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RESUMO

Gliomas representam o tipo de tumor cerebral primario de maior malignidade.
Entre as alteracdes que conferem competéncia tumoral ao glioma, esta o aumento
na expressao do canal de potassio hEagl. Na ultima década, a interferéncia de RNA
(RNAI) tem se destacado como técnica para estudo da funcdo de genes em
mamiferos, via silenciamento génico poés-transcricional. Neste sentido, a técnica de
RNAI foi utilizada no atual estudo para silenciar o gene Eagl em células de glioma.
Na primeira etapa deste projeto, foram identificados alvos para RNAi na regido
codante do gene hEagl (NM_172362.2), via algoritmo baseado em redes neurais
artificiais. Foram identificados 25 alvos de RNAIi, com escores variando de 0,82 a
0,87, e selecionados para o atual estudo os dois alvos com maiores escores. Foi
realizada sintese quimica de siRNAs para estes alvos situados nos exons 2 e 8, dai
a denominacdo e2_hEagl e e8 hEagl. Também foram sintetizados o SiRNA
controle positivo descrito anteriormente Kv10.1-3 e o controle negativo scramble
(Qiagen). Foi inicialmente determinado o ponto temporal (4h, 8h, ou 48h) e a
concentracdo (18,75 nM, 37,5 nM ou 75,0 nM) de maior silenciamento de hEagl,
utilizando-se os siRNAs controles transfectados em lipossomas catidnicos. O maior
silenciamento foi observado no tempo de 8h pdés-transfec¢cdo, na menor dosagem
testada, 18,75 nM. Nesta condicdo experimental, foi testado o grau de silenciamento
de Eagl causado pelos dois novos siRNAs, em compara¢do com o controle positivo
Kv10.1-3. Ambos siRNAs desenhados no atual estudo - e2_hEagl e e8 hEagl -
foram mais efetivos que o controle positivo Kv10.1-3, reduzindo assim o conteudo
relativo de hEagl em 0,46 vezes e 0,52 vezes, respectivamente, em relagéo ao valor
obtido no controle negativo scramble (p < 0,05). Na Ultima etapa deste estudo, foi
avaliado se vetores de expressao de short hairpins RNAs (shRNA) direcionados ao
alvo 5° — GTCCACTTGGTCCATGTCCAG - 3 do controle positivo Kv10.1-3
(pKv10.1-3hum_LlI), causariam alteracdo de fendtipo celular, ou seja, reducdo da
viabilidade dos gliomas. O efeito destes vetores de expressao (pKv10.1-3hum_LI ou
pScramble, dose de 0,2 ug) sobre a viabilidade de gliomas, em uso isolado ou em
combinacdo com interferon gama (IFN-y, 25 ng/mL), foi testado pelo ensaio de
MTT. A reducédo de viabilidade obtida com a combinacéo do vetor pKv10.1-3hum_LI
e IFN-y (40,4%) foi superior aquela obtida com o uso isolado de ambos, 16,0% e
11,4%, nesta ordem (p < 0,05). Este efeito sinérgico nédo foi observado com o vetor
controle negativo pScramble, o que indica tratar-se de efeito sequéncia-especifico,
ou seja, dependente da sequéncia do shRNA expresso pelo vetor pKv10.1-3hum_LlI.
Em sintese, o presente estudo mostra que é possivel silenciar a expressdo de
hEagl de gliomas via siRNAs sintéticos. Além disto, revela a importancia de hEagl
para a viabilidade celular do glioma, principalmente durante a injuria por IFN-y. No
sentido tecnoldgico, o atual estudo apresenta um protocolo inovador com potencial
uso na terapéutica de gliomas, baseado na associacdo de RNAIi sobre hEagl com o
agente imunomodulador IFN-y.

Palavras-chave: glioma, canal de potéassio, silenciamento génico, RNAI, hEagl,
SiRNA, viabilidade celular.



ABSTRACT

Glioma is the most common type of primary malignant brain tumor. The
disease presents poor clinical outcome and the treatment is essentially palliative.
Among the genetic changes that confer capability to tumor cells is the hEagl gene
overexpression. RNA interference (RNAI) has rapidly advanced into a practical
technique for mammalian gene function studies, through post-transcriptional genetic
silencing. The technique was used in the present study to silence hEagl gene in
glioma cells in culture. We first identified RNAI targets in the coding region of hEag1l
(NM_172362.2) by using algorithms based on artificial neural networks. Twenty-five
hEagl RNAI targets were found, with scores ranging from 0.82 to 0.87; the two
highest rated were selected. They were chemically synthesized as short interfering
RNAs (siRNAs), and designated e2_hEagl and e8 hEagl, according to the targeted
exon. Positive and negative siRNA controls were the previously published Kv10.1-3,
and the scramble All Star (Qiagen), respectively. We first determined the time-point
(4h, 8h, or 48h) and siRNA concentration (18.75 nM, 37.5 nM, or 75.0 nM) that
provide the highest silencing effect, by using RT-qPCR. The best hEagl knock-down
occurred at 8h post-transfection with 18.75 nM siRNA concentration. We used this
experimental condition to compare the two new siRNAs - e2_hEagl and e8_hEagl
— with the positive control Kv10.1-3. Both siRNAs in test produced higher silencing
effects compared to Kv10.1-3 (p < 0.05). The mRNA fold decrease varied from 0.46
to 0.52, according to each transfected siRNA e2_hEagl or e8 hEagl, respectively.
Finally, we evaluated whether an expressed short hairpin RNA (shRNA) to the same
hEagl Kv10.1-3 target sequence (5- GTCCACTTGGTCCATGTCCAG - 3") would
decrease the glioma cell viability. The expression vectors (pKv10.1-3hum_LI or a
scramble control one — pScramble, dose 0.2 pg) were transfected into glioma cells,
with or without interferon gamma concurrent treatment (IFN-y, 25 ng/mL). The cell
viability was determined by MTT assay. The association of the vector pKv10.1-
3hum_LI and IFN-y decreased the glioma cell viability to 40.4%, which surpassed the
results obtained from their isolate use, 16.0% and 11.4%, respectively (p<0.05). As
pScramble showed no synergism with IFN-y, we consider the pKv10.1-3hum_LI
effects were sequence-specific. In conclusion, this study showed the ability of two
unpublished siRNAs to knock-down hEagl. Our results are in agreement with
previous data that established a role for Eagl in the tumor cell viability. This role
seems to be even more important during IFN-y injury. Regarding to biotechnology,
this study presents an innovative treatment able to reduce the glioma cell viability,
based on the association of ShRNA expression vector to hEagl and the
immunomodulatory agent IFN-y.

Key-words: glioma, potassium channel, gene silencing, hEagl, siRNA, RNAI, cell
viability.
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1 INTRODUCAO

1.1CANAL DE POTASSIO DEPENDENTE DE VOLTAGEM ETHER A GO-GO
(Eag)

Os canais ibnicos de membrana constituem numeroso grupo de proteinas que
exercem papéis importantes em processos fisiologicos e patoldgicos [1]. Neste
grupo encontra-se a familia dos canais de potassio dependentes de voltagem (Kv),
objeto do presente estudo. Os canais de potassio estdo envolvidos na geracao do
potencial de acdo, na sinapse de células excitaveis e contribuem para o
estabelecimento do potencial de repouso da membrana, seja em células excitaveis
ou nao [2,3]. H& muito se sabe que canais iGnicos tém participacdo ativa no
processo de proliferacao celular [4]. Quanto ao cancer, ha evidéncias de que canais
de potassio dependentes de voltagem sdo excessivamente expressos em VAarios
tipos de neoplasias e, portanto, podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento tumoral [4,5].

O primeiro canal de potassio implicado na oncogénese foi o ether-a-go-
gol(Eagl, KCNH1 ou Kv 10.1) [1], codificado pelo gene KCNHL1 [3]. Este canal de
potassio Eagl foi inicialmente identificado em Drosophila melanogaster [6] e € 0
primeiro membro descrito da familia Eag [7]. O canal Eagl, em humanos, é expresso
de forma restrita nas células excitaveis do tecido nervoso e, de forma discreta, em
tecidos periféricos [4,8,9]. O padrdo de expressao dos canais Eagl varia ao longo do
ciclo celular [10] e sua superexpressdo confere a célula atipia caracteristica de
neoplasia [7,11], com mudangas na atividade e/ou na expressao que podem levar a
uma alteracéo no transporte de ions através da membrana [4].

A presenca de canais Eagl vem sendo observada em neoplasias humanas
de diversas origens, incluindo cancer de mama [12], célon, préstata [4,8], carcinoma
cervical, neuroblastoma e melanoma [8,9,13]. Na carcinogénese, o Eagl
potencializa a proliferacdo celular e é necessario para a manutencdo da vida da
célula. Portanto, € potencial alvo para agentes terapéuticos e pode servir, também,

como um marcador para diagnoéstico e prognostico [3,4,5,9].
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Muitos estudos acerca da funcdo oncogénica do Eagl tém sido feitos para
elucidar a sua participacdo na proliferacdo celular [1,3,4]. Este conhecimento
permitiria desenvolver terapias voltadas para inibicdo da atividade do Eagl,
diminuindo, assim, o potencial proliferativo de células neoplasicas. Alguns farmacos
gue modulam canais de potassio sdo capazes de inibir a atividade do Eagl [5,9],
contudo a acéo bloqueadora é inespecifica. A inibicdo com anticorpos monoclonais é
mais seletiva, porém menos eficaz [1,3]. Desta forma, a falta de bloqueadores
seletivos e eficazes na terapia anti-Eagl leva a demanda para o desenvolvimento de
novas estratégias de inibicdo, como a tecnologia da interferéncia de RNA (RNAI).

Atualmente, € possivel encontrar na literatura diversos trabalhos que
relacionam o canal Eagl a tumores malignos [1,8,9,12] e ainda estudos sobre
terapia génica via RNAI para neoplasias [14,15,16], porém nenhum menciona o uso

desta técnica para inibicdo deste alvo em gliomas, intuito da atual pesquisa.

