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PREFACIO

O oxido nitrico (NO) é mensageiro celular que atua em diversos tecidos do
organismo animal. Trata-se de molécula gasosa liberada a partir da oxidac¢do 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, € responsavel por
grande parte do NO presente no sistema nervoso. Atualmente sabe-se que o NO
tem papel importante na formacédo e no funcionamento do sistema nervoso, bem
como na patogenia de disturbios neurodegenerativos. Nesse sentido, varios estudos
mostram que farmacos inibidores das enzimas NOS sdo capazes de atenuar 0s
efeitos toxicos do NO sobre o sistema nervoso. Tais achados vinculam essas
enzimas a patogénese da morte neuronal e as colocam como alvos terapéuticos de
alto potencial. Recentemente foram introduzidos conhecimentos e técnicas para
silenciamento de genes de interesse em nivel pos-transcricional, a chamada
interferéncia de RNA ou RNAIi. O presente trabalho voltou-se a obtencdo de
estruturas de RNA curtos em dupla fita — siRNA capazes de silenciar a expressao de
NNOS. Essas mesmas estruturas genéticas foram eficazes no controle da morte
neuronal por apoptose, revelando o seu potencial uso na terapéutica de distarbios

neurodegenerativos.
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RESUMO

O oxido nitrico (NO) é formado pelas enzimas NO sintases e desempenha papel na
patogénese da neurodegeneracdo. NO sintase neuronais S80 expressas em areas
cerebrais lesionadas e sua inibicdo reduz efeitos de agentes neurotoxicos. O atual
estudo desenvolveu siRNAs (small interfering RNAs) direcionados a duas
sequéncias do RNAm de nNOS, presentes nos exons 2 e 28. Primeiramente, foi
utilizado o algoritmo Biopredsi para identificar alvos de RNAI. Foi realizada sintese
guimica dos siRNA duplos com 21 nucleotideos - exon2_hnNOS e exon28hnNOS
(Qiagen). Células de neuroblastomas SH-SY5Y receberam 150 pmol ou 300 pmol de
cada siRNA estruturado em lipossomas (Lipofectamine 2000°, Invitrogen). Utilizou-
se o controle negativo scramble All-Stars® (Qiagen). Os meios de cultivo celular
utilizados foram Optimen® e DMEM® (Gibco), pelas primeiras 6h e para as 24h de
incubacdo restantes, respectivamente. O conteddo de RNAmM de nNOS foi
quantificado por PCR em tempo real via SYBR Green®; os efeitos de silenciamento
foram apresentados pela expressao relativa (222°T). O nivel de RNAm foi reduzido
para até 60% do controle; os efeitos de silenciamento variaram de acordo com 0s
alvos e doses. Os efeitos dos siRNA sobre a apoptose por neomicina foram
determinados pelo ensaio de MTT. As células foram lesionadas por neomicina e
tratadas com um dos siRNAs (exon2_hnNOS, exon28hnNOS ou scramble) por dois
tempos distintos: imediatamente apds ou 24h apods a lesdo. Ambas estruturas de
siRNA mostraram efeitos antiapoptéticos, que alcancaram o maximo de 28,7%. Os
efeitos variaram de acordo com o siRNA e o tempo de tratamento. Exon2_hnNOS
produziu o maior efeito quando o tratamento foi realizado logo apds leséo;
exon28_hnNOS foi mais efetivo 24h apos a lesdo. Os resultados do atual estudo
mostram a utilidade de siRNAs no entendimento da patogenia de doencas
neurolégicas e abrem novos caminhos para a terapia génica de doencas

neurodegenerativas.

Palavras-chave: nNOS, apoptose, doencas neurodegenerativas, lesédo cerebral,
interferéncia de RNA, terapia génica.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is formed by the NO synthase enzymes and play pivotal roles in the
pathogenesis of neurodegenerative diseases. Neuronal NO synthase enzyme
(nNOS) is expressed in brain areas submitted to injury, and its pharmacological
blocking can decrease the effects of neurotoxic agents. In our study, we developed
and tested two siRNAs targeted to two different nNOS mRNA sequences, located in
the exons 2 and 28. Firstly, we used the Biopredsi algorithm to identify the RNAI
targets. The synthetic siRNA duplexes with 21 nucleotides (exon2_hnNOS and
exon28 hnNOS) were synthetized by Qiagen. Neuroblastoma cells SH-SY5Y
received 150 pmol or 300 pmol of each siRNA mixed with Lipofectamine 2000®
(Invitrogen). The negative control was the commercial scramble All-Stars® (Qiagen).
The cell culture media used in this study were Optimen® and DMEM® (Gibco), for the
first 6h and for the remaining 24h of incubation, respectively. The mRNA content was
quantified by reverse transcription real-time PCR with SYBR Green® and the
silencing effects on nNOS expressed by the relative expression (222°T). The nNOS
MRNA content was reduced to 60% to the control level; the silencing effects varied
according to the targets and doses used. To determine the effects of siRNA on the
apoptotic phenotype, we used the MTT assay. Cells were lesioned by neomycin and
treated with each of the siRNAs (exon2_hnNOS, exon28 hnNOS, or scramble) at
two time-points: immediately after — or 24h after lesion. Both siRNA structures
showed anti-apoptotic effects that reached 28.7%. The effects varied according to
the siRNA used and the treatment time-point. Exon2_hnNOS produced the highest
effect when the treatment began immediately after lesion; exon28_hnNOS was more
effective 24h after lesion. Our results encourage the use of siRNAs to study the role
of NNOS in the pathogenesis of brain diseases and highlighted a new therapeutic

aproach for neurodegenerative diseases.

Key-words: nNOS, apoptosis, neurodegenerative diseases, brain injury, RNA

interference, gene therapy.



CAPITULO |

INTRODUCAO

As doencas neurodegenerativas ocupam posicdo de destaque nas ciéncias
da saude e comumente envolvem a producdo de mediadores ligados a morte
neuronal, com destaque para o 6xido nitrico (NO) (Hara & Snider, 2007).

O NO é molécula formada como subproduto da oxidacao da L-arginina em L-
citrulina, reacdo quimica catalisada pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). As trés
principais isoformas desta enzima sao a neuronal (nNOS), a endotelial (eNOS) e a
induzida (iINOS). Grande parte do NO circulante no sistema nervoso € sintetizado
pela enzima NNOS (Dusse et al., 2003).

A morte neuronal é fenbmeno que ocorre em doencgas neurodegenerativas de
grande importancia, como epilepsias, lesbes medulares e Parkinson. A inibicdo
farmacoldgica da enzima nNOS é capaz de reverter eventos neurodegenerativos em
modelos animais, mostrando que a via nitrérgica contém potenciais alvos
terapéuticos (Lossi et al., 2005).

Recentes descobertas revelam a possibilidade de silenciar genes especificos
em nivel pés-transcricional, mediante interferéncia de RNA (RNAIi), o que tem
impulsionado o desenvolvimento cientifico-tecnoldégico no campo da saude. Assim, o
desenvolvimento de um método capaz de silenciar a enzima nNOS via RNAI pode
representar uma alternativa no controle de eventos celulares que desencadeiam a

morte neuronal e envolvem o 6xido nitrico (Zimmerman et al., 2006).

REFERENCIAL TEORICO

1) Oxido nitrico — historico e sintese celular

As descobertas sobre o 6xido nitrico (NO) foram iniciadas a partir de estudos
sobre a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina, que mostrou-se dependente da
presenca de endotélio intacto. Observou-se entdo que esse efeito foi mediado pela
liberacdo de uma molécula denominada de fator de relaxamento dependente do

endotélio, posteriormente denominado de NO (Furchgott & Zawadzki, 1980). Novos
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estudos mostraram a importancia do NO quanto ao processo de relaxamento
vascular (Ignarro, 1987; Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1988). Além disso,
varios trabalhos revelaram a relacdo entre o NO e a resposta imune do organismo.
Atualmente sabe-se que o Oxido nitrico é o principal mediador citotoxico de células
imunes efetoras ativadas e constitui-se em molécula de regulacdo do sistema imune
(Hibbs Jr. et al., 1987; Marletta et al., 1988). Finalmente, foi observado que o NO é
produzido no sistema nervoso central, demonstrando que sua sintese € estimulada
por glutamato via receptores de NMDA (N-metil-d-aspartato) (Bredt et al., 1989;
Knowles et al., 1989; Garthwaite et al., 1989).

O NO é molécula gasosa, encontrada normalmente na atmosfera em
pequenas quantidades. A sua toxicidade deve-se a presenca de radical livre que a
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 concentragcédo e da depuracao tecidual, o NO pode
apresentar efeitos benéficos ou téxicos 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 catalizada 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 ligacado 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 formacéo de NO e L-citrulina (Zhang & Snyder, 1995).

2) Enzima oxido nitrico sintase neuronal (hNOS)

Conforme citado, as enzimas 6xido nitrico sintases - NOS tém o papel de
catalisar a reacdo na qual a L-arginina € oxidada em L-citrulina, o que libera 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
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dependéncia de ions de célcio e de calmodulina para sua ativacdo. Ja a INOS é
ativada por citocinas (Dusse, et al., 2003). A nNOS pode ser encontrada
principalmente em neurdnios, neutroéfilos e astrocitos. Ja a eNOS esta localizada no
endotélio vascular, além de astrocitos. Por fim, a INOS esta presente em células
como macrofagos, hepatdcitos 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 oxidacdo 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-8, 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¢do do exon 1,
sdo todos traduzidos para gerar uma proteina de 1434 aminoacidos com cerca de
160 Kda. A traducao inicia-se no coédon ATG situado no exon 2 (Figura 1). Os
variantes de splicing nNOS-B e nNOS-y ndo apresentam esse exon 2. No caso do
variante nNOS-f3, a tradugéo inicia-se a partir do codon de iniciacdo CTG situado no
exon la, gerando uma proteina de 136 Kda. O codon 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-a, ao contrario, possui este dominio PDZ (ou DHR -
Dlg 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 vizinhanga do receptor de NMDA, dessa forma, a

ativacdo da enzima esta relacionada ao influxo de calcio por esse receptor. Quanto
12



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 insercbes e

delecBes de cassetes, também tém sido descritos (Kavya et al., 2006).

