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RESUMO

Cavalcanti, Atilla Ferreira. Produgdo de Linhagens de Células HeLa Estavelmente
Silenciadas para o Gene NRF2 Através de Vetor Lentiviral. Rio de Janeiro, 2018.
Dissertacdo (Mestrado Profissional de Formagdo para a Pesquisa Biomédica).
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — IBCCF — Universidade Federal do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, 2018

O estudo da biologia celular através de manipulagcdo genética por métodos de
transfeccdo nao viral tem sido desafiador devido aos problemas de baixa eficiéncia
de transfeccao e a dificuldade em obter uma transducao estavel. Vetores lentivirais
sdao ferramentas fundamentais para modificacdo celular. Sua utilizagdo ganhou
destaque devido a capacidade desses em integrar ao genoma de células que estao
ou ndo em divisdo. A tecnologia de interferéncia por RNA (RNAi) tem sido
largamente utilizada em estudos de fungdo génica e protocolos de terapia génica.
Os algoritmos disponiveis atualmente permitem gerar moléculas de RNAi com alta
especificidade e eficiéncia para reduzir a expressdo de um gene alvo. Esta técnica
em nosso trabalho foi utilizada na tentativa de inibicdo da expressao do fator
transcricional NRF2 em células HeLa. NRF2 é um importante fator de transcricao
que regula a expressao de enzimas desintoxicantes de fase Il e genes antioxidantes,
sendo o principal mediador celular na adaptacéo a estresse oxidativo e Interage com
inumeras proteinas, regulando aproximadamente 200 genes diretamente. Para a
producao do vetor lentiviral foram utilizadas 5 diferentes construgcdes carreadora do
shRNA para inibicdo da expressdo de NRF2 em células HelLa. Apos transducgao e
selecao das células HeLa com puromicina na concentracédo de 2 ug/ml por 7 dias, a
eficiéncia do vetor foi avaliada in vitro por RT-PCR em tempo real. Os resultados
demonstraram que as construcdes shNRF2.1, shNRF2.3 e shNRF2.5 apresentaram
melhor eficiéncia de inibigao respectivamente (99,9%, 84,5% e 85,2%) da expressao
dos RNAmM do NRF2 quando comparado ao controle. As construgdes shNRF2.2 nao
apresentaram diferengas significativas quando comparados ao controle. Vetores
lentivirais carreando shRNA foram eficientes para knockdown do gene do NRF2 e,

portanto, os resultados do presente estudo mostram a viabilidade de silenciamento



génico de NRF2 nas linhagens celulares HelLa, mediante o uso da interferéncia de
RNA.

Palavras-Chave: Vetores Lentivirais, RNA de Interferéncia, shRNA, Silenciamento
Génico, NRF2.



ABSTRACT

Cavalcanti, Atilla Ferreira. Production of Stably Silenced HeLa Cell Lineages for
the NRF2 Gene Through Lentiviral Vector. Rio de Janeiro, 2018. Dissertation
(Professional Master of Training for Biomedical Research). Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho — IBCCF — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018

The study of cell biology through genetic manipulation by non-viral transfection
methods has been challenging because of the problems of low transfection efficiency
and the difficulty in obtaining a stable transduction. Lentiviral vectors are fundamental
tools for cellular modification. Its use has gained importance because it their ability to
integrate into the genome of dividing and non-dividing cells. RNA interference (RNAI)
technology has been widely used in gene function studies and gene therapy
protocols. The currently available algorithms allow the generation of RNAi molecules
with high specificity and efficiency to reduce the expression of a target gene. This
technique in our work was used in an attempt to inhibit the expression of transcription
factor NRF2 in HeLa cells. NRF2 is an important transcription factor that regulates
the expression of phase Il detoxifying enzymes and antioxidant genes, being the
main cellular mediator in the adaptation to oxidative stress and interacts with
innumerable proteins, regulating approximately 200 genes directly. For the
production of the lentiviral vector, 5 different shRNA carrier constructs were used for
inhibition of NRF2 expression in HelLa cells. After transduction and selection of HelLa
cells with puromycin at the concentration of 2 ug / ml for 7 days, vector efficiency was
evaluated in vitro by real-time RT-PCR. The results showed that the shNRF2.1,
shNRF2.3 and shNRF2.5 constructs presented better inhibition efficiency
respectively (99.9%, 84.5% and 85.2%) of NRF2 mRNA expression when compared
to control. The shNRF2.2 constructs did not present significant differences when
compared to the control. Lentiviral vectors carrying shRNA were efficient for
knockdown of the NRF2 gene and therefore the results of the present study show the
feasibility of gene silencing of NRF2 in HelLa cell lines by the use of RNA

interference.