1.2 INTERFERENCIA DE RNA COMO METODO DE TERAPIA GENICA

O primeiro protocolo clinico de terapia génica em humanos foi realizado nos
Estados Unidos, no inicio da década de 1990 [14,15]. Esta terapia baseia-se na
transferéncia de acidos nucléicos para células somaticas, com o objetivo de corrigir
desordens genéticas [15,16]. Desde 1989, mais de 900 testes clinicos com uso da
terapia génica ja foram aprovados em todo o mundo e cerca de 70% foram
realizados na terapia do cancer [15]. Os principais alvos para a terapia do cancer
sdo 0s conhecidos oncogenes e genes que possam estar envolvidos com a
angiogénese, metastase, mecanismo antiapoptético, ou seja, aqueles cuja
superexpressdo resulte em proteinas funcionalmente relevantes para o
desenvolvimento do tumor. A escolha do alvo deve considerar também que o
produto génico seja expresso em niveis insignificantes em tecido normal, para evitar
efeitos colaterais [17]. O sucesso parcial desses protocolos tem causado grande
excitacdo na comunidade cientifica, levando ao desenvolvimento de pesquisas e
inventos biotecnoldgicos para uso da terapia génica. O sequenciamento do genoma

humano, finalizado no inicio do século XXI, aliado a bioinformatica, ampliou a viséo
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de que vérias doencas humanas estavam relacionadas a defeitos em genes
especificos. Assim, a possibilidade de modificar padroes de expressdo génica em
um individuo, por meio da terapéutica baseada em &acidos nucleicos, surgiu como
possibilidade de tratamento para diversos problemas de salude [14,16].

Um estudo in vivo feito em camundongos adultos mostrou que células de
mamiferos regulam a expressdo de seus genes por meio de RNAiI — um conceito de
silenciamento génico em nivel pdés-transcricional introduzido na década de 1990,
apos estudos realizados em plantas, fungos e ciliado [16,18,19]. O mecanismo de
RNAi foi primeiramente descrito no nematddeo Caenorhabditis elegans [18] e
consiste, basicamente, na degradacédo parcial ou total de um RNA mensageiro
(RNAm), evitando que seja traduzido em proteina. Este mecanismo enddgeno de
interferéncia de RNA, que regula a expressao de um gene in vivo estd amplamente
descrito e revisado na literatura [18,21,22]. Brevemente, 0 mecanismo inicia com a
expressdo de RNA interferente em fita, que é clivado no citoplasma em fragmentos
de 21-23 nucleotideos pela enzima Dicer. Tais fragmentos sdo conhecidos como
short interfering RNA (siRNA), também constituidos de duas fitas. A primeira fita
(sense) contém sequéncia de nucleotideos similar a sequéncia alvo do RNAm,
enquanto a segunda fita (antisense) possui sequéncia nucleotidica parcialmente
complementar a esta mesma sequéncia alvo. Estes siRNAs associam-se a proteinas
citoplasmaticas, formando um complexo denominado RNA Interference Specificity
Complex ou RISC. Uma enzima presente no complexo protéico RISC abre a fita
dupla do siRNA, libera a fita sense e acopla-se apenas a fita antisense, cujo o papel
€ guiar todo o complexo até o0 RNAm. A fita antisense anela-se a sequéncia alvo
complementar no RNAmM e o mecanismo de degradacdo é ativado, ocorrendo,

assim, o silenciamento pos-transcricional da expresséo génica [23,24].



1.2.1 Mecanismo de interferéncia de RNA mediado por short interfering
RNA (siRNA) sintéticos

Experimentalmente, uma forma de mimetizar o processo bioldgico de RNAI
descrito anteriormente é a partir da sintese de curtas moléculas de RNA fita dupla,
conhecidas como siRNAs sintéticos [21,23,24]. Nestas estruturas sintéticas, a fita
antisense possui sequéncia nucleotidica totalmente complementar a sequéncia alvo
do RNAm. O uso de siRNAs sintéticos, que agem como silenciadores génicos por
meio de mecanismos de interferéncia de RNA destacou-se como nova abordagem
terapéutica, [14,20]. A inducdo do mecanismo de RNAiI mediado por siRNAs
sintéticos é ilustrado na Figura 1A.

A interferéncia de RNA revelou-se uma técnica util na pesquisa biomédica em
estudos de gendmica funcional. No sentido biotecnolégico, siRNAs sintéticos séo
potenciais agentes terapéuticos para diferentes doencas, como HIV, hepatite viral,
doencas metabolicas, neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer [17,25]. A
versatilidade da técnica se deve a possibilidade de definir diferentes objetivos
terapéuticos, em termos de linhagem celular, e em relagdo ao gene que se pretende

regular.

1.2.2 Vetores de expresséo de short hairpin RNA (ShRNA)

Outra forma de induzir o mecanismo de RNAI, é introduzir na célula vetores
de expressao, virus ou DNA plasmidial, que se incorporam ao ndcleo celular. Uma
vez no ndcleo, o vetor de expressdo tem a sequéncia de interesse transcrita
naturalmente pela maquinaria celular. Os transcritos sdo sequéncias de RNA fita
dupla na forma de grampos dai a denominacédo de short hairpin RNA (shRNA). O
shRNA é levado ao citoplasma, onde sofre um processo de clivagem pela enzima
Dicer, gerando curtos fragmentos de RNA fita dupla. Estes curtos fragmentos de
RNA gerados sdo também siRNAs, formados por duas fitas de nucleotideos
complementares (fitas sense e antisense). Os siRNAs, entdo, associam-se ao

mesmo grupo de proteinas citoplasmaticas para formar o complexo RISC, que apos
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liberar a fita sense, é guiado até o RNAm pela fita antisense, induzindo o processo

de degradacédo do mesmo (Figura 1B) [24,25].

Associagao do siRNA com RISC
Citoplasma proteinas/ formagéo do
complexo RISC —1
_— —
— | Liberacaoda
—— P ) fita sense
siRNA  Introducao de siRNA sintético i
sintético através damembrana plasmatica { @
—— | Clivagem
<\_o-£'__>‘ g —
(o= Reconhecimento
oo dasequéncia
A v alvo
\5 \
Vetorde 3 clyA
B ¢ \ RNAM ’
expressao de _ % *"shRNAs \alvo Clivagem
shRNA o \ ;
A v
' Transcricao )
— > |
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nuclear /
\ “Nucleo - N
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Figura 1- Mecanismo de interferéncia de RNA. A) llustracdo do mecanismo de interferéncia
de RNA (RNAi) mediada por short interfering RNA (siRNA) sintéticos. Moléculas curtas de
RNA fita dupla, também denominados siRNAs sintéticos, sdo transfectadas na célula. Uma
vez no citoplasma, os siRNAs sintéticos associam-se a proteinas celulares, formando o
complexo RISC. O complexo RISC separa as duas fitas, acoplando-se apenas a fita
antisense que anela-se a sequéncia alvo no RNAm. O RNAm é entdo degradado,
finalizando o mecanismo de interferéncia. B) RNAiI mediada por vetores de expressao de
short harpin RNA (shRNA). Vetores de expressdo sdo transfectados na célula. Uma vez no
nacleo, os shRNAs plasmidiais sdo transcritos e exportados para o citoplasma, onde sofrem
clivagem pela enzima Dicer. Os fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, associam-se a
proteinas celulares, formando o complexo RISC, o qual degrada o RNAm alvo (adaptada da
ref. Takahashi et al, 2006).
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Concluindo, siRNAs sdo estruturas genéticas capazes de interferir na
expressao de genes especificos. A possibilidade de induzir este mecanismo in vitro
e in vivo fez com que a metodologia do RNAIi se tornasse, atualmente, uma
ferramenta promissora no tratamento de doengas. Dentro deste contexto, avalia-se
gue a técnica de RNAI seja uma terapia em potencial para lidar com a malignidade
dos gliomas, a partir da inativacdo de proteinas essenciais para a sobrevivéncia e
proliferacdo do tumor, como por exemplo os canais de potassio dependentes de
voltagem, que vem sendo relacionados com a geracdo, progressao e metastase de
tumores, incluindo os gliomas [26,27].

1.3 GLIOMAS — TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Gliomas sédo tumores que se desenvolvem a partir de células da glia, tais
como astrocitos, oligodendrécitos e ependimacitos [28]. A maioria dos gliomas ainda
nao tem sua etiologia determinada, embora alguns sejam associados com mutacdes
somaticas adquiridas e com algumas sindromes hereditarias [26,27].

A classificacdo dos gliomas segue a escala de malignidade das neoplasias do
sistema nervoso estabelecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). De
acordo com a OMS, os tumores variam do grau | ao IV. As neoplasias de grau |
possuem baixo potencial proliferativo e possibilidade de cura apés a remocao
cirdrgica do tumor; as de grau Il sdo geralmente mais invasivas e, apesar da baixa
capacidade de proliferacdo, podem ocorrer recidivas. Os tumores de grau Il tendem
a progredir para o grau IV, o mais elevado na escala de malignidade. A designacéo
de grau IV reflete grandes alteragcdes na morfologia celular, na atividade mitética, na
vascularizacdo e necrose, acompanhadas por evolucdo continua no quadro da
doenca, resultando em 6bito [27,29].

Dentre as neoplasias classificadas como gliomas, o grupo dos astrocitomas é
0 que abrange tumores de varios graus de malignidade. Faz parte deste grupo o
glioblastoma (GBM), o tipo de glioma mais agressivo e frequente [26,27,29,30], que

foi escolhido como modelo celular na presente pesquisa.
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7

O glioma é o tipo mais comum dentre os tumores malignos do sistema
nervoso central, representando cerca de 40% dos tumores cerebrais primarios,
classificando-se entre as neoplasias de pior prognostico [26,27,29]. Um estudo
realizado (2008) pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), com base em 20 registros
de cancer de base populacional (RCBP) realizados em diversas regides do Brasil,
mostrou que a taxa de incidéncia de gliomas ajustada por idade (1 a 18 anos) variou
entre 1 e 194 casos por 1.000.000 de pessoas (1996-2004), sendo o astrocitoma um
dos mais incidentes. No Distrito Federal, a taxa de incidéncia de gliomas foi de 44
por milh&o (1999-2002), sendo o astrocitoma o mais frequente [31].