A'{G
Ela Exon 2 E3|E4|E5| E6 | §
o CTG
nNOSBRNA| Et1a |E3|E4[E5]|ES6 | §
B ATG
nNOSyRNA | Etb |E3|E4|E5]| E6 | 3
Y

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

3) Papel do NO em disturbios neurodegenerativos

O fendbmeno da morte celular pode ocorrer como parte de um processo
fisiolégico e importante para a manutencdo da homeostase organica. Nesse caso, é
descrito como morte celular programada (PCD), sendo classificado em trés
diferentes formas: tipo |, nuclear ou apoptética; tipo Il, autofagica; tipo IlI,
citoplasmatica. Cada forma pode acometer tipos celulares especificos, em diferentes
fases de desenvolvimento. Podem, também, ser ativadas por diferentes tipos de
injarias, como lesdo do DNA, neurotoxinas, acumulo de proteinas mal-enoveladas,
entre outros (Cunningham, 1982; Carke, 1990). Assim, a apoptose € uma forma de
PCD de ocorréncia natural na maioria dos tecidos durante o desenvolvimento
embrionario e pds-natal, também ocorrendo em tecidos proliferativos de organismos
adultos. Nas células em apoptose, a morte é individual, ao redor de células vizinhas
gue estao sadias, sendo caracterizada por alteracdes morfolédgicas tipicas (Bredesen
et al., 2006).

A producéo excessiva de NO pode iniciar um quadro neurotoxico. O NO atua

sobre a enzima guanilato ciclase (GC) resultando na formagéao de cGMP (Salvemini,
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et al. 1993). O glutamato e a ativagdo da enzima GC sdo capazes de induzir morte
neuronal em quadros de isquemia cerebral focal. Além disso, a interacdo de
moléculas de NO com O, resulta na formacao de peroxinitrito, um radical toxico para
as ceélulas nervosas capaz de induzir morte celular. A decomposicdo desse radical
resulta na formacdo dos radicais hidroxila e dioxido de nitrogénio que também
contribuem para os efeitos neurotédxicos (Yun et al. 1997).

Apoptose neuronal envolvendo o NO tem sido estudada em varios modelos
animais, em particular naqueles que representam doencas neurodegenerativas
cronicas, como o Parkinson. Nesse caso, ha uma perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra que resulta em distirbios motores tipicos da
doenca (Beal, 2001). Outros exemplos de doencas neurodegenerativas que
envolvem a via nitrérgica sdo o acidente vascular cerebral, a esclerose amiotréfica

lateral e o Alzheimer (Domenico, 2004; Conforti et al., 2007).

4) Interferéncia de RNA (RNAI)

A técnica de RNAI j& foi utilizada com sucesso para silenciar genes em células
neuronais, sendo considerada ferramenta altamente promissora para a terapéutica
de doencas neuroldgicas (Wood et al., 2003; Gonzales-Alegre, 2007). O mecanismo
de RNAI baseia-se em processo celular composto de duas etapas. 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, 0s
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 ira guiar o complexo RISC até o RNAm alvo, para posterior
degradacéao (Alton et al., 2007; Tieman & Rossi, 2009).

14
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Figura 2: Esquema ilustrativo dos eventos de interferéncia de RNA (RNAI), obtido de Takahashi et al.
(2006). Os shRNAs séo transcritos a partir do DNA gendmico e exportados ao citoplasma da célula
pela proteina exportina 5 (Exportin5). Sao processados pela enzima Dicer e incorporados ao sistema
enzimatico RISC (RNA-induced silencing complex). A seguir a fita passenger (na cor roxa) é
eliminada e a fita guide, representada em rosa, tera o papel de reconhecer a sequéncia-alvo de
RNAm (target mMRNA) e “guiar’ o complexo RISC a este alvo, que ser& 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.

OBJETIVOS

GERAL

- Desenvolver estratégia para silenciamento génico da enzima nNOS, visando a

terapéutica da apoptose neuronal.
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ESPECIFICOS

- Obter RNAs curtos em dupla fita (SIRNAs) capazes de silenciar os variantes de
splicing alfa, beta e gama da enzima nNOS;
- Avaliar a eficacia dos siRNAs na reducéo da apoptose de neuroblastomas causada

por neomicina.
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INTRODUCAO

O oOxido nitrico (NO) é molécula sinalizadora relevante e ubiquitaria, que
desempenha papel regulatério sobre diferentes processos fisioloégicos de mamiferos
(Thomas et al., 2008). Entre as varias funcBes reguladas por esse mensageiro
celular destacam-se a presséo arterial, a defesa imunitaria contra patdégenos, bem
como as funcbes neuronais de transmissédo sinaptica, plasticidade e memoria.
Trata-se de molécula gasosa, que € formada pela acdo de enzimas 6xido 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
(nNOS 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, é 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 as enzimas de sintese de
NO tenham papel importante nos eventos celulares que levam a morte neuronal e,
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consequentemente, na fisiopatologia de varios distarbios neurodegenerativos
(Conforti et al.,, 2007; Hara et al., 2007). No sentido terapéutico, a inibicdo
farmacoldgica da enzima NOS pode reverter eventos neurodegenerativos, mas essa
inibicdo acarreta sérios efeitos colaterais sobre o sistema cardiovascular e sobre a
resposta imunitéria (Torok, 2008; Silverman, 2009; Haitao et al., 2009; Yu et al.,
2011).

Recentemente foi descrita uma ferramenta capaz de inibir de forma especifica
a expressdao de genes de interesse. Trata-se da interferéncia de RNA (RNAI),
descoberta que revolucionou a pesquisa cientifica e projetou novas aplicacdes para
a terapéutica de doencas graves como o cancer e o Parkinson (Fire et al., 1998;
Gupta et al., 2004; Bushati & Cohem, 2007; Gonzales-Alegre & Paulson, 2007).

Com base no acima exposto, considera-se relevante o desenvolvimento de
estratégias — nesse caso baseadas em RNAI — para silenciar a expressédo da enzima
NNOS. Os dois produtos tecnoldgicos que sdo o objeto do atual estudo sao
inovadores e permitem duas estratégias de silenciamento de nNOS: o silenciamento
especifico da variante de splicing alfa e o silenciamento conjunto das variantes alfa,

beta e gama.

MATERIAL E METODOS

O atual estudo foi organizado em quatro etapas experimentais. Na primeira
etapa foi realizada a analise de bioinformatica para levantamento e analise das
sequéncias de nNOS e para identificacdo de sequéncias-alvo para RNAi. A
estratégia do presente estudo foi utilizar a sequéncia inteira da regido codante de
NNOS para identificagcdo destes alvos de RNAI. Caso houvesse mutacdes nestas
regides alvo, o alvo seria descartado. A etapa seguinte incluiu ensaios para
silenciamento de nNOS, realizando-se cultivo de neuroblastomas e transfeccéo das
células com siRNA sintéticos estruturados em lipossomas catidnicos. Na terceira
etapa avaliou-se o grau de silenciamento génico de nNOS, mediante extracdo de
RNA, transcricdo reversa e analise da expressao génica por PCR em tempo real.
Por fim, a quarta etapa verificou o efeito antiapoptoético dos siRNAs, a partir de testes
fenotipicos de viabilidade celular baseados em ensaios de MTT.
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Etapa | — Analise de bioinformética sobre sequéncias de nNOS e sobre alvos

para interferéncia de RNA

1.1 Analise de sequéncias nucleotidicas de nNOS

As informacBes 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, necesséaria para o desenho de silenciamentos exon-especificos. Também
foram analisadas outras sequéncias de nNOS, no sentido de se evitar o
direcionamento da RNAI sobre alvos situados em regifes de variabilidade. Os dois

passos dessa etapa foram:

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 seqiiéncias
genéticas do National Institutes of Health (NIH) / National Center for Biotechnology
Information (NCBI) disponivel no enderego eletronico
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. Utilizou-se informac¢des do projeto HUGO

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

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

b) Analise de variabilidade genética entre sequéncias de nNOS. Essa andlise 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 |l.

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

Varios meétodos foram descritos e disponibilizados para a identificacdo de
regibes do RNAmM de nNOS suscetiveis a interferéncia de RNA (Hajeri & Singh,
2009). O desempenho de diferentes metodologias foi recentemente avaliado de
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forma comparativa, mostrando que os algoritmos BIOPREDsi, ThermoComposition e
DSIR apresentam melhores predicbes para silenciamento génico (Matveeva et al.,
2007). Com base nesse estudo, optou-se por utilizar o algoritmo BIOPREDsi, que &

baseado em redes neuronais artificiais (Huesken et al., 2005).

1.3 Uso do algoritmo BIOPREDsi para selecao de alvos de interferéncia de RNA
sobre a enzima nNOS

@) algoritmo BIOPREDsI, disponivel no endereco

http://www.biopredsi.org/start.ntml, foi utilizado para identificagcdo de regifes-alvo

para RNAIi presentes na sequéncia codante do RNAmM de nNOS. Esse algoritmo
oferece resultados sobre dez loci para silenciamento génico, que correspondem a
sequéncias de 21 nucleotideos para a fita guide (antisense) e para a fita passenger
(sense), contendo o posicionamento na sequéncia de referéncia, o ranking e o
respectivo score. Para o0 atual projeto, optou-se por utilizar duas sequéncias como
alvos de silenciamento: 1. Sequéncia situada no exon 2, para silenciamento
especifico da isoforma alfa de nNOS, denominada de exon2_hnNOS e; 2.
Sequéncia de RNAI situada no exon 28, para silenciamento das trés isoformas de
nNOS, alfa, beta e gama, denominada de exon28 hnNOS. As sequéncias nao
serdo aqui apresentadas, pois sdo objeto de patenteamento para obtencdo de
propriedade intelectual. Foi utilizado o software BLAST (Basic Local Alinment Search
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 RNAi de nNOS com relacao a
outros genes depositados no GenBank. Caso as sequéncias dos alvos
exon2_hnNOS e exon28 hnNOS apresentassem similaridade com sequéncias de
outros genes, esses alvos seriam imediatamente descartados para evitar-se efeitos
de silenciamento 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 siRNA (Qiagen,
n°® 1027281, 20nmol).
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Etapa Il — Silenciamento de nNOS em neuroblastomas via interferéncia de RNA

2.1 Sintese quimica das sequéncias alvo para interferéncia de RNA

As sequéncias de siRNA exon2_hnNOS e exon28_ hnNOS foram sintetizadas
com estrutura de duplas fitas de 21 ribonucleotideos, pré-aneladas, na escala de 20
nmol/tubo (sintetizadas pela Qiagen). Os siRNA foram diluidos em um mililitro (mL)
de agua RNase free.