Keywords: Lentiviral vectors, Interference RNA, shRNA, Gene Silencing, NRF2.
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1. Introdugao

Os métodos de estudo da biologia celular através da manipulagdo genética
tem sido desafiadores devido aos problemas de baixa eficiéncia de transfecgéo e a
dificuldade de obter uma transducéao estavel. Os vetores lentivirais sdo considerados
vantajosos na transferéncia génica por serem capazes de inserir um gene exogeno
de forma estavel nas células-alvo, inclusive em células quiescentes, e por sua
habilidade de empacotar grandes sequiéncias de nucleotideos (de 10 a 12 Kb). Outra
vantagem é a possibilidade de transduzir com eficiéncia vetores para o knockdown
de genes pela técnica de RNA de interferéncia. Além de permitir o estudo da fungéo
de genes especificos, o knockdown promovido pelos RNAs de interferéncia (RNAI)
permite que caracteristicas indesejaveis que possam acompanhar fenoétipos de
interesse induzidos pelo bloqueio da expressdo de genes especificos sejam
atenuadas pela inibicdo parcial da expressao. Os algoritmos disponiveis atualmente
para a tecnologia de interferéncia por RNA (RNAIi) permitem gerar moléculas de
RNAIi com alta especificidade e eficiéncia para reduzir a expressao de um gene alvo,
esta tecnologia tem sido utilizada amplamente em estudos de fungdo génica e
protocolos de terapia génica. Esta técnica em nosso trabalho foi utilizada na
tentativa de inibicdo do fator transcricional NRF2.

NRF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2-like 2) € um fator transcricional
ativado na presenca de estresse celular e regula a expressdo de genes
antioxidantes de fase Il. Nosso grupo descreveu a importancia da ativagéo do fator
transcricional NRF2 dependente de proteina quinase R (PKR) na infec¢do por
Leishmania. Permitindo maior ativacdo de NRF2 e inibicdo do estresse oxidativo
através de enzimas antioxidantes e favorecimento da infeccao por Leishmania.

Neste Contexto, o mecanismo de RNAI utilizando shRNA (short hairpin RNA)
através de vetor lentiviral surgiu como um método mais estavel e eficiente na
reproducao experimental para inibir a expressao génica do fator transcricional NRF2
de forma estavel e utilizar esta ferramenta para estudos em nosso grupo e aprimorar
para estabelecer as melhores condicbes para o desenvolvimento de técnicas de
transfeccdo e transducgao, sempre buscando suprir limitacbes existentes e buscar

métodos mais apropriados.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Obtencédo de linhagens de células HelLa estavelmente silenciadas para o
gene NRF2 através do vetor lentiviral e padronizagéo/otimizagdo das condigbes de

silenciamento.

2.2 Objetivos Especificos

o Testar cinco diferentes constru¢cbes de NRF2 (shNRF2 - Sigma-
Aldrich) e realizar a transformacao em bactérias competentes, selecao

de colbnias e extragdo plasmidial.

o Realizar a transfecgdo de células HEK 293FT para producdo de
lentivirus e posterior transdug¢ao viral em células HelLa (linhagem de
células de adenocarcinoma cervical humano) com as cinco diferentes

construgoes.

o Avaliar a eficiéncia do silenciamento para cada uma das construgdes
shNRF2 através de RT-PCR e escolher a melhor linhagem silenciada,
mantendo as células estavelmente que serdo utilizadas em

experimentos para o laboratério.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Tipos de RNAs (codificantes e nao-codificantes)

As fitas de RNA apresentam estruturas secundarias e terciarias que possuem
papel fundamental nos processos de transcricdo, processamento, traducado e
localizagdo do RNA (CRUZ & WHESTHOF, 2009; MAUGER; SIEGFRIED; WEEKS,
2013). Eles podem ser divididos em duas classes: codificantes e nao-codificantes.
Os RNAs codificantes sado conhecidos como RNAs mensageiros (RNAm),
carregando a informacao para a sintese de uma proteina.

Ja os RNAs néao-codificantes (RNANc) ndo carregam em sua sequéncia a
informacdo para a sintese de uma proteina, porém, podem apresentar outras
funcdes importantes nos processos de controle da expressdo génica (DEJBALI et
al., 2012; LI; ZHU; LUO, 2016; QUINN & CHANG, 2016).

3.1.1 RNA codificante - O RNA mensageiro

Os RNAs mensageiros possuem fundamental importdncia como
intermediarios que transportam a informacdo genética do DNA aos ribossomos,
servindo de mediador da sintese proteica no qual representam o grupo mais
complexo de RNAs. Sua diversidade tem origem principal nas etapas em que o pré-
RNAmM passa antes de se tornar RNA mensageiro maduro em células eucaridticas.
Essas etapas sdo o processamento por splicing, a poliadenilagdo ou adigdo da
cauda poli-A na porcdo 3’ e a adigdao do cap metilado na porcdo 5 do RNAmM
(SHABALINA; OGURTSOV; SPIRIDONOV, 2006; LI; ZHU; LUO, 2016), e estao
associados a numerosos fatores proteicos e a complexos que desempenham um
papel essencial na tradugdo e metabolismo do RNAmM em células eucarioticas
(BREAKER, 2012; SERGANOV & NUDLER, 2013). Apds o seu processamento o
RNAmM ¢é exportado para o citoplasma, onde sera traduzido pelo complexo
ribossomal (FRIBOURG et al., 2001). Embora o RNA apresente uma estrutura
primaria simples, os RNAs podem formar estruturas complexas e alternativas, com
caracteristicas energéticas semelhantes (GARTLAND & SUEOKA, 1966; ADAMS;
LINDAHL; FRESCO, 1967; SPITALE, 2014).
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3.1.2 RNA n&o codificante

Embora RNAs mensageiros sejam responsaveis por aproximadamente 90%
dos transcritos das células eucaribticas, representam apenas 1% - 2% dos RNAs
totais, sugerindo que um grande numero de moléculas sdo RNAs nao codificantes
(PONTING & BELGARD, 2010). Atualmente sabe-se que os RNAs que nao
codificam proteinas desempenham importantes fung¢des relacionadas a regulagao da
expressao de genes, alterando o fluxo da informacéo genética tradicional. Até os
meados dos anos 80, as familias de RNAnc conhecidas eram apenas as de RNA
ribossomal e RNA transportador. Recentemente foi demonstrado que a maioria dos
RNAs transcritos em células humanas sdo RNAnNc originados de introns ou regides
intergénicas (SAINI et al., 2007).