O tratamento de gliomas, atualmente, inclui cirurgia, radioterapia e
guimioterapia usadas individualmente ou combinadas de acordo com o tipo e o grau
de malignidade. Contudo, o tratamento € muitas vezes paliativo, pois gliomas
malignos podem ser inoperaveis; comumente requerem doses complementares de
quimio-radioterapia, que podem causar danos ao tecido nervoso: edema, necrose e
déficits neuroldgicos [27,33,34]. A imunoterapia com interferons também € utilizada
no tratamento de tumores cerebrais malignos. Os interferons constituem uma grande
familia de proteinas com varios papéis fisioldgicos, incluindo atividade antiviral,
antitumoral e imunomodulatéria. O imunomodulador interferon gama (IFN-y) tem a
capacidade de aumentar a imunogenicidade do tumor, interferir nos mecanismos de
proliferacéo celular e inibir a angiogénese [32]. Estudos mostraram que IFN-y regula
a expressao de genes envolvidos na resposta imunolégica antitumoral em linhagens
de gliomas de murinos e humanos. Outro estudo revelou que o tratamento
intratumoral com IFN-y mediado por vetores de expressdo aumentou o0 recrutamento
de linfocitos para o sitio de localizacdo do glioma em modelo de camundongo,
porém ndo houve aumento na sobrevida do animal [35,36].

Assim, nas Ultimas décadas, tais tratamentos tém contribuido de forma
limitada para a melhora do prognéstico de pacientes com glioma o que desperta o

interesse no desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas para esta neoplasia.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver protocolo experimental para o tratamento de gliomas, baseado

no silenciamento génico poés-transcricional de hEagl via interferéncia de RNA.

2.2 ESPECIFICOS

i.  Selecionar alvos para RNAI e obter estruturas genéticas capazes de silenciar
hEagl,
ii.  Quantificar os efeitos de silenciamento de hEagl via siRNA em linhagem
celular de gliomas;
iii. Determinar os efeitos de vetores de expressao de shRNA, em uso isolado ou

associados ao IFN-y, sobre a viabilidade celular de linhagem de gliomas.
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3 METODOS

A atual pesquisa foi organizada em duas partes experimentais. A primeira
parte estudou o efeito de RNAI sobre a expressado génica de hEagl, enquanto a
segunda, determinou o efeito de RNAI sobre a viabilidade celular de gliomas.

A primeira parte da pesquisa foi subdividida em trés etapas: inicialmente,
realizou-se um trabalho de bioinformética para analise das sequéncias de cDNA
correspondentes ao RNAm de hEagl e para identificacdo de sequéncias alvo para
RNAI. A estratégia utilizada para escolher o alvo especifico de RNAI foi selecionar a
regido codante do gene hEagl, evitando-se alvos situados em regides que
apresentassem mutacfes. Em seguida, as sequéncias alvo selecionadas foram
utiizadas na sintese de siRNAs. Na segunda etapa, células de glioma foram
cultivadas e transfectadas com siRNAs sintéticos estruturados em lipossomas
cationicos. Na terceira etapa, o grau de silenciamento de hEagl foi quantificado por
PCR em tempo real (RT-gPCR), apo0s extracdo de amostras de RNA, seguida de
transcricéo reversa.

A segunda parte do presente trabalho iniciou com a obtencédo de vetores de
expressdo de shRNA, utilizados para induzir o mecanismo de interferéncia nas
células de glioma. Em seguida, grupos de gliomas foram transfectados com vetores
de shRNA estruturados em lipossomas catiénicos. Finalmente, foram feitos ensaios
de MTT, para determinar o efeito de vetores de expressdo de shRNA sobre
viabilidade de gliomas in vitro, em uso isolado ou associados ao IFN-y. A viabilidade

celular foi medida por espectrofotometria.
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PARTE | — Expressao génica

[ ETAPA | — Bioinforméatica e sintese de siRNAs ]

3.1 ANALISE DE SEQUENCIAS DE hEAG1 E IDENTIFICACAO DE ALVOS
PARA INTERFERENCIA DE RNA

3.1.1 Obtencdo da sequéncia nucleotidica de Eagl para posterior
identificacao de alvos de RNAI

A sequéncia de nucleotideos de cDNA correspondente ao RNAm de Eagl foi
obtida no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
com acesso via endereco eletrdnico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. Foi
selecionada a sequéncia NM_172362.2 (Entrez GenelD) para a busca dos alvos de
RNAI, no seguinte endereco na Internet:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM_172362.2. Estes alvos foram utilizados
para desenhar as sequéncias de siRNAs sintéticos e a sequéncia dos insertos para

clonagem, conforme descrito a seguir.

3.1.2 Selegcdo de alvos de RNAi sobre o RNAm do canal de potassio
hEagl

Os alvos para interferéncia de RNA sobre hEagl foram obtidos mediante o
algoritmo Biopredsi, que se fundamenta em redes neurais artificiais (Huesken et al.
Nat Biotechnol 23:995-1001, 2005). Para a busca das sequéncias alvo para RNAI,
foram considerados 0s nucleotideos somente da regido codante do RNAm de Eagl,

neste caso dos exons 1 a 10.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_172362.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huesken%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huesken%20D%22%5BAuthor%5D
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3.1.3 Sintese quimica de short interfering RNA (siRNAs)

Para obtencdo de siRNAs, utilizou-se o método descrito a seguir. A partir da
sequéncia antisense (siRNA guide strand) obtida no Biopredsi, obteve-se a
sequéncia complementar reversa via software disponivel em
http://www.vivo.colostate.edu/molkit/, que corresponde a sequéncia alvo de RNAI.
Para obtencdo dos overhangs, foram retirados dois nucleotideos na posicédo 5  da
fita sense e acrescentados dois deoxinucleotideos de timina na extremidade 3" da
mesma. Os siRNAs com maiores escores foram quimicamente sintetizados em
estrutura de fita dupla, contendo 21 nucleotideos, pré-anelados, na escala de 20
nmol/ tubo (Qiagen™). Foram denominados e2_hEagl e e8_hEagl. Também foi
adquirido o controle negativo Scramble AllStar (Qiagen) e sintetizado o SiRNA
Kv10.1-3, descrito anteriormente [11]. Para realizagcdo do protocolo experimental,
siRNAs sintéticos foram diluidos em 1 mL (um mililitro) de agua livre de enzima
RNAse.

[ ETAPA Il — Cultivo celular e transfeccéo

3.2 CULTURA DE GLIOMAS E TRANSFECCAO COM siRNAs SINTETICOS

Nesta etapa, o intuito foi avaliar o efeito de silenciamento do alvo em questao
por meio da interferéncia de RNA. Assim, as células de glioma foram cultivadas pelo
tempo necessario para atingir-se 50% de confluéncia. Neste estagio, as células
foram transfectadas com siRNAs ou vetores de expressdo de shRNA. As condi¢cdes

de cultivo e 0 método de transfeccao estdo descritos a seguir.


http://www.vivo.colostate.edu/molkit/

22

3.2.1 Cultivo celular de gliomas

A linhagem celular de glioma humano utilizada na presente pesquisa foi
U138MG, adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro- BCRJ. O meio de
cultura utilizado foi Dulbecco’s Modified Medium + F12 (DMEM/F12 GIBCO™, cat.
N° 12400-024, acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de Glutamax™ (cat. N°
35050, GIBCO™) e 1% de solucdo antibiética/antimicética (cat. N° A5955, Sigma-
Aldrish™). A contagem de células foi feita em Camara de Neubauer, utilizando-se o
corante Azul de Tripan (cat. N° 15250, GIBCO™). Aliquotas de gliomas, com
densidade de 5,0 x 10° células foram cultivadas em frascos de cultura (capacidade
60 mL), em estufa umidificada (Thermo Scientific REVCO™), a 37°C e 5% de CO..
Os cultivos foram realizados em triplicata. As células foram suspensas utilizando-se
tripsina/fEDTA  0,25% (cat. N° 25300- Gibco™), seguida por lavagens com
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS- GIBCO™, cat. N° 21600-010).

3.2.2 Transfeccdo de gliomas em cultura com siRNAs sintéticos

direcionados a hEagl

Para realizacdo dos ensaios e comparacdo dos efeitos de silenciamento,
foram estabelecidos trés grupos experimentais: controle positivo, controle negativo e
grupo teste. O primeiro grupo celular foi transfectado com siRNA Kv10.1-3
direcionado ao alvo 5-GTCCACTTGGTCCATGTCCAG- 3'de hEagl [11]. O
segundo grupo experimental recebeu a sequéncia controle scramble (AllStars
negative control Qiagen™). E, finalmente, os gliomas do grupo teste foram
transfectados com os siRNAs e2 hEagl ou e8 hEagl, direcionados a sequéncias
codificadas nos exons 2 e 8 de hEagl.

No método de transfeccdo utilizado, os siRNAs (18,75 nM) foram estruturados
em lipossomas catibnicos, de acordo com as orientacdbes do fabricante
(Lipofectamine 2000™ Transfection Reagent Invitrogen™). Os ensaios foram
realizados em triplicata. As células foram incubadas por 8h pés-transfeccdo. O

procedimento operacional padrdo (POP) seguido neste ensaio foi desenvolvido pela
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equipe do Laboratério de Tecnologias para Terapia Génica e esta descrito no anexo
A (POP 44). Apos periodo de incubacao as células foram ressuspendidas por meio
de tripsinizacéo, conforme POP 43.1 (anexo B).

A concentracdo de siRNA utilizada foi estabelecida apdés a realizagdo de
ensaio piloto, em que foram testadas trés concentracdes (18,75 nM, 37,5 nM e 75
nM), conforme descrito em resultados. Igualmente, o tempo de incubacdo pés-
transfeccdo foi determinado em estudo prévio, no qual se observou efeito de

silenciamento nos tempos 4h, 8h e 48 horas, conforme apresentado em resultados.