2.2 Cultura de células SH-SY5Y

O presente estudo utilizou cultivo de células da linhagem de neuroblastoma
humano SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™), 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 solugéo
antibiética/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 3x10° células, e o cultivo foi realizado em estufa de CO; a 5%,
umidade de 90%, a 37°C. As células foram obtidas por tripsinizacdo, utilizando-se
tripsina 0,05% e EDTA (Cat. No. 25300 — Gibco™), seguida de banhos com
Dulbecco’s Phosphate-pBuffered Saline (D-PBS — Gibco™, Cat. No. 21600-010).

2.3 Transfecgao de neuroblastomas em cultura com o siRNA exon2_hnNOS ou
com o siRNA exon28 hnNOS

Os testes de silenciamento de nNOS foram realizados em dois grupos
experimentais, um deles recebendo o siRNA exon2_hnNOS e o outro o siRNA
exon28 hnNOS. Cada siRNA foi inicialmente estruturado em lipossoma catibnico,
seguindo as orientacdes do fabricante (Lipofectamine 2000 Transfection Reagent,
Invitrogen). A metodologia de transfeccdo dos neuroblastomas em cultura foi
baseada em publicacées descritas por Zhao et al., 2008; Torchilin et al., 2005 e

Hughes et al., 2010. Foram testadas duas concentracdes de siRNA, 150 pmol e 300
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pmol. O grupo controle negativo foi transfectado com a sequéncia scramble (All-
Stars® negative control siRNA, Qiagen). A metodologia esta descrita no POP 44 do

anexo Il.

2.4 Obtencdo das células de neuroblastoma para posterior extracdo de RNA
Os cultivos celulares transfectados com o siRNA exon2_hnNOS ou com o
SiRNA exon28_hnNOS, nas concentragdes acima descritas, foram incubados por 24

horas. As células foram obtidas por tripsinizacdo, conforme POP 43.1 (Anexo II).

Etapa Ill = Quantificagao do silenciamento génico de nNOS

3.1 Extracado 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. No. 74134 — Qiagen), de acordo com recomendacées 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.

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
concentracbes de RNA e de proteina, que deve ser de 1,8 a 2,0 (Sambrook &
Russel, 2001).

3.3 Obtencao do cDNA

Para realizacdo do método de RT-gPCR descrito a seguir, foi inicialmente
realizada a transcricdo 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 reacao utilizou 250 ng RNA e foi realizada via
sistema de Oligo(dT)12.18 Primer (Cat. No. 18418-018, Invitrogen™), conforme POP
48 do Anexo Il. Como controle negativo, foi feita a reacdo de transcricdo reversa
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sem incluir o RNA. Esse controle permite detectar a eventual contaminagdo da
amostra com DNA gendmico, o que traria consequéncias ao RT-qPCR.

3.4 RT-gPCR

O presente estudo utilizou a técnica de PCR em tempo real quantitativo apés
transcricdo reversa - RT-gPCR (reverse transcription quantitative real time PCR)
para quantiticar o RNAm de nNOS nos neuroblastomas em estudo. Para realizacao

da técnica, foram seguidos 0s seguintes passos:

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

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

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

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para confirmacdo da identidade e
especificidade dos primers quanto ao alvo nNOS. Informa¢des 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 conteldo de

G e C, melting temperature (Tm), hairpins, self-dimers, hetero-dimers, entre outros.
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 préoxima 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 (nNNOS) utilizados para RT-
gPCR.

Sigla Sequéncia (5' - 3') Referéncia

NNOS_Agui Forward: 5" — GTGGAGGTGCTGGAGGAGTT - 3 Aguilera et al.;

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.idtdna.com/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

Sigla Sequéncia (5' - 3') Referéncia

Reverse: 5 — CGAGTGCGGTAGGAAACGAT — 3+ 2007

nNOS_Dotsch Forward: 5" — GGTGGAGATCAATATCGCGGTT -3 Dgtsch et al.; 2000
Reverse: 5 — CCGGCAGCGGTACTCATTCT - 3’

NNOS_human Forward: 5 - GAACTGGGAGACTGAGGTGGTTC -3 Gunningham et
Reverse: 5 — CTCAGTGCATCCCGTTTCCA -3 al.; 2007

* 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 é fundamental a inclusdo de genes
controle enddégenos (Tuzmen et al.,, 2007). Os critérios de selecdo dos genes
candidatos foram: (i) similaridade nas sequéncias nucleotidicas de todas as
amostras; (ii) resisténcia as condicfes experimentais, ou seja, a expressao deve
manter-se estavel independente do teste realizado; (iii) possibilidade de utilizacédo
nas mesmas condicdes de RT-gPCR utilizadas para o gene alvo (VanGuilder et al.,
2008). Neste sentido, optou-se por testar dois genes controle endégenos - hACTB e

GAPDH, utilizando-se os primers descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Primers para amplificacdo de genes controle enddgenos.

Alvos Sequéncia Referéncia

Forward: 5" — GACATCCGCAAAGACCTGTAGC — 3

hACTB ) . Nabissi et al., 2010
Reverse: 5~ GCCAGGGCAGTGATCTCCTTC - 3

Forward: 5~ CTCAGTGCATCCCGTTTCCA-3

GAPDH ) ; Dotsch et al., 2007
Reverse: 5'— GGACTGTGGTCATGAGTCCT -3

c) Método de RT-gPCR para guantificacdo do RNAmM 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 meétodo e para a sua utilizacdo especifica em ensaios com RNAI
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(Bustin, 2000; Tuzmen et al., 2007). O equipamento utilizado foi o termociclador
7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems).

A mistura de amplificacéo foi composta de: SYBR® Green mix, 5,0 pL; 2,0 pL
de cDNA obtido da diluicdo 1:10 do produto de transcricdo reversa de 250 ng de
RNA; 0,4 uL de cada primer a 10pmol/pL; agua milliQ autoclavada qg.s.p. 10pL. Os
ciclos de RT-gPCR foram: desnaturagao inicial a 95°C por 5min, seguida de 40
ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 95°C por 1min, anelamento e extensao a
60°C por 1min). Foram testados os primers nNOS_Agui, nNOS_Dotsch,
NNOS_human para quantificagcdo de nNOS. Para amplificacdo dos genes controle
endogenos foram utilizados os primers B-actina (hACTB) e GAPDH (gliceraldeido
fosfato desidrogenase). Com base nos testes de qPCR, foram selecionados os
primers nNOS_human para o gene alvo nNOS, bem como hACTB e GAPDH para os
genes controles enddgenos.

d) Quantificacdo relativa do silenciamento génico

O nivel de silenciamento génico foi determinado pelo método de quantificacao

relativa (2"24¢7

), que representa quantas vezes a expressao génica do RNAm alvo foi
reduzida no grupo tratado em relagéo ao grupo controle (Livak & Schmittgen, 2001;
Tuzmen et al., 2007). Assim, ira expressar a reducao nos niveis de RNAm de nNOS
obtida no grupo tratado com siRNAs (neuroblastomas transfectados com os siRNAs
exon2_hnNOS e exon28 hnNOS) quando comparado com o grupo controle negativo
ou scramble (neuroblastomas transfectados com a sequéncia scramble All-Stars®

negative control).

Etapa IV — Efeito dos siRNA sobre a apoptose de neuroblastomas induzida por

neomicina

Os efeitos fenotipicos dos siRNAs sobre a apoptose de neuroblastomas foram
determinados por ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT, conforme sera
descrito abaixo. Inicialmente, os neuroblastomas foram distribuidos em placas de 96
pocos, na densidade de 4x10* células por poco contendo 200 pL de meio DMEM,
em triplicata, sendo mantidos por 24h em estufa de CO, a 37° C. Para avaliar os
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efeitos dos siRNA de acordo com o tempo de leséo, dois ensaios foram conduzidos.
No primeiro ensaio denominado tratamento I, a lesdo e o tratamento com SiRNA
foram realizados simultaneamente. Para tanto, neuroblastomas foram lesados com
neomicina na concentracdo de 300ug/mL e tratados imediatamente apos com 150
pmols de cada siRNA por 4h (estufa de CO, a 37° C), exon2_hnNOS,
exon28 hnNOS e controle negativo scramble. No segundo ensaio (tratamento 1l), a
administracdo do siRNA foi realizado 24h apos a lesdo. Assim, neuroblastomas
foram incubados com o0 agente apoptético neomicina ha mesma concentracdo (300
pHg/mL) por 24h e em seguida tratados com 150 pmoles de cada um dos mesmos
SiRNA durante 4h (estufa de CO, a 37° C).

Para determinacdo da viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de MTT
(brometo  3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium;  Invitrogen),  conforme
orientagbes do fabricante. Tal método baseia-se na avaliagdo da atividade
mitocondrial. Neste caso, a metabolizacdo do MTT por enzimas desidrogenases
resulta em produto de coloracdo roxa denominado formazan; a intensidade dessa
coloracéo indica o grau de viabilidade celular (Vistica et al., 1991). Assim, adicionou-
se 15 pL de solucédo de 5 mg/mL de MTT diluido em 135 uL 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
verificacdo da densidade éptica (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 O6ptica dos controles negativos -
células previamente incubadas e sem tratamento com RNAIi, hos mesmos tempos

dos experimentos | e .

RESULTADOS

O atual projeto desenvolveu metodologia para silenciamento génico da
enzima nNOS, baseado em interferéncia de RNA. Foram identificados alvos e
testados dois siRNAs para silenciamento génico da enzima, um deles direcionado ao
exon 2 e 0 outro ao exon 28. A sequéncia de resultados experimentais que levou a

obtencado destes produtos esté apresentada a seguir.
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1.1 Resultados de bioinformética

O resultado da consulta 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 codigo 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 codigo NM_000620.4 e pelo Gene ID: 4842.