Os RNAs nao codificantes podem ser classificados em RNAnc “funcionais” e

RNANc “regulatorios”. Os funcionais incluem os RNAs ribossomais (RNAr), RNAs
transportadores (RNAt), small nuclear RNAs (snRNA) e small nucleolar RNAs
(snoRNA). Os ‘“regulatorios” podem ser divididos em /long non-coding RNAs
(IncRNA) e small non-coding RNAs (sncRNA) (KIM & SUNG, 2012; LI; ZHU; LUO,
2016). O sncRNas séo classes de pequenos RNAs que n&o codificam proteinas. Os
principais sao: siRNAs (short interfering RNAs - pequenos RNAs de interferéncia),
microRNAs (miRNAs) e piRNAs (piwi-interection RNAs) (CARTHEW &
SONTHEIMER, 2009) (Tabela 1). Estas moléculas estao envolvidas no mecanismo
de RNAI (RNA de interferéncia) que ocorre em varios organismos eucariontes.
Todas as classes podem influenciar diferentes aspectos do funcionamento genémico
em eucariotos, incluindo, formacdo de heterocromatina (LIPPMAN et al., 2004),
repressao e degradagdo do RNA mensageiro (TOMARI et al., 2005), tradugao
(PILLAI et al., 2005), transcricao (TAFT et al., 2009), proliferagao celular e apoptose
(BRENNECKE et al., 2003; XU et al., 2003) e desenvolvimento e manutengéo de
células germinativas (FORSTEMANN et al., 2005; KLATTENHOFF et al., 2008;
LUCCHETTA et al.,, 2009). Dentre a variedade de RNAnc existentes, os mais
estudados, que causaram uma revolugdo com a sua descoberta na década de 90,
pertencem as classes dos pequenos RNAs, cujos representantes sdo os siRNAs e
0s miRNAs.
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Tabela 1: Principais classes de pequenos RNAs nao codificadores com agéo regulatoria.

Tamanho em Fungao primordialmente

Nucleotideos associada

Micro RNAs 19-25 Endégena a partir de Repressao da tradugao
(miRNAs) dsRNAs

RNAs de 21-23 Endégena e Exdégena Clivagem do RNA
interferéncia a partir de dsRNAs mensageiro
(siRNAs)

Interagao-piwi RNAs 26-31 Endégena a partir de Controle no
(PiRNAs) ssRNAs desenvolvimento

germinativo

Fonte: (CHU & RANA, 2007 modificado).

3.1.2.1 RNA Ribossomal

O ribossomo é uma grande particula de ribonucleoproteina responsavel por
sintetizar proteinas em todas as células, utilizando RNAmM como moldes e RNAt
como substrato. Ribossomos de bactérias possuem duas subunidades uma grande
50S e uma pequena 30S que juntas compdem o ribossoma 70S. Ja os ribossomos
eucarioticos possuem as subunidades 40S e 60S e ribossomo 80S. Além disso,
varios fatores proteicos atuam nos ribossomos em varias fases da tradugdo
(RAMAKRISHNAN, 2002). A biogénese do ribossomo em eucariotos ocorre no
nucléolo, um compartimento especializado dentro do nucleo. A sintese comeg¢a com
o processamento do pré-RNAr 5S e 35S por RNA polimerases distintas e requer a
importacdo de proteinas ribossdbmicas do citoplasma. Os componentes de RNA
maduros (RNAr 5,8S, 25S / 28S e 5S para a subunidade 60S e 18S para a
subunidade 40S), pré-RNAr sao liberados seguindo um caminho complexo que
envolve digestdes endo e exonucleotidicas. Concomitantemente, pré-RNAr sao
amplamente modificados e vinculados pelas proteinas ribossébmicas antes das
subunidades pré-40S e pré-60S montadas e sao exportadas separadamente para o
citoplasma (VENEMA & TOLLERVEY, 1999). RNAr e proteinas ribossémicas s&o
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produzidos em quantidades equimolares e sua sintese & rigorosamente regulada por
uma variedade de condigbes de crescimento (WOOLFORD, 1991).

3.1.2.2 RNA Transportador

RNA transportador sdo moléculas de acido nucléico mais abundantes entre
as pequenas moléculas de RNA nao codificantes, constituindo de 4 % a 10 % de
todo o RNA celular. Sao fundamentais na maquinaria de traducgao, pois sao eles que
entregam os aminoacidos aos ribossomos para traduzir a informagdo genética
(RODNINA & WINTERMEYER, 2011). Os RNAs Transportadores possuem
sequéncias altamente conservadas, estruturas secundarias em forma trevo e
estruturas terciarias em forma de L. (JUHLING et al., 2009).