ETAPA Ill — Silenciamento génico ]

3.3 QUANTIFICACAO DO SILENCIAMENTO GENICO DE hEAG1

Para fins de quantificagdo do efeito de silenciamento causado pelos siRNAs,
foi feita extracdo de RNA, seguida de transcricdo reversa. As amostras de cDNA
foram entéo utilizadas na analise de PCR em tempo real. Estes procedimentos estéo

descritos a seguir.

3.3.1 Extracdo de RNA total e andlise de sua integridade

O RNA total das células foi extraido e purificado utilizando-se o kit comercial
RNeasy™ Plus mini Kit (cat N° 74134 Qiagen™), de acordo com as recomendacées
do fabricante (POP 46, anexo C). A integridade das amostras de RNA total foi
verificada por meio da eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. Esta técnica permitiu ainda estimar visualmente o rendimento da extracéo de
RNA, que foi determinado precisamente por fluorimetria (Qubit™ Invitrogen™). A
gualidade da extracdo em termos de pureza foi definida pela razdo entre as

concentragcbes de RNA e de proteina, que deve ser de 1,8 a 2,0 [37].
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3.3.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada por meio de transcricdo reversa do RNA.
Para tal utilizou-se o kit comercial SuperScript™ First-Strand Synthesis System for
RT-PCR (cat. N° 18080-051 Invitrogen™). Na reacéo, utilizou-se 1500 ng de RNA e
oligodeoxiribonucleotidios Random Hexamer a 50 uM (cat. N° 48190-011), seguindo
o0 POP 48 do anexo D. Foi feita uma reacdo controle, sem transcriptase reversa,
para detectar eventual contaminacdo da amostra com DNA gendmico, 0 que

acarretaria consequéncias na etapa seguinte.

3.3.3 PCR em tempo real ou RT-qPCR

A técnica de PCR em tempo real foi realizada com o objetivo de quantificar o
conteudo relativo de RNAmM de hEagl nos gliomas, permitindo avaliar os efeitos de
silenciamento génico causados pelos siRNAs. Para a realizacdo desta técnica,

foram seguidos 0s seguintes passos:

3.3.3.1 Selecéao de primers para amplificagdo de hEagl por RT-gPCR

O primer utilizado na técnica de RT-gqPCR foi obtido com base em consulta no
site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez, de National Center for Biotechnology
Information— NCBI. A analise foi feita pelo algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) a fim de confirmar a identidade e especificidade dos primers quanto ao
alvo hEagl. InformacBes complementares sobre caracteristicas dos primers foram
obtidas em Integrated DNA Technologies-IDT (http://www.idtdna.com), via software
OligoAnalyser 3.1  (http://www.idtdna.com/analyser/Applications/OligoAnalyser/).
Foram considerados o percentual de guanina (G) e citosina (C), melting temperature
(Tm), hairpins, self-dimers, heterodimeros, entre outras informacdes. Assim sendo,

as caracteristicas do primer adequadas para esta pesquisa foram: (i) tamanho do



25

amplicon 100 pares de base (bp); (ii) percentuais de G e C préximo a 50%; (iii)
reduzida complementariedade intramolecular e intermolecular, evitando-se assim
hairpins, self-dimers e heterodimeros; (iv) reduzida variacdo nas temperaturas de
anelamento (ATm) entre os primers forward e reverse, preferencialmente proxima de

1°C. As sequéncias dos primers selecionados aparecem descritas na tabela 1.

3.3.3.2 Selecédo de genes enddgenos ou genes de referéncia

A metodologia de RNAI atua sobre vias endégenas do metabolismo celular do
RNA, portanto é fundamental a inclusdo de genes controle enddgenos para
normalizar o nivel de RNAmM na quantificacao relativa e permitir comparagdo mais
acurada da expressdo génica. A literatura descreve alguns genes de referéncia
convencionalmente utilizados na analise quantitativa de expressao génica. Porém, a
expressdo destes genes pode variar conforme a linhagem celular, o estado
patolégico e os tratamentos experimentais [38]. Portanto, foi feito um estudo
comparativo para selecdo do gene enddgeno mais apropriado para fins da presente
pesquisa, no qual foram testados experimentalmente sete genes de referéncia
(Tabela 2).

Os critérios de selecdo para os genes candidatos foram: (i) similaridade nas
sequéncias nucleotidicas das amostras; (ii) resisténcia as condi¢cdes experimentais,
ou seja, estabilidade na expressao e; (iii) possibilidade de utilizacdo em RT-gPCR
nas mesmas condicfes admitidas para o gene alvo [39]. ApoOs realizacdo de ensaios
de RT-gPCR, selecionou-se aquele mais adequado aos critérios citados. Neste
sentido, optou-se por utilizar o gene controle enddgeno denominado Poly(A)
polymerase alpha (PAPOLA), cuja fungdo biolégica € a poliadenilagdo de RNAm. As

sequéncias do primer sao descritas a seguir (Tabela 1).
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Tabela 1- Primers utilizados na quantificacéo relativa da expresséo de hEagl

Sigla Sequéncia Referéncia
Forward:5-TGTGTCCTGTTGCCATATGATGT-3’ Weber et al.,
hEaglhum
Reverse:5-CGGAGCAGCCGGACAA-3 2006
PAPOLA Forward: 5’- GCTACGAAGACCAGTCCATTG-3’ Kwon et al.,
Reverse: 5-TGTTGGTCACAGATGCTGCT-3’ 2009

Tabela 2- Genes endbgenos testados na quantificacdo relativa da expressao génica
de hEagl

Sigla Nomenclatura

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

ACTB Beta-actina

hTiR Tranferrina humano

TBP Proteina de ligacao ao TATA Box

CcuL1 Proteina culina 1

GPBP1 Proteina de ligagcao de promotor ricoem GC 1

PAPOLA Polimerase Poly(A) alfa

3.3.3.3 Quantificagdo do Conteudo Relativo de RNAmM de hEagl por RT-gPCR

O contetudo relativo de RNAmM de hEagl foi quantificado por RT-qPCR,
levando-se em consideracdo a padronizacdo inicial do método. Foi utilizado
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems™), com ensaios

realizados em triplicata.
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A solucdo de amplificacdo para cada triplicata continha: 15,0 pL de SYBR™
Green master mix (Applied Systems™); 6,0 pL de cDNA sintetizados na transcricdo
reversa; 2,4 pL de primer na concentracdo 10 pmol/ pL; agua mili-Q qg.s.p 30 pL. Em
cada poco da placa foram introduzidos 10,0 pL da solugcdo descrita. A amplificagao
ocorreu sob as seguintes condigcdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida de 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 95°C por 1 minuto,
anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto). O primer testado para quantificacdo do
RNAmM de hEagl foi hEaglhum. Para amplificacdo do gene controle enddégeno
utilizou-se o primer PAPOLA (Tabela 1).

PARTE Il — Viabilidade Celular

Nesta etapa, o presente estudo buscou determinar o efeito da RNAI sobre a
viabilidade celular de gliomas. O mecanismo de interferéncia foi induzido por vetores
de expressdo de shRNA. O uso de vetores de shRNA permite estudos de
interferéncia por tempo mais prolongado, ja que siRNAs sintéticos sdo alvos de
degradacgdo por enzimas no citoplasma. Além disso, grupos de células transfectadas
com vetores de shRNA foram tratadas, simultaneamente, com agente
imunomodulador IFN-y, utilizado em alguns protocolos de quimioterapia do cancer e
com forte potencial de uso no tratamento do glioma e de outros tumores cerebrais

malignos [56,57].
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3.4 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE GLIOMAS POR
ENSAIO COM MTT

3.4.1 Grupos experimentais

Os efeitos da interferéncia de RNA sobre a viabilidade celular de gliomas
foram estudados utilizando-se vetores de expresséo de short hairpin RNA (shRNA),
descritos a seguir. Assim, insertos foram clonados em DNA plasmidial, gerando dois
construtos, devidamente denominados pKv10.1-3hum_LI e pScramble, de acordo
com a sequéncia. A primeira direcionada ao alvo 5—
GTCCACTTGGTCCATGTCCAG- 3 de hEagl e, a segunda, refere-se ao controle
negativo. Além dos vetores plasmidiais, um grupo de gliomas foi tratado com
interferon gama (IFN-y). Assim, para a analise da viabilidade celular por ensaios
colorimétricos de MTT, os gliomas foram divididos em duas categorias e organizados

em seis grupos experimentais.

1) Gliomas somente transfectados com vetores de shRNA (0,2 pg) estruturados
em lipofectamina
I.  células ndo-transfectadas
II. células trasfectadas com pScramble

lll.  células trasfectadas com pKv10.1-3hum_LI

2) Gliomas tratados com interferon gama — IFN-y (25 ng/mL) e transfectados com
vetores de expressdo de shRNA (0,2 pg) simultaneamente

IV. células tratadas com IFN-y

V. células tratadas com IFN-y e transfectadas com pScramble

VI.  células tratadas com IFN-y e transfectadas com pKv10.1-3hum_LI

O processo de obtencdo dos vetores de expressdo (pKv10.lhum_LI e
pScramble) e o ensaio de MTT aparecem descritos a seguir
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3.4.2 Obtencéao de vetores de expresséao de short hairpin (ShRNA)

Para obtencédo de vetores de expressao de shRNAs, foram desenhados e
sintetizados insertos para clonagem no vetor pSilencer 3.1 H1 neo, na forma de fitas
simples de desoxiribonucleotideos denominadas de top e bottom. As sequéncias
estdo sendo patenteadas junto ao INPI, por isso ndo sédo descritas neste texto.