@] 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) é a CCDS41842.1. Esta sequéncia CCDS41842.1 foi utilizada na
selecdo dos alvos para interferéncia de RNA, conforme ser& 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 cédon de inicio da
traducdo (metionina, ATG) situado no exon 2 da isoforma alfa. As isoformas de
NNOS com seus respectivos cbédons de iniciagdo serdo caracterizadas

posteriormente.

Exon 2 ATGGAGGATCACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCG
CAAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAGTAAGCCGCCCGTGATCATCTCTG
ACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATCATTCTTGCGGTC
AACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTACTCAGAGGCATTGCCTCTGA
GACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTCACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAG
GTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACACAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTG
TCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAAGAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGG
GCCTCAGCATGCCTACGATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCA
GGCCCCCAGGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAAC
AATGAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTCAAGGG
AGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAG

Exon 3 AGATTTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAATGACC
TATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAGCAG
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Exon4 CCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCACGCTTCCTCAA
GGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTTAAGAGCACATTG

Exon 5 GAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCTTCTCAGCATGCAAGGAGGCC
TGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCCAAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCAT
CAATTAAAAG

Exon 6 ATTTGGCTCCAAAGCCCACATGGAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTT
ACCAGCTCAAGGACACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTG
GGCAGGATCCAGTGGTCCAAGCTGCAG

Exon 7 GTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATGTTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTA
TGCCACCAACAAAGGGAACCTCAG

Exon 8 GTCTGCCATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAGC
TCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAATGTGCAGTTC
ACAGAG

Exon 9 ATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGATGTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGC
CAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCAGAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACC
CcCaa

Exon 10 GTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGGCTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAG
AGATTGGCGGCCTGGAGTTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTC
CGCGACTACTGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAG

Exon 11 GAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATGAGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGT
GGAGATCAATATCGCGGTTCTCTATAGCTTCCAG

Exon 12 AGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTCATTAAGCACATGGAGAATGA
GTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGGATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCA
CCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTACCGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAG

Exon 13 CCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGCACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGG
CTTCAAGAAGCTAGCAGA

Exon 14 AGCTGTCAAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTCT
ATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAACACGCCTTT
GATGCCAAG

Exon 15 GTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACATGAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAG
CACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGGGAG

Exon 16 AAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGGAA

Exon 17 GAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCAGGCGATGGGC
CCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAG

Exon 18 GTTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCTGTGGACA
CCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGATGAGCTCTGTGGGCAG
GAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAG

Exon 19 GCAGCCTGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATCAG
CAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCAGAACTCACAC
AAG

Exon 20 GTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTTAGCCGTCAAAACCTCCAGAGC
CCTAAATCCAG

Exon 21 TCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCACACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACC
ACCTGGGTGTCTTCCCTGGCAACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCG
CCGCCTGTCAACCAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAG

Exon 22 GTGTCATCAGTAACTGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTAC
TACCTGGACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGCGA
GAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAG

Exon 23 GGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGGAAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTT
CCCATCTATCCAGATGCCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATT
CCATCAGCTCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC
ACTCGAG

Exon 24 ATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATACAGGCTGACGAACTG
GTCCCCTGTTTCGTGAGAGG

Exon 25 AGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGGAACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCA
TTGCCCCTTTCCGAAGCTTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAG

Exon 26 GAATGAACCCCTGCCCCATGGTCCTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGG
GAAGAGACCCTGCAGGCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCC
AGACAAACCAAAG
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Exon 27 AAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCCCTGAAGGAGCAAGG
GGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTCCTCAAAGCCATCCAGCGCATCA
TGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGCGTATTCATCAGCCGGATGAGG

Exon 28 GATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACCCTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCT
TAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAGAGCAAAAAAGACACCGATGA

Exon 29 GGTTTTCAGCTCCTAA

Figura 3. Exons e respectivos nucleotideos da regido codante da seqiiéncia de referéncia
CCDS41482.1.

Essa sequéncia codante de nNOS apresenta 4305 nucleotideos que sé&o
traduzidos em uma proteina de 1434 aminodacidos.

A analise de similaridade genética entre sequéncias representativas de nNOS
citadas acima foi realizada pelo algoritmo de alinhamento de sequéncias mdultiplas
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e esta apresentada no anexo Il.

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

1.2 Resultados de extracdo de RNA, transcricao reversa e primers

Todas as etapas de cultivo celular e transfeccdo foram devidamente
padronizadas, possibilitando condicdes adequadas para os testes de silenciamento
génico de nNOS em neuroblastomas.

A extracdo do RNA total dos neuroblastomas via kits comerciais apresentou
bom rendimento, obtendo-se concentracbes préximas de 50 ng/uL. Essa
concentragéo possibilitou iniciar a transcrigédo reversa com quantidade satisfatoria de
RNA, ou seja, 250 ng. Conforme apresentado na figura 3, 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 degradacgéo 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 cultivos celulares.

A transcricdo reversa (RT) via oligo(dT) também foi bem sucedida. Os
controles negativos desta etapa - transcrices reversas realizadas sem a enzima
transcriptase reversa, mostraram resultados de amplificacdo tardios, indicando que
essas amostras ndo continham quantidade de DNA gendmico suficiente para afetar
os resultados de gPCR.

Quanto aos primers para amplificacdo de nNOS e dos genes endégenos no
método de gPCR, todos apresentaram resultados de amplificacdo positivos. Porém,
os primers nNOS_human, hACTB e GAPDH apresentaram menores valores de CT e
maior reprodutibilidade inter-ensaios, razdo pela qual foram selecionados para esse

estudo.

1.3 Resultados de silenciamento génico de nNOS

Os siRNAs exon2_hnNOS e exon28_hnNOS causaram silenciamento génico
da enzima nNOS, em ambas as concentracdes testadas - 150 pmol e 300 pmol.
Esse resultado foi determinado por gPCR e expresso na forma de quantificacdo
relativa.

Os resultados foram organizados de acordo com as doses e estruturas de
SiRNA, e normalizados pelo controle negativo scramble (Figuras 4, 5, 6 e 7). Os

dados mostram que as estruturas em teste causam aceleracdo da taxa de
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decaimento do RNAmM de nNOS, no intervalo de 0,6 a 0,8 vezes o valor do controle
negativo. Ou seja, foi possivel reduzir para até 60% a quantidade do RNAm desta

enzima via interferéncia de RNA.

Quantificacao relativa da expressao de nNOS

1,2

0,8

Contetddo de RNAmM
\-D
(=)}
|

0,4 -
0,2
0 - T
Scramble exon2_hnNOS (150 pmol)
Alvo de RNAI

Figura 5. Reducdo do conteddo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de
neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 150 pmol do siRNA
estruturado em lipossoma catiénico. O conteddo de RNAm foi normalizado em relacdo ao controle
negativo scramble. O nivel de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso
pelo método da quantificacéo relativa (2”*2°"). Scramble All-Stars® negative control siRNA (Qiagen);
exon2_hNOS - siRNA sintético em dupla fita, direcionado a sequéncia do RNAm de nNOS codificada

pelo exon 2.
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Quantificacao relativa da expressao de nNOS

1,2
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Scramble exon28_hnNOS (150 pmol)
Alvo de RNAI

Contetdo de RNAmM

Figura 6. Reducdo do conteddo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de
neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 150 pmol do siRNA
estruturado em lipossoma catiénico. O conteddo de RNAm foi normalizado em relacdo ao controle
negativo scramble. O nivel de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso
pelo método da quantificacdo relativa (2”*2°"T). Scramble All-Stars® negative control siRNA (Qiagen);
exon28 hNOS - siRNA sintético em dupla fita, direcionado a sequéncia do RNAm de nNOS

codificada pelo exon 28.

Quantificacao relativa da expressao de nNOS
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Scramble exon2_hnNOS (300 pmol)
Alvo de RNAI

Figura 7. Reducdo do contetdo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de
neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 300 pmol do siRNA
estruturado em lipossoma catiénico. O conteddo de RNAm foi normalizado em relacdo ao controle
negativo scramble. O nivel de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso
pelo método da quantificacéo relativa (Z'MCT). Scramble All-Stars® negative control siRNA (Qiagen);
exon2_hNOS - siRNA sintético em dupla fita, direcionado a sequéncia do RNAmM de nNOS codificada

pelo exon 2.
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Quantificacao relativa da expressao de nNOS
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Figura 8. Reducdo do conteddo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de
neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 300 pmol do siRNA
estruturado em lipossoma catiénico. O conteddo de RNAm foi normalizado em relacdo ao controle
negativo scramble. O nivel de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso
pelo método da quantificacéo relativa (2”*2°T). Scramble All-Stars® negative control siRNA (Qiagen);
exon28 hNOS - siRNA sintético em dupla fita, direcionado a sequéncia do RNAm de nNOS

codificada pelo exon 28.

1.4 Efeitos dos siRNA sobre a apoptose de neuroblastomas induzida por
neomicina

De acordo com os resultados descritos no item anterior, as estruturas de
SiRNA exon2_hnNOS e exon28 hnNOS promoveram decaimento dos niveis de
RNAm de nNOS para valores de até 60% e 80% dos niveis do controle negativo. O
presente ensaio foi realizado para verificar se este silenciamento génico seria capaz
de produzir efeitos fenotipicos, ou seja, reducdo da apoptose de neuroblastomas
lesados com neomicina. Nesse sentido, os dois ensaios de MTT realizados
mostraram que os siRNAs promovem reducdo da apoptose celular. O valor maximo
de queda na apoptose celular foi de 28,7%, variando de acordo com o SiRNA
utilizado (exon2_hnNOS ou exon28 hnNOS) e com o ponto temporal do tratamento,

imediatamente apds a lesdo ou 24h apds a lesédo (Tabela 3) .
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Tabela 3. Ensaio de MTT para determinacdo da viabilidade de neuroblastomas
lesados com neomicina e tratados com siRNA.