3.1.2.3 miRNAs (microRNAs)

Os miRNAs s&o definidos como moléculas endogenas de RNA com
aproximadamente de 19 a 25 nucleotideos capazes de atuar como reguladores poés-
transcricionais, sua biogénese ocorre no nucleo. Foram descritos inicialmente
atuando na regulacdo de genes endbégenos envolvidos no controle do
desenvolvimento temporal (estagios larvais L1, L2, L3, L4 até adulto) no nematdide
Caenorhabditis elegans (LEE et al., 1993). Eles apresentam caracteristicas em
comum por serem processados a partir de um precursor em forma de grampo. Além
disso, conseguem se ligar a sequéncias complementares na regiao 3'UTR
(untranslated region), regiao nao traduzivel de um determinado RNAm resultando no
seu silenciamento ou na sua degradacao (LEE & AMBROS, 2001).

Os miRNAs estdo distribuidos por todo genoma (KIM & NAM, 2006).
Estudos demonstram que os miRNAs possuem importantes atividades biologicas
regulando aproximadamente 20 a 30% de todos os trancritos nos genes humanos,
sendo que um unico miRNA pode atuar na regulagdo de diversos processos
bioldgicos, incluindo proliferagdo e diferenciagdo celular (TAY et al., 2008),
neurogénese (SMIRNOVA et al., 2005; LIU & ZHAO, 2009), angiogénese (NICOLI et
al., 2012) e apoptose (HE et al., 2010).
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3.1.2.4 siRNAs (short interfering RNAs)

Sdo0 moléculas de pequenos RNAs com acido de interferéncia e séao
caracterizadas por terem aproximadamente 21 a 23 nucleotideos (nt) e séo
produzidos a partir de precursores de RNA de dupla cadeia (dsRNA) a nivel
citoplasmatico que agem regulando a expressédo génica ao nivel pds-transcricional
de forma sequéncia especifica (ELBASHIR et al., 2001). Diversas categorias de
transcritos podem servir de fonte de dsRNAs para a geragao de siRNAs (CARTHEW
et al., 2009).

3.1.2.5 piRNAs (piwi-interaction RNAS)

Os piRNAs ainda ndo possuem sua biogénese e mecanismos bem
elucidados até o momento (CARTHEW & SONTHEIMER, 2009), apenas, sabe-se
que representam uma classe com aspectos distintos dos miRNAs e siRNAs. Se
comparado com estes, a estrutura dos piRNAs é relativamente maior, possuindo de
20 a 30 nt de tamanho, com precursores de RNAs de fita simples (ssRNAs)
(KLATTENHOFF et al.,, 2008). Sua fungdo esta associada principalmente com a
regulagcdo génica responsavel pelo desenvolvimento de células germinativas
(CARMELL et al., 2007). Além disso, estudos ja sugerem uma possivel participagcao
de piRNAs na regulacéo da expressao génica em células somaticas (PAL-BHADRA
et al., 2002; PAL-BHADRA et al., 2004; GRIMAUD et al., 2006) e em mecanismos
relacionados a aprendizagem e memoria em Drosophila melanogaster (ASHRAF et
al., 2006).

3.2 Silenciamento génico por RNA de interferéncia — RNAI

O termo RNAIi € um termo geral no qual uma molécula de dsRNA ao ser
incorporada na forma ativa a um complexo citoplasmatico, se liga a uma sequéncia
de nucleotideos complementar localizada no RNAm-alvo, ocasionando assim o
silenciamento, por inibicdo da traducédo e/ou degradagdo do mRNA (PETERSEN et
al., 2006). A interferéncia mediada por RNA é um fendmeno que naturalmente
ocorre nos organismos eucariotos e parece exercer, primordialmente, um papel na
eliminacdo de RNAs mensageiros anbmalos e na defesa do organismo contra
parasitas moleculares como transposons e virus (BAULCOMBE, 1999; KETTING et
al., 1999). RNAi é um processo conservado na evolugdo das espécies, que se

caracteriza por ser um mecanismo celular responsavel pelo silenciamento génico
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pos-transcricional (post transcription gene silencing - PTGS) atuando sobre o RNAm.
(CARTHEW & SONTHEIMER, 2009).

Os primeiros relatos referentes a agcdo de RNAIi, datam de 1983 com a
observagéo de eventuais fendmenos de silenciamento génico em Aspergillus flavus
a partir da acao de dsRNA (SCHMIDT et al., 1983; SCHMIDT, 2004). Este fenémeno
também foi observado em outras espécies de plantas, fungos e outros organismos,
porém, o mecanismo que levava ao silenciamento génico ainda era desconhecido.
(NAPOLI et al., 1990; COGONI & MACINO, 2000). Em 1998, Fire e colaboradores
utilizaram pela primeira vez o termo “Interferéncia por RNA”. Buscando silenciar
diversos genes no nematoide Caenorhabditis elegans, este grupo utilizou RNAs
senso e antisenso separadamente e duplas fita de RNA, demonstrando que dsRNA
tinha uma acdo supressora mais potente e especifica em detrimento da
administracao das fitas isoladas. Assim ficou claro a existéncia de um processo de
regulagdo génica mediado por RNA, até entdo nao caracterizado. Andrew Z. Fire e
Craig C. Mello ganharam em 2006 o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia por este
trabalho.

Estudos genéticos demonstraram a existéncia de trés vias de silenciamento
de RNA (XIE et al., 2004). Estudos com proteinas supressoras de silenciamento
codificadas por virus demonstraram que estas vias podem se sobrepor em alguns
pontos (DUNOYER et al., 2002).