Quando tranfectados em células de mamiferos, estes vetores sdo capazes de
expressar grampos de RNAs interferentes (short hairpins RNAs, shRNAS)
direcionados a mesma sequéncia alvo da estrutura siRNA Kv10.1-3, previamente
testada. O inserto para clonagem contém os seguintes componentes: (i) sitios de
restricdo BamHI e HindlIll nas extremidades das sequéncias génicas top e bottom,
para fins de clonagem em vetor de expressao; (i) sequéncia para expressédo de
hairpins de RNA, composta de até 65 nucleotideos, assim distribuidos: uma fita
sense com 19 nucleotideos, seguida de alca de 2 ou de 9 nucleotideos néao-
pareados, seguida de fita antisense ou guide, seguida de dois nucleotideos de timina
nao-pareados para 0 overhang, seguida de 4 nucleotideos de timina para
terminacdo da transcricdo, com a presenca ou com a auséncia de dois nucleotideos
de guanina e dois de adenina, para melhorar a eficicia de interferéncia de RNA. A
clonagem foi realizada de acordo com recomendacdes do fabricante, que incluiu prée-
anelamento das fitas top e bottom e ligagcdo no vetor pSilencer 3.1-H1 neo pré-
digerido. Os construtos foram devidamente designados pKv10.1-3hum_LI e
pScramble, de acordo com a sequéncia.

O isolamento e purificacdo dos plasmideos foram realizados, utilizando-se kit
comercial EndoFree® Plasmid Mega kit (cat. N° 12381), seguindo as

recomendacdes do fabricante (anexo E).
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3.4.3 Estudo do efeito do vetor de expressdo de shRNA sobre a

viabilidade de gliomas

Os efeitos dos vetores sobre a viabilidade celular do glioma in vitro, testados
isoladamente ou combinados com IFN-y, foram determinados por ensaios de MTT.
Este ensaio baseia-se na reducédo do sal tetrazolato ou MTT (3- (4,5 dimetiltiazol-
2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) ao composto formazan, pela enzima
hidrogenase succinica mitocondrial. Esta reacdo confere ao meio uma coloracédo
violacea, cuja intensidade € medida por espectrofotometria. O cultivo celular foi
realizado em placas de 96 pocos, contendo 1,0 x 10* células/poco em 200 pL de
meio de cultura. As células foram tratadas com IFN-y e/ou vetor de expressao,
conforme os seis grupos experimentais descritos anteriormente em 3.4.1. Apoés
tratamento e/ou transfeccdo, as células foram incubadas por um periodo de 24
horas. Entdo, foram adicionados 15 pL de MTT (0,5 mg/mL) em cada poco e a placa
foi mantida em estufa 37°C e 5% de CO, durante trés horas. Apds este periodo,
adicionou-se aos poc¢os 150 pL de solucao de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida,
a reducédo do MTT foi mensurada em espectrofotometro (595 nm) — Molecular
Devices Spectra Max M2. Os ensaios foram realizados em triplicata e calculou-se a

média dos valores de absorbancias, seguido de analise estatistica.



31

4 RESULTADOS

O presente estudo desenvolveu uma metodologia para regulacdo da
expressdo génica do canal de potassio dependente de voltagem hEagl, baseada na
biotecnologia da interferéncia de RNA. Foram identificados e testados dois alvos
direcionados a sequéncia de RNAm codificada pelo gene hEagl. Os resultados

experimentais de cada etapa desenvolvida no estudo estdo descritas a seguir.

4.1 IDENTIFICACAO DAS SEQUENCIAS ALVO

O estudo de bioinformatica permitiu a identificacdo de 25 sequéncias
direcionadas ao alvo hEagl, cujos escores variaram de 0,82 a 0,87. Estas
sequéncias foram utilizadas para a sintese das estruturas de siRNAs, dentre as
quais duas tiveram sua eficacia de silenciamento génico testadas no presente
trabalho. Estas sequéncias estdo sendo patenteadas no momento, razao pela qual

nao sdo descritas explicitamente nesta dissertacao.

4.2 EFICIENCIA NA EXTRACAO DE RNA E TRANSCRICAO REVERSA

As etapas de cultivo celular e transfeccdo foram devidamente realizadas
conforme procedimento operacional padrédo desenvolvido pelo grupo de pesquisa do
Laboratério Tecnologias para Terapia Génica, possibilitando condicdes necessarias
para realizacdo dos testes de silenciamento da expressdo génica do hEagl em
gliomas.

A extracdo de RNA total por meio de kit comercial (RNeasy™ Plus mini Kit
Qiagen™) gerou rendimentos de até 1 pg/pL o que permitiu iniciar a transcricdo

reversa com 1500 ng de RNA em cada reacéo.
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A integridade da molécula e a estimativa da concentracdo das amostras de
RNA foram consideradas satisfatorias, de acordo com a visualizacdo das bandas de
RNA ribossomal 18S e 28S, bem como a auséncia de rastro de degradacao.

Na transcricdo reversa, foi utilizado primer Random Hexamer (Invitrogen™) e
houve amplificagdo de hEagl por gPCR. Além disso, 0s controles negativos
(reacbes realizadas na auséncia da enzima transcriptase reversa) mostraram
amplificacbes tardias, o que indica baixa ou nenhuma contaminacdo por DNA

gendmico nas amostras de RNA amplificadas.

4.3 SILENCIAMENTO DE hEAG1 VIA siRNAs SINTETICOS

Um ensaio piloto (n=1) foi realizado no Laboratorio de Tecnologias para
Terapia Génica para determinar dose e o tempo de transfeccdo ideais para o
silenciamento de hEag1l.

Assim, células de glioma (U251MG) foram incubadas com siRNA Kv10.1-3,
em trés dosagens distintas: 18,75 nM, 37 nM ou 75 nM, por um periodo de 4h, 8h ou
48h. A redugéo relativa do conteudo de RNAm induzida pela estrutura foi, entéo,
mensurada por PCR em tempo real. Apos 4h de transfeccdo ja foi possivel identificar
reducdo no conteudo relativo de RNAm do hEagl. Contudo, este efeito foi mais
acentuado no tempo de 8h, seguido por inicio da recuperacdo dos niveis de RNAmM
no tempo de 48h (Figura 3A). O resultado observado corrobora uma pesquisa
realizada por Weber e colaboradores (2006), na qual diferentes linhagens tumorais
tiveram os niveis de RNAm do hEagl diminuidos por siRNA Kv10.1-3 mais
efetivamente no tempo de 8h pds-transfeccéo. Portanto, o periodo de 8h foi o tempo
de transfeccdo adotado para os ensaios realizados na presente pesquisa.

Em relacdo ao efeito da concentracdo de siRNA, observou-se que a dose
mais baixa de siRNA (18,75 nM) mostrou o maior grau de reducdo no conteudo
relativo de RNAmM de Eagl, ap6s 8h de transfec¢éo, conforme figura 3B. Portanto,
nos ensaios realizados na presente pesquisa foram utilizadas concentracbes de
siRNA de 18,75 nM.
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Figura 3- Efeito do siRNA Kv10.1-3 sobre o contetdo de hEagl (n=1). A) Variacédo temporal do efeito
da estrutura siRNA Kv 10.1-3 sobre o contedo de RNAmM de hEagl em gliomas in vitro nos tempos
4h, 8h ou 48h pés-transfec¢do. Culturas de glioma humano (U251MG) foram trasfectadas com siRNA
(37,5 nM) estruturado em lipossomas catiénicos e incubadas por 4h, 8h ou 48h. B) Efeito da dose do
siRNA Kv 10.1-3 sobre o conteldo de RNAm de hEagl em gliomas in vitro. Culturas de glioma
humano foram trasfectadas com siRNA nas concentragfes: 18,75 nM, 37,5 nM ou 75 nM,

estruturados em lipossomas catiénicos e incubadas por 8h. Os niveis de RNAm de hEagl foram

determinados por RT-gPCR, em triplicata, e expressos pelo método de quantificacéo relativa (Z'MCt).

Assim sendo, as novas estruturas e8_hEagl e e2_hEagl, foram testadas nas
seguintes condicGes experimentais (n=3): tempo de transfeccdo de 8h e 18,75 nM
de siRNA.

A analise por RT-gPCR mostrou que o siRNA Kv10.1-3, citado na literatura
[11], reduziu o conteddo de RNAm do referido alvo em linhagem de gliomas,
indicando um efeito de silenciamento génico ainda n&o descrito para esta linhagem
celular. O conteudo de RNAm de Eagl foi reduzido de 1,00 (controle negativo) para
0,75 (Figura 4).

As duas estruturas em teste na atual pesquisa, e8 hEagl e e2_hEagl,
também foram capazes de produzir efeito de silenciamento génico de hEagl em
células de gliomas. A analise quantitativa mostrou que as estruturas e8_hEagl e
e2 _hEagl reduziram o conteudo relativo de RNAm do alvo para 0,52 e 0,46,

respectivamente.
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A analise estatistica (n=3) mostrou diferenca significativa entre os resultados
obtidos para ambos os testes e o siRNA Kv10.1-3, utilizado neste trabalho como
controle positivo. Este dado mostra que as sequéncias alvo propostas produzem
efeito de interferéncia sobre a expressdo do gene hEagl mais acentuado do que a
sequéncia referéncia Kv10.1-3, conforme apresentado na figura 4.
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Figura 4- Reducgdo do conteddo relativo de RNAm de Eagl em glioma, via siRNAs Kv10.1-3,
e8 hEagl ou e2_hEagl (n=3). Efeitos das estruturas sobre o conteGdo de RNAm de Eagl no
tempo de 8h. Culturas de glioma humano da linhagem U138MG foram transfectadas com os siRNAs
estruturados em lipossomas cationicos (18,75 nM). Os niveis de Eagl foram determinados por RT-
ACTY A estrutura SiRNA
Kv10.1-3, utilizada como controle positivo de silenciamento génico, foi direcionada ao alvo 5'-
GTCCACTTGGTCCATGTCCAG — 3" (Weber et al. J. Biol. Chem. 281:13033-37, 2006). * - diferenca
significativa (p<0,05, ANOVA oneway seguido do teste de Tukey).

gPCR, em ftriplicata, e expressos pelo método da quantificacéo relativa (2°
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4.4 REDUCAO DA VIABILIDADE CELULAR DE GLIOMAS POR VETOR DE
EXPRESSAO DE SHORT HAIRPIN DE RNA (shRNA)

Os constructos pKv10.1-3hum_LI e pScramble, contendo as respectivas
sequéncias alvo e controle, foram capazes de produzir alteracdes fenotipicas sobre
a viabilidade celular de gliomas (U138MG) em cultura. Estes vetores de expressao
ainda potencializaram o efeito do imunomodulador IFN-y.

