubo 1 Lipofectamina {uma reagan)
15 YL de Lipossciaming 2000
185 pL de Dptimem
b Para 3 reagoes (consrole, scrambie, amostra & ser testada)
45 pL de Lipodectaming 2000
555 ylL de Cpimem

c. Incuibar os reagentes da IIHI'IETEEI;iE- diundas em Cpdmem par 10 minuias a Temperaiura

amaienle.

2 Preparagac do sifMNA
a. Tubo 2.1 (para amosira Scrambie - *All 513r)
7,5 pL amostra RMA 20 k{150 pmol)
152 5 L Oplimem:
b. Tube 2.2 {para amosia 3 52r festada ax: KV 2.1-3)
T, ul amosra KMA 20 uki{150 pmal)
1925 pL Optmem
. Tubo 2.3 {para amostra Control Pure Call — Transfectado apenas com Lipossoma)
200 wL Optimem

3. Adicionar 200 pL do Tulbo 1 & cada um dos ubos 2 [ 2.1, 2.2, eic.]. Violume fnal sera 400 pL.
Incuzar a Temperatdra ambienie por 20 min.

Comertanos:
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FOp

Transfecgdo celular
Lzb. de Tecnologiaa para Terapia Génica

44

4. Preparagao -:u:urs.mai:-s pEhiares & ransfecgies
Para transfecgan com Lipofectaming, primeino iave as calulas com 2 mL de DPES
Remower & Meio de Crescimento
Lavar com 3 miL de DPES.
Agicionar § mL de Opfmem-Giutamax (Giboo 51555)
Transseciar os 400 pL resuliantes Tubo 1 - Tubg 2
Incubar por & hs apas a fransfecgan.
Retirar o maio.
Adicionar CMEM F12 - 1% glulamax + 10% de FBS (Soro Felal Boving).
Incubar as céldias por 24 hs,

el T T = e T

FIM.

Camentanos:
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vi. POP 46 — Extragcdo de RNA com kit comercial RNeasy Plus QIAGEN

Extragdo de RNA com Kit comercial RNeasy Plus
QIAGEN 46

Lab. de Tecnologiaa para Terapia Genica

FOR

Lzuaria: . Data: ! i
MATERIAIS

s Caluas ou tecido dessjade

e Kil RMeasy,

& [-mercaposthanal [f-ME);

* Etangl 70%;

*  Pomizias enlereis e RNAzE free.
PROCEDIMENTOS

& Parg peled congelada, descongzalar em banho mara a 379G, ressuspender & contar

-
-

Sara cultivg, fripsinizar [POP £3.1] & conlar;

Preparar Bufer RLT pius, acrescentando 10 pl de S-mercapioemanal (8-ME) para cada 1,0 mL ge
Buffer RLT plus, — Lambrando que o Buffer preparado com mercapioethanad t=m validads de 30
diaa;

Para congentragies oe ale 5.000.000 de cAuias usar 350 Ul de Buar ALTpIS + B-ME;

+ Para quanidades maicres 0 CAIUES usar 600 UL de Buer ALT plus+ B-ME

LISE CELULAR: Jurfar em um fibo para centrfuga as celulas e o Bufer RLT + G-ME, com
MOoVImEntos “up & donn® NOMOagENeZar @ S0LCA0 até que 5& dissoivam 1oEimente as callas, iteal &
gue 5¢ faga a0 menas 20 movimensos;

Transéesir 1040 ¢ homogensZads [solugan com C&ulas & DUTEr) para @ coluna goMA EVminator spim
coiumn [ Formecida juns com o Kit, vem montado em um eppendoit com capacidade para 2.0 mL §;

« Cantrifugar a coluna durante 30 segundos a 10.000 rpm ou 5.000 xg)
« Descarar a coluna e guardar o fifrade [caso necessie, repetir a centrifugagaol;

Acrescentar etangl T0% na mesma quantidade de firado, *dobrar a solugdc” {58 necessano medir com
& pipeta);

Homaogeneizar a solugao com m-:*.-imerﬂ:s ‘yp & down®, nac pode centrifugart
* resta etapa pode haver formagan de precipitadio, o gue & nomal;

Transferr 700 pL da sclugao anterior para a coluna RiNeasy spin column | Somedida com o KE | * caso
3 Quanidade de S0MEA0 SEj3 maior gue T0O0 pL, cenlrifugar em aliguotas menares;