SiRNA Tratamento I* Tratamento I1**

Viabilidade celular (%) Viabilidade celular (%)

Exon2_hnNOS 14,8% 7,8%
Exon28 hnNOS 5,9% 28,7%
Scramble -15,8% -5,2%

*Neuroblastomas lesados com neomicina e tratados com siRNA imediatamente apos
a leséo.

**Neuroblastomas lesados com neomicina e tratados com siRNA 24h apéds a leséo.

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou a eficacia de duas estruturas de RNA interferente
curto e em dupla fita — aqui denominadas de exon2_hnNOS e exon28 hnNOS para
silenciamento génico da enzima NO sintase neuronal - nNOS. O efeito silenciador
ocorreu em ambos os alvos, um deles situado no exon 2 e o0 outro no exon 28, e foi
identificado nas duas concentracdes de RNAI testadas, 150 pmol e 300 pmol. Em
termos de nivel de silenciamento, o conteddo de RNAmM de nNOS no grupo tratado
foi reduzido para até 60% daquele observado no grupo controle.

O NO e a sua enzima nNOS tém sido intensamente investigados sob dois
paradigmas essencialmente importantes na neurociéncia — aquele mais cientifico,
gue investiga a fisiopatologia dos distlurbios neurodegenerativos, e o0 outro mais
tecnolégico e pragmatico, que trata do desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. Considerando que o atual projeto buscou silenciar a expresséao de
NNOS em células neuronais, ambos os paradigmas sao relevantes e constituem-se
nos eixos tematicos da presente discussao.

O NO tem participagao relevante na patogénese de varias doencgas, atuando

como radical livre altamente reativo. Trata-se do melhor exemplo de mensageiro
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intracelular que apresenta propriedades tanto citotoxicas quanto citoprotetoras,
aspecto que tem impulsionado pesquisas para melhor elucidar o seu papel no
processo saude-doenca (Heales et al., 1999; Domenico, 2004). Neste sentido, ha
evidéncias de que as enzimas de sintese de NO — NOS, participem dos eventos
celulares que levam a morte neuronal e, consequentemente, da fisiopatologia das
doencas neurodegenerativas (Conforti et al., 2007; Hara et al., 2007). Quanto ao
objeto do atual estudo — a enzima nNOS, varios estudos mostram que sua
expressdo estd aumentada em distirbios neurologicos, tais como o acidente
vascular cerebral, Parkinson, Alzheimer e esclerose amiotréfica lateral (Hunot et al.,
1996; Love, 1999; Simic et al.,, 2000; Catania et al., 2001). A regulacdo da
transcricdo do gene de nNOS é altamente complexa, havendo promotores situados
na regido nao traduzida (UTR) do exon 2 com sitios de ligacdo para CREB (CAMP
response element-binding protein) e AP1 (activator protein 1). Esses fatores de
transcricdo CREB / AP1 que regulam a expressdo de nNOS podem ser ativados por
varias moléculas, incluindo db-cAMP (dibutiril-cAMP), bFGF (basic fibroblast growth
fator), acido valproico, entre outros (Bros et al., 2007; Luo & Zhu, 2011). Na medida
em gue os SiRNA exon2_hnNOS e exon28 hnNOS obtidos no presente estudo
mostraram capacidade de silenciar a enzima nNOS, poderdo contribuir para novas
investigacdes sobre a participacdo dessa enzima na fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas, distinguindo papéis entre a isoforma alfa e o conjunto das
demais isoformas.

Diante do fato de que as enzimas NOS participam da patogénese da morte
neuronal, varios estudos foram realizados para avaliar se inibidores farmacoldgicos
teriam efeito neuroprotetor. O inibidor da enzima nNOS NG-nitro-l-arginine (L-
NOARG), por exemplo, foi capaz de reverter eventos neurodegenerativos induzidos
pela inje¢édo intra-estriatal da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6—OHDA) em ratos
(Gomes et al., 2008). A grande desvantagem de inibidores ndo-seletivos de NOS (L-
NOARG, N-nitro-L-arginina metil ester - L-NAME) é o risco de causarem efeitos
colaterais graves. Destaca-se aqui o0 aumento da presséo arterial e a elevacdo da
resisténcia vascular periférica, acompanhados das respectivas consequéncias
funcionais e estruturais do quadro hipertensivo (Toérok, 2008). Nesse sentido, foi
dada grande atencado para a busca de inibidores seletivos da isoforma neuronal da

enzima - nNOS, que assim teriam efeito protetor contra a degeneracdo de células
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nervosas, sem causar efeitos hipertensivos — devido a inibicdo de eNOS, ou
problemas sobre o sistema imune — devido a inibicdo de iINOS (Haitao et al., 2009;
Yu et al., 2011). Apesar da vantagem de apresentarem menores efeitos colaterais,
alguns compostos seletivos para nNOS sdo altamente polares, o que dificulta a
penetracdo na barreira hemato-encefalica e, consequentemente, limita o seu
emprego no tratamento de distlrbios do sistema nervoso central (Silverman, 2009).
Cabe ainda ressaltar que esses farmacos sao inibidores de nNOS, ou seja, a
inibicdo enzimatica afetara os trés variantes de splicing da enzima, que podem ter
papéis diferenciados no desenvolvimento do processo neurodegenerativo. Nesse
sentido, o atual estudo apresenta a possibilidade de silenciamento especifico do
variante de splicing alfa de nNOS, via o siRNA exon2_hnNOS, sem afetar os demais
variantes que estdo dispersos no citoplasma celular e podem ter papéis relevantes
para a biologia da célula nervosa.

O silenciamento génico mediado por interferéncia de RNA (RNAI) tem
impulsionado novas descobertas sobre a funcdo de genes de interesse, trazendo
assim contribuicdo significativa para a ciéncia e o desenvolvimento tecnoldgico no
campo das ciéncias bioldgicas e da saude (Fire et al., 1998; Gupta et al., 2004;
Bushati & Cohem, 2007; Gonzales-Alegre & Paulson, 2007). Nao h& consenso sobre
0 mecanismo de acao que resulta em RNAI, mas sabe-se que: 1. O evento ocorre
em nivel pés-transcricional no citoplasma da célula; 2. Depende do pareamento de
bases entre a fita guide do RNA interferente e a sequéncia complementar do RNAmM
alvo e; 3. Ha participacéo de sistemas enzimaticos especificos, em particular o RNA-
induced silencing complex - RISC (Meister & Tuschl, 2004; Zimmerman et al., 2006;
Carthew & Sontheimer, 2009; Jinek & Doudna, 2009). Nesse sentido, estudos
prévios utilizaram a metodologia de RNAi para silenciamento de nNOS. O
silenciamento génico de nNOS em areas cerebrais ja foi realizado utilizando-se
vetores regulaveis e microRNAs (Liu et al., 2010). Outro estudo utilizou vetores
lentivirais para silenciamento de nNOS em areas cerebrais do rato, direcionados ao
exon 10 da enzima (Mahairaki et al., 2009). Até onde o nosso conhecimento alcanca,
0s resultados aqui apresentados sdo totalmente inéditos, ou seja, trata-se da
primeira descricéo de silenciamento génico de nNOS via siRNA sintéticos em células
de neuroblastomas. Nossos resultados mostram que os efeitos variam em funcao do

alvo silenciado pelos siRNAs exon2_hnNOS e exon28 hnNOS, respectivamente
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presentes nos exons 2 e 28. Também foi observada diferenca no silenciamento
quanto as concentracfes de siRNA utilizadas, 150 e 300 pmol. Esse tipo de variacdo
de resultados ja foi descrito em publicacdes anteriores, a exemplo do silenciamento
do canal de potassio dependente de voltagem Eagl (Weber et al., 2006).

Apoptose neuronal € caminho comum para a morte de neurdnios em diversas
doencas neurodegenerativas, havendo consenso quanto a participacdo do o6xido
nitrico neste fendmeno celular. A sequéncia de eventos que culmina na apoptose
inicia-se com a ativacdo do receptor de NMDA, o que desencadeia aumento do
calcio intracelular. O calcio leva a ativacdo da nNOS situada em sua proximidade,
com consequente sintese de NO. NO atua como mensageiro intracelular, ativa a
guanilato ciclase e participa de vias de transducdo de sinais que envolvem
guanosina monofosfato ciclica (GMPc). Além disto, NO liga-se a citocromo c
oxidase, sendo capaz de inibir a respiracdo celular, e também levar a liberacéo de
anions peréxido da cadeia respiratdria mitocondrial (Moncada & Bolafios, 2006; Luo
& Zhu, 2011). Portanto, o silenciamento de nNOS passa a ter impacto significativo
sobre o controle da apoptose neuronal, o que motivou a realizacdo do atual estudo.
Entre as contribuicbes mais relevantes do atual trabalho esta a descoberta do efeito
antiapoptotico dos siRNAs exon2_hnNOS e exon28 hnNOS. Nossos resultados
mostram que é possivel reduzir a apoptose neuronal em até 28,7% mediante o uso
desta metodologia, e que a morte neuronal pode ser atenuada pelos siRNA quando
administrados no momento da lesédo ou, também, 24h apds a sua ocorréncia.