Na categoria 1, em que gliomas foram tratados somente com vetores
plasmidiais, observou-se que o vetor pKv10.1-3hum_ LI (grupo Ill) reduziu a
viabilidade celular em 16%, enquanto o controle pScramble (grupo Il) mostrou efeito
de reducdo de apenas 10,4%. Este dado sugere efeito sobre o fenétipo celular
causado por shRNA direcionado ao alvo de hEagl(Figura 5).

Na categoria 2, o grupo de gliomas tratado apenas com IFN-y (grupo V) teve
reducdo na viabilidade celular de 11,4%, enquanto as células tratadas com IFN-y e
vetor pKv10.1-3hum_LI (grupo VI) tiveram sua viabilidade reduzida em 40,4%
(p<0,05). Este dado sugere que a acgao da citocina IFN-y foi potencializada pelo
vetor de expressao pKv10.1-3hum_LI. Este efeito sinérgico ndo foi observado no
grupo V (17%) — tratado com IFN-y e vetor pScramble — sugerindo que o efeito &
sequéncia-especifico (Figura 5).

Comparando-se as duas categorias, 0 uso isolado do vetor pKv10.1-3hum_LI
(grupo IIl) produziu 16% de reducdo na viabilidade dos gliomas, enquanto,
associado com IFN-y (grupo VI), reduziu em 40,4% (p<0,05) (Figura 5). Igualmente,
o tratamento dos gliomas com IFN-y isoladamente (grupo IV) teve menor efeito
sobre a viabilidade celular (11,4%) em comparagcdo ao tratamento combinado com
pKv10.1-3hum_LI — grupo VI (p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5- Efeitos de tratamentos com pKv10.1-3hum_LI (0,2 pg) e/ou interferon gama (IFN-y, 25
ng/mL) sobre a viabilidade de gliomas em cultura (n=7). O vetor foi estruturado em lipossomas
catidnicos (Lipofectamine 2000™), sendo a viabilidade celular determinada pelo método de MTT
em trés ensaios independentes, no tempo de 24h. A viabilidade esta expressa como percentual
em relacdo aos valores de absorbancia observados no grupo controle ndo tratado. * - diferenca
significativa (p<0,05, ANOVA oneway seguido do teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos relacionam os canais de potassio com a proliferacdo de
células tumorais [1,10,40,41]. Entre eles, destaca-se o canal de potassio dependente
de voltagem Eagl. A participagdo do canal hEagl na formagao e proliferacdo de
tumores foi proposta com base em resultados experimentais in vitro e in vivo, em
gue se observou ampla distribuicdo e expressdo do referido canal em diferentes
linhagens de células tumorais [11]. Contudo, neste trabalho n&o foram incluidas
linhagens de glioma, modelo de estudo da presente pesquisa, apesar de hEagl ser
expresso neste tipo de célula tumoral [45].

Glioma € o tipo de tumor maligno mais frequente e mais resistente ao
tratamento antineoplasico convencional [17,30]. A busca por opcdes terapéuticas,
evidéncias de relacdo entre hEagl e neoplasias e a escassez de estudos sobre seu
papel no desenvolvimento de gliomas motivaram o desenvolvimento da atual
pesquisa. Os resultados deste trabalho mostram que a RNAI sobre hEagl é uma
estratégica terapéutica potencial.

A principal caracteristica de hEagl € sua restrita distribuicdo e expressédo em
células normais ndo neurais, o0 que sugere este canal como um marcador tumoral e
um potencial alvo terapéutico para cancer [11,44,46]. A superexpressao do hEagl
geralmente ndo € o evento desencadeador da tumorigénese, mas sim um processo
gue ocorre durante o desenvolvimento do tumor [1,47]. Nossos resultados
corroboram esta proposta, pois o silenciamento de hEagl reduziu a viabilidade
celular de gliomas.

Muitos estudos acerca da funcdo oncogénica de hEagl tém sido realizados
para elucidar a sua participacdo na proliferacdo celular. Sendo o hEagl um canal
ibnico, seria plausivel pensar que a permeabilidade celular ao ion potassio (K*) fosse
fator determinante para a progressao de um tumor. Entretanto, tal evidéncia n&o foi
observada, sugerindo que o potencial carcinogénico do Eagl se processa por
mecanismos complementares [1,3,4,7]. Pesquisas sugerem alguma interacdo entre
Eagl e vias de sinalizacdo, que conhecidamente estéo relacionadas ao crescimento

de tumores. A atividade do canal Eagl pode ser estimulada por fatores etiolégicos
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associados ao céancer, como estradiol e o papilomavirus humano (HPV) [9].
Evidéncias mostram que, no estado de hipoxia celular, a expressdo de hEagl induz
a transcricdo de fatores induzidos por hipdéxia. Tais fatores, por sua vez, induzem a
expressdo de oncogenes relacionados com crescimento celular e angiogénese,
processos presentes em células neoplésicas [7,46]. Outra evidéncia € a alteracdo da
atividade eletrofisiolégica do canal hEagl mediada por ions calcio intracelular,
sugerindo uma possivel modulacdo do canal e sua relagcdo com vias de sinalizacéo
dependentes de calcio, ion que tem fungao regulatéria no ciclo celular [2,4,5].

Considerando que hEagl tem papel no crescimento tumoral, uma alternativa
terapéutica poderia ser o desenvolvimento de compostos quimioterapicos que
pudessem bloquear o referido canal, ja que sua expressao é pouco evidenciada em
tecidos normais fora do sistema nervoso central. Entretanto, ndo ha farmacos
inibidores especificos para Eagl disponiveis [3,11]. Alguns trabalhos testando
moléculas inespecificas e ndo seletivas que modulam canais de potassio, como a
imipramina e 0 astemizol, mostraram eficacia na inibicdo da atividade do hEagl,
diminuindo o potencial proliferativo de células em melanomas e em carcinoma
colorretal [5,9]. O calcitriol, importante metabdlito da vitamina D, também foi sugerido
como um agente inibidor da expressdo de hEagl em células de tumor mamario [12].
No entanto, a semelhanca estrutural entre os membros do grupo de canais de
potassio dependentes de voltagem, especialmente entre os membros da familia
Eag, ndo viabiliza o uso destas drogas na terapia anti-Eagl devido a
inespecificidade da acao bloqueadora [3]. No trabalho de Weber et al.(2006), siRNAs
direcionados a hEAgl nao provocaram efeito de silenciamento sobre hEag2, o que
sugere especificidade da terapia via RNAI.

Anticorpos monoclonais também representam uma estratégia para gerar
inibidores mais seletivos contra canais de membrana, permitindo a distingédo
especifica de um antigeno do seu homodlogo. O primeiro anticorpo funcional anti-
Eagl desenhado e testado por Pardo e colaboradores (2008) reduziu eficiente e
seletivamente o fluxo de ion K* através do canal. Embora o anticorpo administrado
via parental tenha diminuido o crescimento tumoral em dois modelos diferentes, o
efeito foi moderado e também ndo se observou inibicdo em todas as linhagens

celulares testadas [1].
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Portanto, a seletividade € um requisito crucial para terapia anti-Eagl e a falta
de bloqueadores especificos dificulta a analise funcional desta proteina, em células
neuronais e neoplasicas. Neste contexto, a tecnologia do RNA interferente permite
ndo apenas o estudo da funcdo fisiologica do canal Eagl, mas também a
caracterizacdo do seu potencial uso na terapia do cancer, incluindo-se os gliomas
[11]. Atualmente, é possivel encontrar na literatura diversos trabalhos sobre terapia
génica via RNAI para neoplasias [17,19,32] porém nenhum menciona o0 uso de
siRNAs sintéticos direcionados ao canal hEagl, visando a terapia de gliomas,
objetivo do atual estudo.

A atual pesquisa mostrou que sSiRNAs sintetizados e especificamente
direcionados para hEagl foram eficientes no silenciamento pos-transcricional do
respectivo gene, em linhagem de glioma. Porém, a eficiéncia de acdo, ou seja, a
intensidade e a duracgéo do efeito de interferéncia induzido pelo siRNA depende de
alguns fatores [49,50]. Existe relacdo entre o efeito de silenciamento e a
concentracdo de siRNA. Elevadas concentraces de siRNA podem interferir na
atividade especifica do complexo enzimatico RISC, que leva a degradacdo do
RNAm. Portanto, recomenda-se o uso de concentracbes minimas de siRNA para
produzir o maximo de efeito de silenciamento, evitar respostas inespecificas e
eliminar possiveis efeitos toxicos causados por excesso de siRNA no citoplasma
[50,51,52,53]. Baseado neste conceito e na analise da curva dose-resposta, gerada
experimentalmente na presente pesquisa, foi escolhida a concentracdo de SiRNA
equivalente a 18,75 nM para a execuc¢ao dos ensaios. Doses superiores (37,5 nM e
75 nM) também mostraram silenciamento génico, mas em menor escala,
possivelmente em funcéo da saturacdo da maquinaria de interferéncia. A dosagem
de siRNA utilizada no presente estudo foi ligeiramente inferior aos valores de
concentracédo usados em outras investigacdes [11,51]. Deve-se considerar que cada
linhagem celular possui limitagdo prépria da maquinaria de interferéncia de RNA e
as sequéncias de siRNA tém capacidade de silenciamento variavel [49,50].