A primeira via € a de silenciamento citoplasmatico via siRNAs, que esta
envolvida na degradacéo de RNA viral interferindo, ou mesmo bloqueando, o ciclo
de infecgdo. O dsRNA pode originar-se da transcrigdo de um gene endoégeno, de um
transgene, ou de um intermediario da replicacdo de virus com genoma de RNA. Em
virus com genoma de DNA, dsRNA pode ser formado por meio do anelamento de
transcritos sobrepostos complementares (BAULCOMBE, 2004). A segunda via é a
de silenciamento de RNAm endogenos via miRNAs. Os miRNAs regulam a
expressao génica negativamente por meio do pareamento de bases especificos a
RNAm alvo, resultando na clivagem do RNAmM ou na repressao de sua traducao
(BAULCOMBE, 2004). A terceira via € nuclear e esta associada a metilacédo de
DNA e a formacdo de heterocromatina. Uma importante funcdo para esta via
€ provavelmente proteger o individuo de desorganizagbes gendmicas causadas
por transposons (BAULCOMBE, 2004).
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siRNAs e miRNAs estdo envolvidos no processo de silenciamento pds-
trascricional e, ou interferéncia mediada por RNA (KAWASAKI et al., 2004). miRNAs
atuam de forma analoga aos siRNAs regulando negativamente RNAs mensageiros
alvo, porém diferenciam-se destes pela origem e pela natureza do gene alvo (ZENG
et al., 2003).

3.2.1 Mecanismo de ag¢ao dos RNAIi mediado por siRNA

Diversas categorias de transcritos podem servir de fonte de dsRNAs para a
geracao de siRNAs (CARTHEW et al., 2009)

O mecanismo de RNAi mediado por siRNA envolve duas etapas: a etapa iniciadora
e a etapa efetora.

Na etapa inicial, dsRNA longos, os quais sao produzidos por genes
enddégenos, particulas virais, elementos de transposigdo ou transgenes
experimentais, sdo reconhecidos por uma proteina com afinidade pelo RNA, a R2D2
(TABARA et al., 2002; LIU et al., 2003). Este complexo é reconhecido e clivado pela
enzima Dicer que é capaz de reconhecer duplas fitas de RNA (BERNSTEIN et al.,
2001). A clivagem gera RNAs de interferéncia de aproximadamente 21 a 23 nt,
caracterizados por um grupo fosfato na extremidade 5’ e dois nucleotideos nao
pareados na extremidade 3’ hidroxi terminal (ELBASHIR et al., 2001). Tais
fragmentos sdo conhecidos como siRNA, também constituidos de duas fitas. A fita
antisense (ou fita guia) contém sequéncia de nucleotideos similar a sequéncia alvo
do RNAm, enquanto a fita sense (fita passageira) possui sequéncia nucleotidica
parcialmente complementar a esta mesma sequéncia alvo (TAKAHASHI,
NISHIKAWA; TAKAKURA, 2009; SASHITAL & DOUDNA, 2010).

Na etapa efetora, os siRNAs sdo incorporados em complexo de nuclease
multicompetente, o denominado complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC) (HAMMOND et al., 2000). Os componentes ativos do RISC sao
endonucleases denominadas proteinas argonautas, responsaveis pela quebra da fita
de RNAm complementar ao siRNA inserido no complexo (PREALL & SONTHEIMER,
2005). Como os fragmentos produzidos pela Dicer sédo de fita dupla, em teoria cada
fita poderia agir como molde para identificagdo do RNAmM complementar. Entretanto,
apenas uma das fitas, que passa a ser denominada fita guia, se liga a proteina
argonauta e atua no silenciamento génico (GREGORY et al., 2005). O

reconhecimento das fitas guias e passageira € realizado por proteinas argonautas
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associada a complexos Dicer e proteina de ligagdo ao RNA de cadeia dupla
(dsRPBS) que contribuem para a selecdo da cadeia, sendo ditados por parametros
duplex especificos, tais como termodindmica, identidade de nucleotideo 5 e
estrutura. Proteinas argonautas sdo reconhecidas por ter uma preferéncia de ligagéao
por RNAs pequenos com nucleotideos de uridina e adenosina na extremidade 5,
enquanto 5 ' citidinas e guanosinas sao selecionadas contra durante o carregamento
de RISC. Isso se deve em parte a um loop de seletividade conservada no dominio
da proteina argonauta (NOLAND & DOUDNA, 2013). Apdés a etapa de
reconhecimento, a fita antisense (ou fita guia) do siRNA & acoplada ao complexo,
sendo a fita sense (fita passageira) descartada pela agdo da proteina argonauta e
posteriormente degradada. Assim, o complexo RISC se torna ativo para a agao
catalitica (MACRAE et al., 2008). A fita antisense entdo se anela a sequéncia alvo
complementar no RNAmM e o mecanismo de degradagdo é ativado, ocorrendo,
assim, o silenciamento pds-transcricional da expressdo génica (TAKAHASHI,
NISHIKAWA; TAKAKURA, 2009; SASHITAL & DOUDNA, 2010). (Figura 1)

Transritos convergentes
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SRMA duplexes
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Figura 1: Diversas fontes de geragao de siRNAs e o mecanismo de agao mediado por RISC
(CARTWEW et al., 2009 modificado).
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3.2.2 Mecanismo de agao dos RNAi mediado por miRNA