Ainda sobre a tematica da morte neuronal, estudo anterior verificou aumento
da expresséao das trés isoformas da enzima NO sintase — nNOS, eNOS e iNOS, em
células neuronais do sistema nervoso central de ratos apds lesdo com a neurotoxina
acido quinolinico, a qual ativa o receptor de NMDA (Aguilera et al., 2007). Esse
mesmo estudo mostrou que as curvas temporais de expressao génica variam de
acordo com a isoforma (NNOS, eNOS ou INOS), o que pode indicar papéis
diferenciados no desenvolvimento da degeneragcdo nervosa. Especificamente
guanto a enzima nNOS, quatro principais variantes de splicing funcionais ja foram
descritos — nNOS-a, nNOS-B, nNOS-y e nNOS-u. Evidéncias indicam que ha
diferencas na atividade destes variantes, em funcdo de sua localizagdo nos
compartimentos da célula neuronal. O aspecto mais significativo refere-se a

presenca do exon 2 na variante alfa. Esse exon codifica o0 dominio PDZ, que ancora
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a nNOS-a em regido da membrana plasmatica neuronal proxima ao receptor de
NMDA (4cido N-metil D aspértico). Conforme citado, trata-se de receptor acoplado a
canal de célcio e ativado por aminoacidos excitatorios. O influxo de calcio atravées
deste receptor causa rapida ativacdo da isoforma alfa de nNOS situada na sua
proximidade, e consequente formacgdo de Oxido nitrico. Os demais variantes de
splicing - nNOS-B e nNOS-y ndo contém o exon 2 que codifica este dominio de
ancoragem, permanecendo assim livres no citoplasma celular (Alderton, 2001; Kavia
et al., 2006). Essa caracteristica funcional da ativacdo da isoforma alfa, dependente
do receptor de NMDA, pode estar relacionada com as diferencas de efeitos
observadas entre os siRNA exon2_hnNOS e exon28 hnNOS nos dois tratamentos,
imediatamente apos a lesdo ou 24h apos esse evento. O siRNA exon2_hnNOS, que
silencia apenas a isoforma alfa, apresentou maior efeito antiapoptético quando
administrado imediatamente apos a lesdo (14,8%). Ja a estrutura exon28 hnNOS,
que silencia as trés isoformas de nNOS, alfa, beta e gama, foi a mais eficaz quando

administrada 24h apoés a leséo, reduzindo a morte neuronal em 28,7%.

CONCLUSOES

Concluindo, o presente estudo obteve e testou duas sequéncias de siRNA em
dupla fita, que mostraram capacidade de silenciar a enzima nNOS e de reverter a
apoptose de neuroblastomas induzida por neomicina. Esse resultado vincula a
expressdo da enzima nNOS com o fenbmeno da neurodegeneracdo e apresenta,
além disso, uma nova ferramenta com potencial terapéutico, focada em
silenciamento génico via siRNAs. Projetos futuros poderédo clarificar as vias de
apoptose que foram comprometidas apés o silenciamento de nNOS e, no sentido
tecnologico, avancar nos testes em modelos animais de doencgas
neurodegenerativas. Esses ensaios permitirdo determinar se os efeitos anti-
apoptéticos ocorrem também in vivo e se o0s siRNAs apresentam algum efeito

indesejado sobre o sistema nervoso ou sobre a resposta imune dos animais.
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CAPITULO 1l

CONSIDERACOES FINAIS

O uso das estruturas de siRNA exon2_hnNOS e exon28 hnNOS possibilitou
o silenciamento génico da enzima NO sintase neuronal em neuroblastomas. Estas
mesmas estruturas mostraram efeitos anti-apoptoticos em neuroblastomas lesados
com neomicina. Considerando-se que o silenciamento da enzima nNOS reduziu a
apoptose neuronal, infere-se que a via nitrérgica participa da cascata de eventos que
culmina com a morte neuronal.

Os resultados do presente estudo evidenciam o grande potencial da utilizacéao
da interferéncia de RNA para investigacdes sobre a biologia da célula neuronal e
sobre a patogénese de doencas neurodegenerativas. Estudos posteriores poderéo
elucidar quais vias de apoptose celular foram afetadas pelo silenciamento da enzima
NNOS. Por fim, os resultados aqui obtidos abrem caminhos para novos testes em
modelos de doencas neurodegenerativas, estimulando o desenvolvimento de
produtos biotecnoldgicos inovadores e com potencial de mercado, baseados em
interferéncia de RNA sobre alvos da via nitrérgica.
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851.  Silencing the Expression of the alpha
Isoform of the Neuronal Nitric Oxide Synthase
Enzyme (nNOS) in Neuroblastoma Cells by

Synthetic Double-Stranded siRNA

Linus Q. Pereira,’ Luciana M. Kliippel.' Nadia R. Ferreira,”
Simoneide S. Silva,” Luis Pardo.* Walter Stihmer,” Elaine Del
Bel.” Ricardo Titze-de-Almeida.'

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

of Brasifia - UnB, Brasilia, Distrito Federal, Brazil: “Lab.
Neurofisiologia e Biologia Motecular, Dept. Morfologia
Estomatologia e Fisiologia, FORP, University of Sao Paulo - USP,
Ribeirao Preto, Sao Panlo, Brazil; “Molecular Biology of Newronal
Signals, Max-Planck-Institute for Experimental Medicine,
Giittingen, Germany.

The nNOS enzyme is expressed in brain arcas submitted to
injury. and its pharmacological blacking can decrease the neurotoxic
effects of 6-OHDA on dopaminergic neurons. The enzyme has
three main splicing variants isoforms - alfa, beta, and gama,
which may have distinct roles in neurodegenerative discases. We
described here an RNAI protocol designed to silence specifically
the nNOS alfa. This isoform is structurally coupled 10 the NMDA
receptor through a domain coded by the exon 2. Firstly. we used an
artificial neuronal network algorithm to identify potential targets
for RNAI present only in exon 2. The synthetic siRNA duplexes
with 21 nucleotides 1argeted to this sequence (exon2 nNOS) were
synthetized by Qiagen. In our study. we transfected neurohlastoma
cells (ATCC SH-SY5Y) with 130 pmol of this exon2 nNOS siRNA
mixed with Lipofectamine® (Invitrogen). The negative control
sequence was the commercial scramble All-Star[® (Qiagen). The
cell culture media used in this study were Optimen® and DMEM®
(Gibeo), for the first 6 h and for the remaining 24 h of incubation,
respectively. We used commercial kits for RNA extraction (RNeasy
Plus MiniKit®, Qiagen) and reverse transcription {SuperScript™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR. Invitrogen). The
relative expression (27*") of nNOS was determined by quantitative
real-time PCR with SYBR Green® {Applied Biosystem 7500 Fast
Real-Time PCR System), The forward and reverse primers for
nNOS were 5" - GAACTGGGAGACTGAGGTGGTTC —- 3 and 3°
-~ CTCAGTGCATCCCGTTTCCA - 3°. For the housekeeping gence
GAPDH, weusedthe primers 3'—~CAACTACATGGTTTACATGTTCC
=37 and 3" GGACTGTGGTCATGAGTCCT - 3%, The PCR mixture
contained the following reagents: SYBR Green mix 5.0 ul.. cDNA
500 ng, 0.8 pL of each primer 10 pM/pl., MilliQ water up to 10 L.
The qPCR conditions were: initial denaturation step at 95 “C for 5
min. followed by 40 cycles of amplification (95 °C for | min. 60 °C
for | min), Each sample run in triplicate wells in the same plate, The
sIRNA targeted to the nNOS alfa splicing variant produced a marked
decrease on nNOS expression. The relative expression of nNOS in the
treated group was 0.134 fold in comparison to the negative control.
In conclusion, we report here an accurate method to silence the alfa
splicing variant isoform of nNOS by using a syntethic double-stranded
RNA. Our data encourage the use of RNAI protocols for silencing
effects on enzyme isoforms, with the aim to study their roles in brain
diseases or to highlight new strategies for gene therapy.

Stem Cell Therapies ITI

852. Similarities between Cancer Stem Cells

and Induced Pluripotent Stem Cells

Ruan van Rensburg,’ Robert Strauss.' Ines Beyer.' Oleg
Denisenko.? Karol Bomsztyk,” Andre Licher.’

'"Division of Medical Geneties, University of Washingion, Seattie,
WA: "UW Medicine Lake Union, University of Washingion, Seatrle
WA,

It is now generally accepted that relapse and chemotherap:
resistance of cancer involves subpopulation(s) of cancer cells witl
stem cell feature (cancer stem cells - CSC). In our studies of ovaria
cancer biopsies we have identified subpopulations of cells that are i
a transitory E/M hybrid stage, i.e. cells that simultaneously expres:
epithelial and mesenchymal markers, Based on the diflerences in thy
levels and cellular localization of the markers E-cadherin, CD133
Tie2 and CD44, we were able to isolate a cell fraction from ovariar
cancer biopsies that is highly enriched for tumor-forming cells anc
that displays features which are generally associated with cance
stem cells. This fraction undergoes a mesenchymal-to-epithelia
transition (MET) during tumor formation upon transplantation intc
immunodeficient mice, ie. it differentiates into epithelial tumo
cells that form the bulk of the tumor. MET was also triggerec
when primary ovarian cancer cultures were exposed to cisplatin
and resistant cells had a CSC phenotype. On the other hand, MET
initiates and is required for the nuclear reprogramming of fibroblasts
into induced pluripotent stem (iPS) cells. Similaritics between iP8
cells and CSC are supported by our confocal immunofluorescent
microscopy analyses. Both cell types were in an E/M hybrid stage,
¢.g. expressed the epithelial marker E-cadherin and the mesenchymal
marker N-cadherin. Undifferentiated iPS cells (positive for the
stem cell antigen Tra-1-160) and CSC displayed characteristic
cytoplasmic punctuated staining for E-cadherin, In contrast. epithelial
cells derived from these undifferentiated iPS and CSC contained
membrane localized E-cadherin as a part of intercellular junctions. A
key gene in the regulation of MET is E-cadherin. We therefore plan
to study the epigenetic regulation of the E-cadherin promoter during
1) fibroblast reprogramming (fibroblasts belore and after infection
with lentivirus vectors expressing Octd, KIf4, Sox2. and ¢-Myc).
£i) wmor formation (primary ovarian cancer cells before and after
transplantation), and #ii) during acquirement of cisplatin resistance
(primary ovarian cancer cells before and after cisplatin treatment).
As noted above, all three processes involve MET. Toward this goal,
we have performed matrix chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assays on six iPS cells lines derived from different sources to study the
occupancy of the E-cadherin promoter by marks for open and closed
chromatin. As expected, we found a closed chromatin configuration
in stable iPS cell lines. However, there were significant differences
in the chromatin structure of the E-cadherin promoter in different iPS
cell lines and we are currently studying whether this correlates with
their level of pluripotency, as measured by the ability for secondary
hematopoietic differentiation. A better understanding of how CSC
form and are maintained during wmor growth and under genotoxie
stress can reveal new targets for cancer therapy, which has to be
directed towards CSC.
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Anexo Il

I. POP 43.1 — Procedimentos para Manutencéo Celular — Plagueamento

Procedimentos para Manutengao Celular - “oF
Plaqueamento 431

Lab. d= Tecmclogias para Terapia Genica

112

Uisuario: . Daka: i i

MATERIAIS

- @ W W

Fakcon FmL

Msio de culura (especico para cada fipo celular]
OPES
TrpsinaEDTA 0U05% ou 0,25%
Algecl 0%

iZamafas de culivg caular
Luvas

Sipetas

Ponteiras: p200 e pi0oo0
=ppendorts

AZul Tripan

Camara e Meutauer

PROCEDIMENTOS

Dasinfacgao geral _

Uize aloool T4 para impeza de plasticos, gamaias, Auxo laminar, luvas, bancadas
Descarts domeio de cuffura antigo

Transfra para um Faicon e resenve

Lavagem

Bdigione 3.0/mL (40 cmd) ou 10 mL (7o) DPES & misiuse

Trarefra o DPES para o Falcon contendo o meis de culura

Tripginizagdo

Agicione X mL de Trpsing na gamass contende o culivg & misiune

rcube & 37EC por 3 min.