Alguns fatores que interferem na intensidade do silenciamento induzido pelo
siRNA podem ser controladas otimizando-se certas condicdes no método de
transfeccdo. O tempo da transfeccdo é o periodo em que a célula é exposta a
estrutura de interferéncia, sendo este tempo, portanto, um fator diretamente

determinante no grau de silenciamento esperado. A atual pesquisa acompanhou a
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variacdo temporal do efeito de siRNAs e constatou que, ap6s um curto periodo de
exposicao (4h), ja é possivel observar diminuicdo no conteudo de RNAm de hEagl.
Esta reducédo € mais acentuada no tempo de 8h pds-transfeccao e, apds um periodo
de 48h, observou-se recuperacdo gradativa dos niveis de RNAm, possivelmente
devido a perda de funcionalidade do siRNA por acdo das enzimas de degradacéo.
[47]. Estudo anterior também mostra pico de silenciamento apés 8h de transfeccéo,
seguida de recuperacao gradativa dos niveis de RNAm [11].

A sequéncia de siRNA Kv10.1-3 foi escolhida como controle positivo, pois
esta estrutura mostrou-se eficaz na regulacdo pés-transcricional do gene hEagl em
diversas linhagens tumorais [11]. O presente trabalho demonstrou a capacidade
desta estrutura de interferir na sintese do hEagl também em células de glioma e,
ainda, sugere outras duas novas sequéncias alvo (e2_hEagl e e8 hEag). As
estruturas propostas mostraram maior eficacia na reducdo do conteudo relativo de
RNAmM hEagl comparado ao controle positivo. Este dado sugere, portanto, que 0s
siRNAs sintéticos testados, direcionados para hEagl, provocam efeitos sobre a
expressao do respectivo gene. O uso de multiplos siRNAs funcionais, direcionados
ao mesmo gene, € uma estratégia para confirmar o efeito de silenciamento que
ocorre, porém, em graus de intensidade diferentes de acordo com o alvo [53,54]. A
variacdo nos niveis de intensidade dos efeitos observados pode ser devido a
diferenca nas sequéncias das estruturas, que l|hes conferem propriedades
termodinamicas e estabilidade distintas [11,52]. Assim, dentre as estruturas testadas
experimentalmente, os siRNAs e2_hEag e e8 hEagl podem ser propostos como
potenciais sequéncias alvo para o silenciamento do gene hEagl, tendo apresentado
resultados superiores em relacdo ao siRNA Kv10.1-3, em linhagem de glioma.
Destaca-se que, como as duas sequéncias ainda nao foram publicadas, sao objetos
de patente e exploragdao comercial.

A proliferacdo celular e a apoptose sao dois processos celulares
paralelamente regulados por canais i6nicos. A variagdo no volume da célula durante
a divisdo celular requer o transporte de ions através dos canais de membrana,
incluindo os canais de K* [53]. Considerando que a participagdo do canal hEagl no
crescimento e proliferacdo de diversos tipos celulares ja estd bem documentada

[40,41,43,44,45], avaliou-se na presente pesquisa o efeito da interferéncia de RNA,



41

mediada por vetores de expressdo de shRNA, sobre o fenétipo celular, ou seja, se a
RNAI reduziria a viabilidade das células de glioma.

Nos estudos sobre a viabilidade celular, foram utilizados vetores de expressao
de shRNA, pois o controle da expressao génica mediada por estruturas de siRNA é
temporariamente limitada em células de cultura [54], dado inclusive observado em
estudos anteriores do proprio grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologias para
Terapia Génica. Assim, o construto pKv10.1-3hum_LI foi testado em combinacéo
com o agente pré-apoptotico IFN-y, farmaco utilizado em alguns protocolos de
guimioterapia do cancer e com forte potencial de uso no tratamento do glioma e de
outros tumores cerebrais malignos [56,57]. O efeito combinado de pKv10.1-3hum_LI
e IFN-y reduziu em 40% a viabilidade celular do glioma. A acédo sinérgica dos dois
fatores pode ser devido a atuacdo do IFN-y no ciclo e crescimento celulares,
mediante controle da transcricdo génica, regulando mais de 200 genes alvo [58]. No
sentido terapéutico, os interferons, incluindo IFN-y, possuem propriedades
antitumorais que permitem o0 seu emprego no tratamento de diferentes tipos de
tumores malignos, frequentemente combinados a agentes quimioterapicos
[59,60,61]. Um estudo mostrou que a utilizagdo combinada de IFN-y e da
interferéncia de RNA sobre o gene da transcriptase reversa da telomerase —
relacionada com a invaséao celular e proliferacdo de tumores — foi capaz de reduzir
em até 80% a proliferacdo tumoral de gliomas [62]. Portanto, IFN-y coloca-se como
alternativa promissora para a imunoterapia de tumores cerebrais [56,57], objeto do
atual estudo. Dentre os efeitos observados, os IFNs apresentam papel relevante nos
eventos apoptéticos tumorais [63,64], havendo evidéncias de que o IFN-y aumente a
suscetibilidade das células cancerosas a apoptose [65,66].

Em sintese, a atual pesquisa fornece importante contribuicdo para o potencial
uso da RNAI sobre hEagl no tratamento do cancer, particularmente de gliomas,
podendo contribuir para estudos futuros acerca da fungdo especifica deste canal no
sistema nervoso central, que ainda permanece indefinida, e no desenvolvimento de
tumores.

Novas investigagbes poderdo avaliar, por meio de estudos de
imunocitoquimica, os possiveis efeitos das duas sequéncias propostas nesta
pesquisa sobre os niveis da proteina hEagl. A confec¢do de vetores de expressao

de shRNA com as referidas sequéncias alvo também permitirdo estudos
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complementares acerca da regulacao da expressao do gene hEagl in vitro, e sobre
efeitos terapéuticos em modelos animais. Poderao ser desenvolvidas nanoestruturas
para carrear efetivamente siRNAs ou vetores de expressdo através da barreira

hematoencefalica e para o interior da célula neoplasica, particularmente o glioma.
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6 Conclusodes

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

e O canal de potassio hEagl tem participacdo na manutencdo da viabilidade
celular, tendo em vista que o silenciamento génico afetou o fendtipo das
células de glioma.

e O siRNA Kv10.1-3 é capaz de causar efeito de interferéncia de RNA sobre
hEagl também na linhagem celular de glioma.

e As estruturas de siRNAs sintéticos (e8 hEagl e e2_hEagl) sdo capazes de
causar interferéncia de RNA sobre hEagl

e Os efeitos de silenciamento causados pelos siRNAs e8 hEagl e e2 hEagl
sdo maiores do que aquele produzido pelo siRNA Kv.10.1-3, mostrando o
valor preditivo do algoritmo utilizado no presente estudo para identificacao de
alvos de RNAI.

e O vetor de expressdo pKv10.1-3hum_LI proposto nesta pesquisa reduz a
viabilidade celular do glioma, podendo ser associado ao agente

imunomodulador IFN-y para obtencao de efeitos mais pronunciados.
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ANEXO A — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO 44

Transfecgao celular POP

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

Usuario: . Data: / /

MATERIAIS
e Microtubos 1,5 pL
Garrafas para cultivo
siRNA
Lipofectamina 2000
Optimem + Glutamax
DPBS
DMEM F12 + 1% Glutamax + 10% FBS

PROCEDIMENTOS
1. Preparagéo dos microtubos para os agentes de transfecgéo
a. Tubo 1 Lipofectamina (uma reagéo)
15 L de Lipofectamina 2000
185 uL de Optimem
b. Para 3 reagdes (controle, scramble, amostra a ser testada)
45 L de Lipofectamina 2000
555 uL de Optimem
¢. Incubar os reagentes da transfecgéo diluidos em Optimem por 10 minutos & Temperatura
ambiente.

2. Preparagdo do siRNA
a. Tubo 2.1 (para amostra Scramble - “All Star”)
7,5 hL amostra RNA 20 uM(150 pmol)
192,5 pL Optimem
b. Tubo 2.2 (para amostra a ser testada. ex: KV 2.1-3)
7,5 pL amostra RNA 20 pM(150 pmol)
192,5 L Optimem
¢. Tubo 2.3 (para amostra Control Pure Cell - Transfectado apenas com Lipossoma)
200 pL Optimem

3. Adicionar 200 L do Tubo 1 a cada um dos tubos 2 ( 2.1, 2.2, etc.). Volume final sera 400 pL.
Incubar a Temperatura ambiente por 20 min.

1/2

Comentarios:

Tabela com célculos para preparagao do microtubo 1:

1x 3x 4x 5x
Lipofectamina 15 pL 45 pl 60 L 75 uL
Optimem 185 L 555 L 740 pL 925 pL
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Transfecgao celular

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

POP

4. Preparagao dos meios celulares e transfecgdes
Para tranfecg&o com Lipofectamina, primeiro lave as células com 3 mL de DPBS.

. Remover o meio de crescimento.

Lavar com 3 mL de DPBS.

a
b.
¢. Adicionar 5 mL de Optimem+Glutamax (Gibco 51985).
d.
e
f.
9
h

Transfectar os 400 pL resultantes Tubo 1+ Tubo 2.

. Incubar por 6 hs apds a tranfecgao.

Retirar 0 meio.

_ Adicionar DMEM F12 + 1% glutamax + 10% de FBS (Soro Fetal Bovino).
. Incubar as células por 24 hs.