Embora sejam muito semelhantes aos siRNA, o miRNA é produzido por uma
via de sintese diferente. Como s&o de origem enddgena, a biogénese se inicia no
nucleo com a agao de uma RNA polimerase de classe | ou Ill que gera transcritos
primarios de miRNAs (pri-miRNAs), contendo cap 5’ e cauda poli (A) a 3’ (LEE et al.,
2004). O pri-miRNA apresenta uma estrutura caracteristica dos miRNAs em forma
de grampo em seu arcabougo que € clivada ainda no nucleo pela RNase Ill, Drosha
e seu cofator DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region gene-8) que apresenta um
dominio de ligagdo para dsRNA. A clivagem resulta no microRNA precursor (pré-
miRNA) com cerca de 70-200 nucleotideos (LEE et al., 2003). Em seguida, o pré-
miRNA gerado é exportado para o citoplasma de forma ativa pelo complexo Ran-
GTP/Exportina-5, sendo processado novamente por outra enzima da classe RNAse
lll, Dicer, resultando em um miRNA maduro fita dupla, contendo aproximadamente
22 nucleotideos (BERNSTEIN et al.,, 2001). Apenas uma das fitas do duplex de
mMiRNA, correspondente a sequéncia do miRNA maduro, é incorporada ao complexo
multimérico denominado RISC sendo a outra degradada, neste complexo estao as
proteinas argonautas como principais componentes, e que sera direcionado para
controlar a expressao pos-transcricional de genes alvo (SCHWARZ et al., 2003;
GREGORY et al., 2006). Os miRNAs exercem seus efeitos regulatérios ligando-se a
regiao 3’ UTR nao traduzida do RNAm alvo em animais.

Este mecanismo de atuagao permite a redugédo dos niveis proteicos de seus
genes alvo, raramente afetando o nivel de expressao transcricional (KIM, 2005)

(Figura 2).
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Figura 2: Biogénese de miRNAs (Retirado de American Association for Cancer Research, 2003).

A regulagdo pos-transcricional exercida pelos miRNAs na regido 3° UTR néo
traduzida ou CDS (coding RNA sequence) depende do grau de complementaridade
com o RNAm alvo, podendo ocorrer por inibicdo traducional ou degradacado do
RNAmM. O pareamento de modo imperfeito com o RNAm acarreta a inibicao
traducional do alvo, sendo o mecanismo principal de atuagdo dos miRNAs em
animais (BRENNECKE et al., 2005). Em plantas, a regulagdo dos miRNAs ocorre
principalmente através de sua interagdo perfeita com o RNAm, levando-o a
degradacao (similar ao mecanismo de RNAi) (BRENNECKE et al., 2005). No
entanto, ja foram descritos exemplos da ocorréncia deste silenciamento génico
também em mamiferos (VALENCIA-SANCHEZ et al., 2006).

3.2.3 Estratégias experimentais de silenciamento com RNAI

Experimentalmente, pode-se mimetizar o processo biologico de RNAI
mediante o uso de moléculas curtas de RNA fita dupla, conhecidas como siRNAs
sintéticos (MEISTER & TUSCHL, 2004 TAKAHASHI; NISHIKAWA; TAKAKURA,



30

2009; SASHITAL & DOUDNA, 2010). Nestas estruturas sintéticas, a fita antisense
possui sequéncia nucleotidica totalmente complementar a sequéncia alvo do RNAm.
A indugcdo do mecanismo de RNAi mediado por siRNAs sintéticos esta ilustrado na
(Figura 3a). Assim, o uso de siRNAs sintéticos - que agem como silenciadores
génicos - tem se destacado em estudos cientificos sobre papéis de genes na
biologia celular e no processo saude-doenga, bem como na busca de potenciais
alvos terapéuticos (FREDERICO & MENCK, 2007; PASTUSZKA & MACKAY, 2010).

Outra forma de induzir o mecanismo de RNAI, € introduzir na célula vetores
de expressao que codificam o shRNA, sejam eles virus ou DNA plasmidial. Uma vez

no nucleo das células, a sequéncia de interesse codificada pelo vetor sera transcrita
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Figura 3: Mecanismo de interferéncia de RNA. a) llustracdo do mecanismo de interferéncia de RNA
(RNAi) mediada por short interfering RNA (siRNA). Moléculas curtas de RNA fita dupla,
também denominados siRNAs sintéticos, sdo transfectados na célula. Uma vez no citoplasma,
os siRNAs sintéticos associam-se a proteinas celulares, formando o complexo RISC. O
complexo RISC separa as duas fitas, acoplando-se apenas a fita antisense que reconhece a
sequéncia alvo no RNAm. O RNAm é entdo degradado, finalizando o mecanismo de
interferéncia. b) RNAi mediada por vetores de expressdao de grampos curtos de RNA, short
harpin (shRNA). Vetores de expressdo sdo transfectados na célula. Uma vez no nucleo, os
shRNAs sdo transcritos e exportados para o citoplasma, onde sofrem clivagem pela enzima
Dicer. Os fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, associam-se ao mesmo complexo RISC,
o qual ira degradar o RNAm alvo (TAKAHASHI; NISHIKAWA; TAKAKURA, 2009 Modificado).
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naturalmente pela maquinaria celular o que resulta em silenciamento estavel de
longa duragéo na célula. Os transcritos sdo sequéncias de RNA fita dupla na forma
de grampos curtos, por esse motivo sdo denominados de shRNA (short hairpin
RNA). A transcricdo do shRNA é controlada por sequéncias promotoras para as
RNA polimerases |l ou lll, dependendo do tipo de expressdo desejada. Altos niveis
de shRNAs sao obtidos com promotores de RNA Pol lll. Ja os shRNAs sob controle
de promotores de RNA pol Il s&o transcritos como precursores longos que
mimetizam os pri-miRNAs, podem ser expressos especificamente em um dado
tecido e por serem efetivos em baixos niveis, evitam a saturacdo dos componentes
da via de RNAi (AAGAARD & ROSSI, 2007; KIM & ROSSI, 2007).