« Fechar a tampa gendimenia e centrifugar duranie 15 sagundas a 10,000 rpm ou 8,000 xg
« Dasgarar o filrado, maniendo o MEsMa eppendant,

Aprescentar 700 dL de Sufer RWYT -EII coluna e cenirssgar durante 15 segundes a 10.000 rpm ou
B.000ug;

12

Comerianos:
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vii. POP 48 — Transcri¢cao Reversa — Max Planck

Transcrigio Reversa = Max Planck
Lab. de Tecnologizs pera Terapia Ganica

Poe

48

Usuaria: . Data:

MATERIAIS
#  Superscrpt |1l 200 ow 50 Wl - ivitragen, cat 15080-044;
Cliga 0T 0,5mg/pL - Invivogen, cat. 184156-012;
Ribonuciease H 2UML — Invitrogen, cat. 18021-071
Agqua RMase #ee DEPC;
10x BT bufser — Imwinogen, cat 53032,
MigCl; 25mid — Invitrogen, cal. Y0222
10mkd dNTP mix — Imvitrogen, cat. Y2256
0.1 OTT - Invilragen, «at. Y0122
Amosia de RMA devidamente quantificada;
Tubos Spo eppendorf e 0,5mL;
Poniziras & pipelas - P2, P10 g P20

& & & & & O & & & W

PROCEDIMENTOS

«  Verificar programagan do femociclador,

* Paszzo - Mg prmer mais RMA

- Misturar o volame cormespandenie de RMA para I:l'E';EIr-E.I E-CIHI:EF'.".JI;-.J:I:I de15a33 rri:'-:n;':nas por

reaac, lembrando que o vwalume maxmo serd de 11l de RNA
- 1ul de Oligo OT

- AQua RNase free pars completar 12pL.

- I'.'l'l-il:_'

- Spin em cantrifuga;

- IncuEar 10 minuos a 709G

- Descansar no gelo ou 4 5C por 1 minuso.,

& [Pgzzo - Bu=sr{T

—# Recomando praparar wm mix para bodas as amostras enquanto sspera oa 10 minutos da
primaira siapa, depois basta acrescentar 7L do mix RT Buffer em cada amosira e pasaar ao

Proxima passo.
- 2ul de 10x RT Bufser
- 2yl de MgCly 25ml;
- 2ul de OTT
- Tl de dMTP mix 10mbl;

12

Camentanos:
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Transcrigio Reversa = Max Planck
Lab. de Tecnologizs para Terapia Ganica

POP

48

- f.-:'f::'
- Spin em cenirifuga,
- Incubar por 5 minukas a 4260

#  Passod— SuperScript 1] 200 ou 50 LML)

- acrescentar 1uL de SuperScript Il em cada amostra )
= no eazo de testar controde negative, acreacentar 1 pL de Agua.

- f.-:'f:l:'

- Bpin em cenirifuga;

- inpubar 50 ﬁi'lJI:ZE a429g

- Termirar a reaga0 incubando 15 minuaos a T00C;
- Descansar na gelo

- Spin.

# Pazzod - AMase

- Arrescentar 1 UL de Ribonuckease H - RAiMase H [ZU7 L) em cada amasTa

- i
- 5pin
- Incubar 20 minuios 3 379

# Paszo 5 — ACERar volume

- Agrescentar 4uL de agua DEPC em cada amosira, corrigindo o wolume folal para 2541 de cONA,

FiIKL.

Comeranos:
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ANEXO Il - ANALISE DE SIMILARIDADE ENTRE AS SEQUENCIAS DE NNOS
(REFERENCIA), U17327.1 (FONTE ORIGINALMENTE

NM_000620.4
DEPOSITADA) E CCDS41842.1 (CONSENSO PARA A REGIAO CODANTE)

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

4
1

ATGGAGGAT 720
ATGGAGGAT 9
ATGGAGGAT 694

* Kk kK Kk kK kK

CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC
CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC
CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC

B R R R R R R R R R R R e I S I S S

AAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAAGCCGCCCGTGATCATC
AAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAAGCCGCCCGTGATCATC
AAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAAGCCGCCCGTGATCATC

KA A A A A A A A A A A A A A kA A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k%

TCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATC
TCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATC
TCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak kA kA kA kA kA kA Ak Ak kA Ak k ok ok k %

ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA
ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA
ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA

R R R R R R R R R R R R R I S S S S

CTCAGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTC
CTCAGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTC
CTCAGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkk

ACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAGGTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACA
ACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAGGTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACA
ACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAGGTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

CAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAA
CAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAA
CAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAA

R R R R R R R R R R I I S S S S

GAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTAC
GAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTAC
GAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTAC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kkkkkkhkhkkkkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk ok ok ok ok ok ok ok kK k%

GATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCA
GATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCA
GATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak kA k ok ok kK&

GGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAACAAT
GGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAACAAT
GGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAACAAT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A,k K

GAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTC
GAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTC
GAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kk ok ok k &

780
69
754

840
129
814

900
189
874

960
249
934

1020
309
994

1080
369
1054

1140
429
1114

1200
489
1174

1260
549
1234

1320
609
1294

1380
669
1354
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NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

U17327.1

AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT
AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT
AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT

ER R R R R R R

TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT
TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT
TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT

E R R R R R

GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG
GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG
GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG

LR R R R SRS S SRS RS R SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CAGCCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCA
CAGCCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCA
CAGCCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCA

B R R R R R R R R R R R R I R e I S I S S

CGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTT
CGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTT
CGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTT

R R R R R R R R R R R S S S

AAGAGCACATTGGAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCT
AAGAGCACATTGGAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCT
AAGAGCACATTGGAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCT

KA A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k%

TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC
TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC
TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC

R R R R R R R R R I S I S S S S S

AAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAGATTTGGCTCCAAAGCCCACATG
AAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAGATTTGGCTCCAAAGCCCACATG
AAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAGATTTGGCTCCAAAGCCCACATG

R R R R R R R R R R R R I S I S S

GAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGAC
GAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGAC
GAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGAC

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

ACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGG
ACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGG
ACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGG

KA KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR Ah K, Kk

ATCCAGTGGTCCAAGCTGCAGGTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATG
ATCCAGTGGTCCAAGCTGCAGGTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATG
ATCCAGTGGTCCAAGCTGCAGGTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A A A,k k

TTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGAACCTCAGGTCTGCC
TTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGAACCTCAGGTCTGCC
TTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGAACCTCAGGTCTGCC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k&

ATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAG
ATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAG
ATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak Ak Ak kA kA kK, Kk

1440
729
1414

1500
789
1474

1560
849
1534

1620
909
1594

1680
969
1654

1740
1029
1714

1800
1089
1774

1860
1149
1834

1920
1209
1894

1980
1269
1954

2040
1329
2014

2100
1389
2074

2160
1449
2134
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U17327.1

CTCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAAT
CTCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAAT
CTCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAAT

ER R R R R R R

GTGCAGTTCACAGAGATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGAT
GTGCAGTTCACAGAGATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGAT
GTGCAGTTCACAGAGATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGAT

E R R R R R

GTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCA
GTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCA
GTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCA

LR R R R SRS S SRS RS R SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAAGTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGG
GAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAAGTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGG
GAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAAGTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGG

B R R R R R R I R R I I I I I S S S S

CTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG
CTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG
CTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG

R R R R R R R R R R R S S S

TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTAC
TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTAC
TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTAC

KA A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k%

TGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAGGAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATG
TGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAGGAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATG
TGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAGGAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATG

R R R R R R R R I R I I I S S S S S

AGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGGTTCTC
AGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGGTTCTC
AGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGGTTCTC

R R R R R R R R R R R R I S I S S

TATAGCTTCCAGAGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTC
TATAGCTTCCAGAGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTC
TATAGCTTCCAGAGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTC

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

ATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGG
ATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGG
ATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak KKk

ATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTAC
ATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTAC
ATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTAC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A A A,k k

CGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAGCCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGC
CGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAGCCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGC
CGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAGCCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k&

ACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGGCTTCAAGAAGCTAGCAGAAGCTGTC
ACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGGCTTCAAGAAGCTAGCAGAAGCTGTC
ACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATCGGCTTCAAGAAGCTAGCAGAAGCTGTC

KA KA A A A A A A A A A A A AKA A A A A A A A A A A A A, Ak Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA kA kA kk kK k

2220
1509
2194

2280
1569
2254

2340
1629
2314

2400
1689
2374

2460
1749
2434

2520
1809
2494

2580
1869
2554

2640
1929
2614

2700
1989
2674

2760
2049
2734

2820
2109
2794

2880
2169
2854

2940
2229
2914
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AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC
AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC
AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC

B R R R R I I I R I I I S S

TATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAA
TATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAA
TATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAA

E R R R R R

CACGCCTTTGATGCCAAGGTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACAT
CACGCCTTTGATGCCAAGGTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACAT
CACGCCTTTGATGCCAAGGTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACAT

LR R R R SRS S SRS RS R SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGG
GAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGG
GAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGG

B R R R R R R R R R I I I S S S S e S

GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG
GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG
GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG

R R R R R R R R R R R S S S

AAGAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCA
AAGAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCA
AAGAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCA

KA A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k%

GGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAGG
GGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAGG
GGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAGG

R R R R R R R R R R R R R I S S S S

TTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCT
TTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCT
TTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCT

R R R R R R R R R R R R I S I S S

GTGGACACCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGAT
GTGGACACCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGAT
GTGGACACCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGAT

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC
GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC
GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, kK

TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC
TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC
TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A h kKK

AGCAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCA
AGCAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCA
AGCAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k&

GAACTCACACAAGGTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTT
GAACTCACACAAGGTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTT
GAACTCACACAAGGTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak kA Ak Ak k kK%

3000
2289
2974

3060
2349
3034

3120
2409
3094

3180
2469
3154

3240
2529
3214

3300
2589
3274

3360
2649
3334

3420
2709
3394

3480
2769
3454

3540
2829
3514

3600
2889
3574

3660
2949
3634

3720
3009
3694
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AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC
AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC
AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC

R R R R R R R R R I i S S S

ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC
ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC
ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC

E R R R R R

AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC
AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAALC
AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC

LR R R R SRS S SRS RS R SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAGGTGTCATCAGTAAC
CAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAGGTGTCATCAGTAAC
CAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAGGTGTCATCAGTAAC

B R R R R R R R R R R R R I R e I S I S S

TGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTG
TGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTG
TGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTG

R R R R R R R R R R R S S S

GACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGC
GACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGC
GACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGC

KA A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k%

GAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAGGGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGG
GAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAGGGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGG
GAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAGGGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGG

R R R R R R R R R R R R R I S S S S

AAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATG
AAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATG
AAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATG

R R R R R R R R R R R R I I I S S S S S S S

CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC
CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC
CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC
TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC
TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, kK

ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA
ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA
ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA

KA KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A,k Kk

CAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAGAGGAGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGG
CAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAGAGGAGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGG
CAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAGAGGAGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k&

AACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC
AACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC
AACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak kA Ak Ak k kK%

3780
3069
3754

3840
3129
3814

3900
3189
3874

3960
3249
3934

4020
3309
3994

4080
3369
4054

4140
3429
4114

4200
3489
4174

4260
3549
4234

4320
3609
4294

4380
3669
4354

4440
3729
4414

4500
3789
4474
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TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAGGAATGAACCCCTGCCCCATGGTC
TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAGGAATGAACCCCTGCCCCATGGTC
TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAGGAATGAACCCCTGCCCCATGGTC

ER R R R R R R

CTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAG
CTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAG
CTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAG

E R R R R R

GCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAA
GCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAA
GCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAA

LR R R R SRS S SRS RS R SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CCAAAGAAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCC
CCAAAGAAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCC
CCAAAGAAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCC

B R R R R R R R R R R R R I R e I S I S S

CTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTC
CTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTC
CTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTC

R R R R R R R R R R R S S S

CTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGC
CTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGC
CTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGC

KA A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k%

GTATTCATCAGCCGGATGAGGGATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACC
GTATTCATCAGCCGGATGAGGGATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACC
GTATTCATCAGCCGGATGAGGGATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACC

R R R R R R R R R R R R R I S S S S

CTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAG
CTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAG
CTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAG

R R R R R R R R R I R I I S S S S S S

AGCAAAAAAGACACCGATGAGGTTTTCAGCTCCTAACTGGACCCTCTTGCCCAGCCGGCT
AGCAAAAAAGACACCGATGAGGTTTTCAGCTCCTAA-———————————————————————
AGCAAAAAAGACACCGATGAGGTTTTCAGCTCCTAACTGGACCCTCTTGCCCAGCCGGCT

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk

4560
3849
4534

4620
3909
4594

4680
3969
4654

4740
4029
4714

4800
4089
4774

4860
4149
4834

4920
4209
4894

4980
4269
4954

5040
4305
5014

Os asteriscos indicam identidade entre a sequéncia de consenso CCDS41842.1 e as demais

sequéncias representativas de nNOS.
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