Cbserve em MCNOSCoDe 3 HDEragan celuar, bata Evements na gamaia se necessars
Trarefra o conieudo do Falon para a garada e misiue

Transfra novaments o conteddo para o Falcon para centrfugagds —use 1200 RPM por 3 min
Diescare o sobrenadane

Dilua ¢ pelet em 1,0mL DOBS & mesture, wse o vorlex S& RECESSaNG

Cortagsm calular

misture 30 uL de DPBS contendo a3 cadas com S0 UL AZUTripan, use O Vortex.

Comentaros:

Trpsinizagao: 2.0 miL Tripsing [0.05%) para células de glomas e neurcbiasiomas, 1,0 mL para celutas HEK.

1,0 mL Trpsing (0,25%) para céluas de giomas e newrcbiastomas, 0,5 mL para células HEK
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Procedimentos para Manutengao Celular - _oF

Plaqueamento 43.1
Lab. de Tecrodogias para Terapia Genica

12
- Presnchia a Camara de Neubsuer com 10 ul
- Come 0 1otal de celias nas 4 Quadranies e use a formidar ok 4 W

4
- O resuliado ndica 3 quaniidade de caulas am 1ml
*  Paqueamanta
- Emuma nova gamrata adicions 5 0mlL de meo ge culura novo para garatas oer 25 om® ou 20 miL
pera garaias de 75 om?

- Adidone 50— 100 pL te DEES confendo celuas B misine
- Obsene am um MICHsoRo
- Iube @ 3TN0 B 5% 0e 00y
* Armazenamento
- Canirifugus o resio da solugao d2 DPES conlends as celuias
-  Descare o sobrenadame
- Ermazers opelieta-200 L

FIM.

Comentaros:

Trpsinizagac: 2,0 miL Tripsina (0,05%] para celulas de giomas e neurcblasiomas, 1,0 mL para celuias HEK.
1,0 mL Tripsina (0,25%) para ceulas dz giomas e newrsblastomas, 0,5 mL para caldas HEK
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ii. POP 43.2 — Procedimentos para Manutencao Celular — Troca de Meio de Cultura

Procedimentos para Manutengao Celular - Troca
do Meio de Cultura

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

POP

43.2

Usuario: . Data: !
MATERIAIS

+ lMeio de cultura ( especifico para cada célula)

+ Pipstas

+ |luvas

+ Ponteiras: p 1000

»  Alcool 70%
PROCEDIMENTOS

* Desinfecgio geral

- Com alcool 70%, limpe todos os objetos 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

+ Manutengio de células com meio de cultura novo
* Manutencgio do crescimento

CUIDADOS
+ (Contaminagio
* Morte celular
* Crascimento excessivo

FIM.

mn

Comentarios:
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iii. POP 43.3 — Procedimentos para Manutengdo Celular — Adicdo de Meio de

Cultura

de Meio de Cultura

Lab. de Tecnologias para Terapia Génica

POP

Procedimentos para Manutengao Celular - Adig¢ao

43.3

Usuario: . Data: /

1/1

OBJETIVOS
e Restabelecer nutrientes para as células
¢ Minimizar a manipulagéo da cultura
e Buscar o aumento do crescimento celular

CUIDADOS

¢ Contaminacdo
e Morte celular

MATERIAIS
e Meio de cultura (especifico para cada célula)
Pipetas
Luvas
Ponteiras: P1000
Alcool 70%

PROCEDIMENTOS
¢ Desinfecco geral
- Use alcool 70% para limpar todos os objetos e superficies
e Adicione 5,0 mL de meio de cultura no na garrafa contendo o cultivo
e Misture
* Incube a37°C e 5% de CO;

FIM.

Comentarios:
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iv. POP 43.4 — Criopreservacao Celular

PO

Criopreservagao Celular

Lab. d= Tecrickopes sars Terasia Gonma

43.4

12

Usuaria: cDatx !
MATERIAIS

#  Crchubas mxlieais

o  [OREED

&  Sopo Fefal Bowno — F3E fllesdn

o [OWEW + 1% Glols=—ax + 10% FEE

« [FE2
PROCEDIMENTOS

s &gaz reslzeds & mipsnizegzo ramel do colivo, POP 434, proazsqur com B conbegem celuler em
cimara de neshauer, o idesl 2 que =e alcance ume confage= de pedo mencs 1000000 de céloles
por =L de DFEE

Prepaser o crichubos com =0 u;-u'-:- minprolefom shizando as 2eguintes ::-'.cenl'a-gﬁ-es
- 500 plL d= ODMEM [zom 1% Ghulsmex + 1% FEE]

- 20 il d= FES:
- 100 pl d= DKEST,;
- 200 il d= DPEE o= palulas (200000 c=hila= sorcmmadament=]

Fecher & identficar cada crichubo com fipo celelzr, dsta = nom=e do Istomicnio

o Monler e= caies zproprisde com gelo medisl=ente 50 fechamenio = enca=ishar o == répido
pozzivel B Freezer-78 G, deixar por 24 homs.

Ratismr Jin Freazar & transferr pars botise de Nireginic Liquds & — T508C,

_embrar de identficer o canster no bobjac & a=bem de faar oz crichitos em sxianies propries am
Ewiiar g o mermics fiqguem sobrenadsnbes no Mibogénin

FIR.

Comerlasice:




v. POP 43.5 — Descongelamento de Células

POP

Descongelamento de Células

Lai. da Tecnologiaa para Terapia Ganica 43.5

Lauaria: . Data: ! i

MATERIAIS
+  Crigtubos com solugdo crigproleton e calas - Vi
+ Banho mana
*  Mei de cullura completo;
* Pipesas
* Frascos de cultve

PROCEDIMENTOS
« Aguacer o Vial com as células, armazenadas em Nitragénio Liquide | - 1809C), m banhc mara a 370 C
a% descongelar wtalments;
* Em uma garada de cultivo com capacidade para 200 mL acrescentar 10 mL de meio complets;
« Juntar toda 3 solugao crioproteloed, comiendo as celulas, 305 10 mL de mein no frasco de cusvD &
hamageneizar
+ Visualzar o aspecto das celulas an migroscoped invertido, 35 Mesmas devem 52 aprEsentEr com
ciaplasma aredondado, inlacts & astar ftuanias no meis;
& Acrescentar mas 10 mL g2 meio complzto, hamaogensizar e guandar em estuss a 3792,
350 NeCessile, SCresCENtEr &0 meio de cukura anfibicticos em dosagem adeguada.

FIM.

Comentanos:




vi. POP 44 — Transfeccéo Celular

Transfecgdo celular Poe

Lab. de Tecnologiaa para Terapia Genica 44

Uzuaria: . Data: ! i

MATERIAIS
# Microfubes 1,5 ul
Garraias para cultivo
SiRMA
Lipefaciaming 2000
Opimem - Samax
CPES
CMEM F12 + 1% Glutamax + 10% FES

& & & & & &

PROCEDIMENTOS
1. Preparacao dos microlubos para os agenies de ansieccao
a Tubo 1 Lipofectaming (uma reagao)
15 L de Liposeciaming 2000
185 YL gz Optimem
. Para 3 reagoes (controle, scramble, amosira & ser testada)
45 pL de Lipodectaming 2000
555 L de Opimam

c. Imculbar os reajentes da IIEIHSTEEEH‘E-U Lndas em Sptrmsm por 10 minusas a TEmperaLra

amaienie.

2 Preparagao oo SiRMA
3. Tubo 2.1 (para amosira Scramiie - Al S1ar)
7.5 L amaosira RMA 20 k{150 pmal)
192 5 pL Cptimem
b. Tubo 2.2 (para amosira a sertestada. ex KW 2.1-3)
7,5 UL amosra KA 20 uki{150 pmal)
132 5 pL Opimem
€. Tubo 2.3 (para amosira Condrol Pure Call - Transfeciado apenas com Lipossoma)
200 yL Optimem

3. Adigionar 200 pL do Two 1 & cada um dos ipas 2§ 2.1, 2.2, elc.). Volume Snal sera 400 JL.
Incubar 3 Temperatura ambienta por 20 min.

Comertancs:
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Transfecgio celular
Lab. de Tecnologiaa para Terapia Genica

POP

44

4. Pre :IEIF-EI;-EI:I 005 Mi2is celanes & '.'-EI'IE-;EE;-EIES

Para transfec;ao com Lipofectamina, primeiro kave as calulas com 3 mL e DPBES

b
c
d
=
f.
E-
h

Remower ¢ main de crescimeants

Lavar comi 3 mil de DPES.

Adicionar 5 mL de CpimemsGisamax (G 51985)
Transsectar o5 400 pL resufiantes Tubo 1 - Tubo 2
Incubar por & hs apas a fransfecgas.

Fetrar o mein.

Adicionar DMEM F12 = 1% gluamax + 10% de FBS (Soro Felal Boving).

Incubar a5 celulas par 24 hs.

FIM.