3.2.4 shRNA (short hairpin RNA)

E uma molécula de RNA em forma de grampo que é criada geralmente por
meio do processamento de moléculas nas células alvo (PADDISON et al., 2002). Os
shRNAs podem ser produzidos a partir de plasmideos ou vetores virais desenhados
para um silenciamento génico transitério ou a longo prazo (AMARZGUIOUI; ROSSI;
KIM, 2005). Essencialmente, vetores exdgenos codificando uma construgédo de
shRNA transfectam na linhagem celular desejada, este vetor é levado até o nucleo
celular onde é expresso como um pri-shRNA. Uma nuclease denominada Drosha,
quebra o pri-shRNA em um fragmento menor, denominado pré-shRNA. Uma
proteina de membrana especializada, denominada exportina-5 (Exp5), transfere pre-
shRNA para o citoplasma, onde é reconhecido e processado pela enzima Dicer,
gerando fragmentos curtos de RNA fita dupla (LIU et al., 2004). Estes fragmentos
curtos de RNA sao também siRNAs, formados por duas fitas de nucleotideos
complementares (fitas sense e antisense), Sendo finalmente transformado em
siRNA. Apd6s o processamento pela Dicer, a molécula de siRNA € incorporada ao
complexo RISC e utilizada na clivagem de RNAm alvos como descrito anteriormente
(DE FOUGEROLLES et al., 2007) (Figura 3b).

A estrutura basica de um vetor de expressdo de shRNA contém um promotor
em conjunto com uma sequéncia sense de 19 a 22 nucleotideos, uma sequéncia
base loop de 3 a 10 nucleotideos seguido da sequéncia antisense complementar e
uma terminacao de 4 a 6 Timinas, como um terminador da transcricdo (AAGAARD &
ROSSI, 2007), conforme mostra a Figura 4. Geralmente os promotores utilizados
sao do tipo Pol lll, tais como U6 e H1 (BODEN et al., 2003). Promotores do tipo Pol
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II, também sao utilizados, mas para expressar miRNAs artificais e ndo shRNAs
(LIAO & TANG, 2016).

Promoter de Pol 1l
U6/H1 Sense Loop Antissense Terminacdo
r
5 TTTT —3

l

(NNNRININAN N

Figura 4: Esquema de um cassete de expressdo de shRNA que poderia ser inserido em vetor de
transferéncia génica. Esses vetores possuem um promotor especifico para Pol
Il no qual a transcrigdo termina com a formacdo de um short hairpin, consistindo das
sequéncias sense e antisense pareadas seguida de uma regiao de /oop. (AAGAARD & ROSSI, 2007
Modificado).

3.3 Utilizacao de vetores lentivirais como ferramenta de silenciamento génico

3.3.1 Vetores

Existem varias maneiras de transferir um gene para células alvo. Em geral
conseguimos através de um vetor. O vetor ideal deve apresentar caracteristicas
basicas como capacidade de acomodagdo de um transgene de tamanho
consideravel, baixa imunogenicidade e citoxicidade, expressdo estavel dos
transgene, direcionamento para tipos especificos de células ou tecidos, custo baixo
e facil manipulacao e producédo (NARDI et al., 2002). Os métodos de entrega génica
podem ser classificados em duas categorias métodos fisico-quimicos e métodos
biolégicos (TILEMANN et al.,, 2012) As vantagens dos métodos fisico-quimicos
incluem a facilidade de producdo do vetor, a reduzida limitacdo no tamanho do
“cassete de expressao” e os riscos de biosseguranga minimos. Por outro lado, das
limitagoes fazem parte a baixa eficacia de transfecgao e o efeito transitério devido a
degradacao intracelular. As vantagens dos meétodos biolégicos incluem a alta
eficacia na transferéncia de genes e a capacidade de expressao dos transgenes por
longos periodos (quando sdo usados virus integrativos). As principais limitagées séao
a reduzida capacidade de “clonagem de sequéncias longas de acidos nucleicos”,
inconsisténcias com a bioatividade e pureza entre os estoques de vetores e riscos

relacionados com a biosseguranca (LY et al., 2007).
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3.3.2 Métodos biologicos