FIM.
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ANEXO

B — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO 43.1

Proc
Lab. de

POP

edures to Cell Maintenance - Plating

Tecnologias para Terapia Génica

43.1

Usuario: . Data: I /

MATE

PROC

RIALS

Falcon 50 mL

Medium (specific for each cell type)
DPBS

Trypsin/EDTA 0,05% or 0,25%
Alcohol 70%

Bottles for cell cultivation
Gloves

Pipettes

Pipettes tips: p200 e p1000
Eppendorfs

Tripan blue

Neubauer chamber

EDURES
General desinfection
Use alcohol 70% for cleaning plastics, bottles, laminar flow, gloves, benches

1/2

e Shed the old medium
- Move to Falcon and reserve
e Wash
- add 3,0 mL (40 cm3) or 10 mL (70cm3) DPBS and mix
shed the DPBS to Falcon
Trypsinization
- add X mL Trypsin in a bottle and mix
- incubate at 37°C for 3 min.
- observe in microscope the cell release, tap with need.
- Shed the falcon content to bottle and mix
- Return the content to a falcon for centrifugation — use 1200 RPM for 3 min.
- Despise the supernatant
- Dilute the pallet in 1,0mL DPBS and mix, use a vortex with need
e Cell count
- mix 30 pL of DPBS containing the cells with 90 uL Tripan Blue, use vortex.
- Fill the neubauer chamber with 10 pL
Coments:

Trypsinization: 2,0 mL Trypsin (0,05%) to glyoma and neuroblastomas cells, 1,0 mL to HEK cells.
1,0 mL Trypsin (0,25%) to glyoma and neuroblastomas cells, 0,5 mL to HEK cells.
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Procedures to Cell Maintenance - Plating

POP

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

43.1

- Count the total of cells at the 4 quadrants and use formula: Total of cells X,. . 104
4

- The results indicate the amount of cells in 1mL

e Plating

- inanew bottle add 5,0mL of fresh medium for 25 cm3 or 20 mL for 75 cm?

- add 50 — 100 pL of DPBS containing cells and mix

- observe in a microscope

- incubate at 37°C and 5% of CO2

e Storage

- centrifuge the rest of DPBS solution containing the cells

- shed the supernatant

- freeze the pellet at -20° C.

1/2

END.

Coments:

Trypsinization: 2,0 mL Trypsin (0,05%) to glyoma and neuroblastomas cells, 1,0 mL to HEK cells.
1,0 mL Trypsin (0,25%) to glyoma and neuroblastomas cells, 0,5 mL to HEK cells.




ANEXO C - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO 46

Extracao de RNA com Kit comercial RNeasy Plus
QIAGEN

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

46

Usuério: . Data: ]

MATERIAIS

12

Células ou tecido desejado;

Kit RNeasy,

B-mercaptoethanol (B-ME),
Etanol 70%;
Ponteiras estéress @ RNAse free.

PROCEDIMENTOS

o Para pellet congelado, descongelar em banho maria a 37°C, ressuspender e contar,

o Para cultivo, tripsinizar (POP 43.1) e contar,

o Preparar Buffer RLT plus, acrescentando 10 L de B-mercaploethanol (B-ME) para cada 1,0 mL de
mmm-ummowmmmdmm«n
dias;

o Para concentragdes de aké 5,000,000 de células usar 350 L de Buffer RLTplus + B-ME;

o Para quantidades maiores de clulas usar 600 L de Buffer RLT plus+ B-ME;

o LISE CELULAR: Juntar em um tubo para centifuga as células e o Buffer RLT + B-ME, com
movimentos ‘up & down” homogeneizar a solug30 até que se dissolvam totaimente as células, ideal &
que se faga a0 menos 20 movimentos;

o Transferir todo 0 homogeneizado (solugo com células e buffer) para a coluna gONA Eliminator spin
column  Fomecida junto com o Kit, vem montado em um eppendorf com capacidade para 2.0 mL );

o Centrifugar a coluna durante 30 segundos a 10.000 pm ou 8.000 xg)

o Descartar a coluna e quardar o fitrado (caso necessite, repetir a centrifugagao);

o Acrescentar etanol 70% na mesma quantidade de filtrado, “dobrar a solugdo” (se necessano medir com
a pipeta),

« Homogeneizar a solugdo com movimentos “up & down’, ndo pode centrifugar!

* nesta etapa pode haver formagao de preciptado, o que & normal,

o Transferir 700 L. da sokug30 anterior para a coluna RNeasy spin column ( fomecida com o Kit ), * caso
a quantidade de soluc3o seja maior que 700 L, centrifugar em aliquotas menores;

o Fechar atampa gentimente e centrifugar durante 15 sequndos a 10.000 rpm ou 8.000 xg;

o Descartar o filtrad, mantendo 0 mesmo eppendorf,

o Acrescentar 700 L de Buffer RW1 4 coluna e centrifugar durante 15 segundos a 10.000 rpm ou
8.000xg;
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Extracdo de RNA com Kit comercial RNeasy Plus POP

QIAGEN 46

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

2/2

o Descartar o filtrado e reutilizar o tubo para o proximo passo;

e Cuidado para ndo encostar a coluna no filtrado apds a centrifugagao!!!

e Acrescentar 500 pL de Buffer RPE (VERIFICAR SE ESTA DILUIDO) & coluna e centrifugar durante 15

segundos a 10.000 rpm ou 8.000xg;

o Descartar o filtrado e reutilizar o tubo para o préximo passo;

e Acrescentar 500 L de Buffer RPE & coluna e centrifugar durante 2 minutos a 10.000 rpm ou 8.000xg;

e Verificar se ainda ha liquido na coluna apos a centrifugagéo, caso tenha, re-centrifugar,

 N3o encostar a coluna no filtrado, tragos de etanol interferem na amostra, CUIDADO!!

Trocar o eppendorff e centrifugar a coluna durante 1 minuto a 10.000 rpm para confirmar a auséncia de
etanol;

Descartar o tubo, transferir a coluna para um tubo de 1.5 mL NOVO!

Acrescentar entre 30 a 50 pL de 4gua destilada RNAse free ( acompanha o Kit ) no centro da coluna e
centrifugar durante 1 minuto a 10.000 rpm ou 8.000xg;

Caso a quantidade obtida de filtrado (que agora contém o RNA) seja pequena, pode-se repetir a
centrifugagao com mais 30 pL de agua destilada RNAse Free;

Descartar a coluna e armazenar o filtrado (RNA) em freezer, ideal que seja a — 70°C.

FIM.

Comentarios:



ANEXO D — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO 48

Transcrigao Reversa - Max Planck pe:

Lab. de Tecnoiogias para Terapia Genica

Usuario: . Data: I /

MATERIAIS

Superscript [l 200 ou 50 u/uL - Invitrogen, cat. 18080-044;
Oligo DT 0,5mg/uL - Invitrogen, cat. 18418-012,
Ribonuclease H 2U/uL - Invitrogen, cat. 18021-071;
Agua RNase free DEPC;

10x RT buffer — Invitrogen, cat. 53032;

MgCl; 25mM - Invitrogen, cat. Y02222;

10mM dNTP mix — Invitrogen, cat. Y02256;

0,1 DTT - Invitrogen, cat. Y00122;

Amostra de RNA devidamente quantificada;

Tubos tipo eppendorf de 0,5mL,;

Ponteiras e pipetas — P2, P10 e P20.

PROCEDIMENTOS

Verificar programagao do termociclador;

Passo 1 — Mix primer mais RNA

- Misturar o volume correspondente de RNA para chegar a concentragéo de 1,5 a 2,5 microgramas por
reag&o, lembrando que o volume méaximo sera de 11pL de RNA;

- 1uL de Oligo DT; ou random primer

- Agua RNase free para completar 12pL.

- Mix;

- Spin em centrifuga;

- Incubar 10 minutos a 70°C;

- Descansar no gelo ou 4 °C por 1 minuto.

Passo 2 - Buffer RT

-> Recomendo preparar um mix para todas as amostras enquanto espera os 10 minutos da
primeira etapa, depois basta acrescentar 7uL do mix RT Buffer em cada amostra e passar ao
préximo passo.

- 2uL de 10x RT Buffer;

- 2L de MgCl2 25mM;
-2uL de DTT;

- 1uL de dNTP mix 10mM;

1/2

Comentarios:
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Transcricao Reversa — Max Planck

Lab. de Tecnologias para Terapia Genica

2/2
- Mix;
- Spin em centrifuga;
- Incubar por 5 minutos a 42°C.

e Passo 3 - SuperScript Il ( 200 ou 50 U/uL)

- acrescentar 1L de SuperScript Il em cada amostra;

- no caso de testar controle negativo, acrescentar 1 uL de Agua.
- Mix;

- Spin em centrifuga;

- incubar 50 minutos & 42°C;

- Terminar a reag&o incubando 15 minutos a 70°C;

- Descansar no gelo;

- Spin.

e Passo 4 —RNase

- Acrescentar 1L de Ribonuclease H — RNase H (2U/uL) em cada amostra;
- mix;

- Spin;

- Incubar 20 minutos a 37°C.

e Passo 5 - Acertar volume
- Acrescentar 4L de agua DEPC em cada amostra, corrigindo o volume total para 25uL de cDNA.

FIM.

Comentarios:
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ANEXO E — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO 25.3

Preparacao de DNA plasmidial-Megaprep POP
Kit Qiagen
Lab de Tecnologias para Terapia Genica 25.3

Culfivar bactérias em meio LB durante a noite (37°C)

Centrifugar a cultura de bactérias em frascos apropriados (6000g/ 15 minutos/
4°C).

Descartar o sobrenadants

Ressuspender o pellef em S0mL de buffer P1

Acrescentar S0mL de buffer P2, misturar vigorozamente & incubar por 5
minutos em temperatura ambiente.

Dicionar 50mL de buffer P3 pré-resfriado e agitar vigorosamente

Filtrar o homogeneizado a vacuo

Adiconar ao filtro S0miL de buffer PFWB2 e filtrar novamente

Adicionar 125mlL de buffer ER ao lizsado filrado. Misturar e incubar no gelo
por 20 minutos

Filtrar, por agdo da gravidade, o homogeneizado na coluna QIAGEN-TIP 2500
Apos filragao, lavar a coluna com 200mL de buffer QC

Eluir o DNA plasmidial com 35mL de buffer QM

Adiconar 24, 5mlL de isopropancl ao filtrado & homogeneizar.

Centrifugar a 15000 g por 30 minutos

Descartar o sobrenadants

Lavar o peflef com etanol 70% preparado com égua do proprio kit. Méo
homogeneizar ou ressuspender

Centrifugar (15000g / 10 minutos)

Descartar o sobrenadants

Deixar o peliet secar por 10-20 minutos

Ressuspender em 1mL de agua MilliQ autoclavada.
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