Comentanos:
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vii. POP 46 — Extracdo de RNA com kit comercial RNeasy Plus QIAGEN

Extragdo de RNA com Kit comercial RNeasy Plus
QIAGEN 46

Lzb. de Tecnologizs para Terapia Génica

FOR

Usuario: . Data: [ i
MATERIAIS

*  C2lUas ou tecide d2s2jade

= Kit RMeasy;

+ p-mercaposthanal [f-ME);

+ Etanal T0%,;

+  Pomzies esgnels e ANAE ee.
PROCEDIMENTOS

+ Para palet congelado, descongalar em banho mara a 379, ressuspender & contar

-
-

Fara culive, fripsnizar [POP 43.1) e contar;

Sreparar Guffler RLT plus, acresceniando 10 pl de S-mercapiosmanal (S-ME) para cada 1,0 mL de
Buffer RLT plus, — Lambrands que o Buffer praparada com mercaplosthanod tem validads de 30
diaa;

Para concentragdes oe Jté 5.000.000 de célsias usar 350 ul de Buer RLTS + B-ME:

Para quanitades maicres 0e CAUES usar 600 UL de Bufer RLT pius# S-ME
LISE CELULAR: Jumiar em um oo para centréuga as celulas e ¢ Sufer RLT + §-ME, com
movimentos *up & down’ NOMOgeneZar 3 Solugan até que se dissoivam ioEimenle as céulas, ideal &
que 52 faca a0 menos 20 movimenios,

Transserr g ¢ homogeneizado [solugao com caulas e huffer) para a coluna QDMA ENminator spin
coiumn [ Fornedida junse com o Ki, wem montEda em um eppendo com capacdade para 2.0 mL §;

+ Canirifugar a coluna durante 30 segundos a 10.000 rpm ou 5,000 xg)

Descarar a coluna e guardar ¢ filrado [caso necessie, repetir a centrifugacao)

Acrescentar esanol T0% na mesma quantidade de filirado, *dobrar a solugde” (e NECESSArnD medir com
a pipetaj;

Homogeneizar 3 salugan com m-:ufme-m:s “iip & down®, nao pode cenrfugan
* nesia etapa pode haver formagan de precipitado, o gue & nomal;

Transfers 700 WL 43 solugao anteriar para a coluna Rkaasy spin column | Smecica com o KT ]t caso
& quandigade oe S0MEa0 5eja maor gue 700 L, centifagar em aliquotas menores,

Fechar a tampa gendimeniz & centrifugar duranie 15 sagundas 3 10000 rpm ou B.000 g

# Dascariar o filrado, manfendo o mesma enpendanT,

Agrescentar 700 IJL de Suffar RWY CII coluna e :.e-'1lr-u;|:|r durande 15 ‘EEI_:JHHIIE a 10,000 rpm ou
£ 000xg

Coamentanos:
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FOF

Extragio de RNA com Kit comercial RNeasy Plus

QIAGEN 46

Lab. de Tecnologiaa para Terapia Genica

212
¢ Descartar o filrade @ reuliizar o twbo para o proximo passa,

# Cuidado para ndo encostsr 3 coluna no fitrads apos a n:Er_'.'iHJgai.i:-!!!

& Aorescentar 500 UL de Sufer RPE (WERIFICAR SE E5TA DILUIDGD) & colna & centfifugar durante 15
segundes a 10.000 rpm ou 8.000mg;

+ Diescariar o filrado e reutiizar o o para o proximo passo;

# Acrescentar 500 UL de Buffer RPE 3 coluna e camrifsgar durante 2 minutes a 10.000 rpm ou 8.000xg;

# Verificar se ainda ha liguide na colna apds a cenTHUgagan, Casa tenna, re-Centrifugar

# Mio encostar a coluna no fitrada, tragos de etanol interferem na amastra, CUIDADO!

» Trocar o eppandont e centrifugar a coluna durante 1 minubo a 10.000 rpm para confimar a auséntia da
esanal;

+ Di2scarar o lubo, transfenir a coluna para um tubo de 1.5 mL NOVO!

# ACresCEntar entre 30 3 50 WL e agua cesdlada RNASe free [ acompanha o Kit ) no centro da couna e
centifugar ourama 1 minulo 3 10.000 rpm cu 8.000Kg;

# Caso a guantidage oblida de fivaco (gue agora contém o RMA) s2ja peguena, pode-se repetir 3
cenTifugagao com mais 30 uL de agua destiada RNAsE Freg;

+ Dascarar a coluna e armazenar o filirads (RNA) em freezer, ideal que s2f@ a - TIRC.

FIM.

Camerianos:
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viii. POP 48 — Transcrigdo Reversa — Max Planck

Transcrigio Reversa — Max Planck
Lzb. g8 Tecnoiogias pera Terapia Génica

POF

48

Lauaria: . Data:

MATERIAIS
#  SuUDerscrpt [ 200 ou 50 Wyl - Idtrogen, cal 15080-044;
Qliga DT 0.5mg/pL — Imvirogen, cat. 18415-012;
Ribonuciease H 2L0UL — Invitragan, cat. 18021071
Agua FMase free DEPC;
10x BT bufser — Imywtrogen, cat 53032,
MigCl; 25mi — Invitrogen, cat. ¥oEz22
10mk dNTP mix — Imatnagen, cat YD225e
0,1 DTT — Invitrogen, cat. w0122
Amasia de RNA devidamense quantificada;
Tubos Spo eppendorf ge 0,5mi;
Pomiziras & pipelas - P2, P10 g P20,

& & & & & F @

PROCEDIMENTOS

+  Verificar programagan do termaociclador,

* Passo 1 — K prmer mais RMA

- Misturar o volume cormespangenie de RMA para III'E';IIT-_'.I E-:IHIIEF'.".JI;-.EI:I 815325 n'i:'-:-;"unas por

reagao, iembrando que o volume mawmo serd de 110l de RMA
- 1L de CHige DT,

- Agua RMase free para completar 12l

- I'-'l'l:l:,

- 5pin em cenirifuga;

- Incutar 10 mingios a 08T,

- Descansar no gelo ou 4 52 por 1 minuso.

# Passo? - Bussr T

—#* Recomando praparar um mix para bodas as amoslras enquanto ezpsra o2 10 minutos da
primeira sfapa, deposs basta acrescentar Tl do mix RT Buffer em cada amostra e passar ao

Proxima passo.
- 2uL de 10x AT Bufser
- ZulL de MgCly 25mA;
- 2yl de DTT
- 1yl de dNTP mix 10mikd;

12

Camentanos:
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Transcrigio Reversa — Max Planck Pof

Lab. de Tecnclogizs para Terapia Génica 48

212
- |'.-:'|':|L'
- 5pin em canirifuga;
- Incubar por 5 minutas 3 4260

#  Passo 3 — Superscrint I 200 au 50 L)

- acrescenar 1L de Suparscript 1l em cada amestra _

= nio gaso de festar controde negative, acrescantar 1 pL de Agua.
- |'.-:'|':|:_'

- 5pin em canirifuga;

- incubar 50 mirutos & 429

- Terminar a reaga inpubands 15 minuis a 70°C;

- DesCansar no geln

- Spin.

* Passod - AMase

- Agrescentar 1L de Ribonuckease H - RNase H [2U/pL) em cada amosys
- Wi

- Bpin

- Incubar 20 minuos 3 37eC.

+ Paszso 5 - Aceriar voume
- Agprescentar 4pL de agua DEPC em £ada amostra, corngindo o volume to1al para 2541 de cONA.

FiN.

Camertancs:




ix: Andlise de similaridade entre as sequéncias de nNOS NM_000620.4 (referéncia),

U17327.1 (fonte originalmente depositada) e CCDS41842.1 (consenso para a regiao

codante)

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDs41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

NM_000620.
CCDS41842.
U17327.1

ATGGAGGAT 720
ATGGAGGAT 9
ATGGAGGAT 694

* Kk kK Kk kK kK

CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC
CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC
CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC

ER R R R R

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 kA Ak Ak kA k kA kkkkkkkkkhkkkhkhkhkkk ok ok ok ok ok k ok ok k%%

ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA
ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA
ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA

R R R R R R R R R R R R I I 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 A A A A A A Ak A A A A A Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak k ok ok kK&

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 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 AR AR A A A A AR A A AR A AR AR K KK

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 Ak kA Ak Ak Ak Ak kA kA Ak k ok ok kK&

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.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul7327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

NM_000620.
CCDS41842.

Ul17327.1

AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT
AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT
AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT

ER R R R R R R

TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT
TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT
TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT

E R R R R R

GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG
GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG
GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA kA Ak kA hk kA hkkhk kA Ak Ak kA kk ok kK%

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 A A A A A A Ak kA Ak Ak kA Ak kA kA Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak k ok ok ok ok kK%

TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC
TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC
TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC

R R R R R R R R R R R R R I 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

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

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 A A A A A A A A A Ak A A A A Ak, 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
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1389
2074

2160
1449
2134
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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 R R I I I e S 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 R R R R R I 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

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

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 AR AR A AR AR A AR K, KK

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 KA KA A A KA A A A A A KA A AA AR A A AR A A KA, A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A A Ak, Kk
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2254
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1629
2314

2400
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1749
2434
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1809
2494
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1869
2554

2640
1929
2614
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1989
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2940
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2914
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AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC
AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC
AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC

ER R R R R R R

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 R R R I R e I S I S S

GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG
GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG
GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG

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

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkkkkkk

GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC
GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC
GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC

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

TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC
TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC
TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC

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

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 kA Ak Ak A Ak Ak Ak kk ok ok ok ok ok ok ok kK%

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 A A A A A A A A Ak A A A A Ak, Kk
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2349
3034

3120
2409
3094

3180
2469
3154

3240
2529
3214

3300
2589
3274

3360
2649
3334

3420
2709
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2769
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3694
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AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC
AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC
AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC

ER R R R R R R

ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC
ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC
ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC

E R R R R R

AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC
AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC
AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA kkhk kA Ak kA Ak kA kk ok kK%

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 A A Ak Ak A Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak kA kA Ak Ak kA kk ok ok ok kK%

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 S I S S

CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC
CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC
CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC
TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC
TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC

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

ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA
ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA
ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA

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

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 A A A A A A A A Ak A A A A Ak, Kk
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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 I I I S S S S S e 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 R R R I S I 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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