Os métodos biologicos incluem os vetores de origem viral. As particulas
virais, por natureza, sdo agentes infecciosos capazes de expressar sua informagao
genética nas células infectadas (PALU et al., 1999) e sdo uma eficiente forma de
atravessar as barreiras existentes para chegar ao interior da célula alvo
(ANDERSON, 1998). O virus utiliza o seu mecanismo natural de adsorgdo,
reconhecimento do receptor celular para penetrar na célula, facilitando a
internalizacdo do material genético (FRIEDMANN, 1997). A familia dos retrovirus
vem recebendo muita ateng¢do de cientistas nas ultimas décadas por ser causadora
de doengas graves em humanos, como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) e por seu valor como alvo de experimentagdo em terapia génica. Os vetores
retrovirais podem ser distribuidos em trés classes: oncovetores, Spumavetores e
lentivetores (HU & PATHAK, 2000; BRECKPOT; AERTS; THIELEMANS, 2007).
Dentre esses, os vetores lentivirais sdo considerados vantajosos na transferéncia
génica por serem capazes de inserir um gene exogeno de forma estavel nas células-
alvo, inclusive em células quiescentes, e por sua habilidade de empacotar grandes
sequéncias de nucleotideos (de 10 a 12 kb) (DALY & CHERNAJOVSKY, 2000;
WORGALL, 2005). Além disso, a biologia dos virus desta familia € a mais bem

conhecida devido as numerosas pesquisas do HIV em nossa comunidade cientifica.

3.3.3 Lentivirus e ciclo de vida

Os lentivirus compreendem espécies da familia Retroviridae, que inclui o
Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV), Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV),
alguns virus que infectam ungulados, como o virus da imunodeficiéncia bovina, virus
da anemia infecciosa equina, virus da artrite-encefalite caprina e Maedni-Visna virus,
além dos virus patogénicos humanos Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e
HIV-2) (ICTV-International Committee on Taxonomy of Viruses, 2006). A familia
Retroviridae compreende uma familia de pequenos virus esféricos (com tamanho
entre 80 — 120nm) que apresentam como material genético duas fitas-positivas de
ssRNA. Apresentam como caracteristica marcante a capacidade de retrotranscrever
o RNA viral em uma molécula de DNA complementar (cCDNA) capaz de se integrar
de forma estavel ao genoma da célula alvo (ESCORS et al., 2012). A estrutura viral
dos virions (particulas virais infectantes) dessa familia esta representada na (Figura

6). O nucleo viral é formado pelo material genético e proteinas estruturais e
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enzimaticas (proteinas do nucleocapsideo - NC, transcriptase reversa - RT,
integrase - IN e protease - PR), delimitados pela camada de proteinas do capsideo
(CA). Externo ao nucleo, proteinas da matriz (MA) viral formam outro invoélucro que
interage com o nucleo viral e com o envelope do virion. O envelope compde a
camada mais externa e consiste em uma membrana lipoproteica derivada da célula
com proteinas virais adicionais. As glicoproteinas do envelope apresentam uma
unidade transmembrana (TM), responsavel pelo ancoramento da glicoproteina na
membrana lipidica, e uma unidade de superficie (SU), que reconhece os receptores
celulares da célula-alvo durante a infecgado (JONES & MORIKAWA, 1998; ESCORS
& BRECKPOT, 2010).

Quanto ao genoma, os retrovirus podem ser divididos em simples ou
complexos, de acordo com sua organizagao. Retrovirus de genoma complexo, como
os lentivirus, apresentam além da organizagdo basica, varios genes acessorios e
regulatorios. Para fins de caracterizagdo do genoma lentiviral, tomaremos por base o
genoma do virus HIV-1 (Figura 7), por se um virus altamente estudado e
caracterizado e do qual sdo derivados a maior parte dos vetores lentivirais. O
genoma do HIV-1 é organizado em elementos cis-acting e trans-acting. Elementos
regulatorios cis-acting sao sequéncias nao-codificantes essenciais para a integragao
e transcricdo viral que devem, necessariamente, estar presente no cDNA a ser
integrado. Essas sequéncias interagem ou fornecem sitios de ligagdo para proteinas
codificadas pelos elementos trans-acting, que incluem nove genes responsaveis
pela codificacdo de proteinas estruturais e acessoérias da particula viral, como os
genes gag, pol e env (STEVENSON, 2002; PLUTA & KACPRZAK, 2009). Entre as
sequéncias trans-acting, o gene gag é responsavel pela codificacdo de uma
poliproteina que é posteriormente clivada nas proteinas estruturais da matriz (MA),

do capsideo (CA), do nucleocapsideo (NC) e a proteina acesséria p6; o gene env
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Figura 5: Estrutura viral de um virion da familia Retroviridae. O virion de forma esférica € composto
por um nucleo viral (estrutura cénica) formado pelo complexo de proteinas do nucleocapsideo (NC)
que envolve as duas fitas de material genético (ssRNA), integrase (IN), protease (PR), transcriptase
reversa (RT) e capsideo (CA). A matriz (MA) interage com o nucleo e com o envelope. A glicoproteina
do envelope (ENV) é formada pela unidade de superficie (SU) ligada ndo-covalentemente a unidade
transmembrana (TM), que ancora a glicoproteina no envelope (ESCORS et al., 2012 Modificado).

codifica a glicoproteina precursora do envelope viral, que ¢é clivada nas
glicoproteinas transmembrana (TM) e de superficie (SU) do envelope viral; e o gene
pol codifica as enzimas transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN)
que acompanham o ssRNA do virion. A enzima transcriptase reversa promove a
retrotranscricdo das fitas de ssRNA viral em uma unica molécula de cDNA, que se
integra ao genoma hospedeiro. A integragcao é catalisada pela enzima integrase, e o
DNA integrado € denominado DNA proviral ou provirus. A enzima protease €
responsavel pela clivagem das poliproteinas Gag e Pol, e consequente maturagao
dos virions recém-formados (KATZ, 1994; ESCORS & BRECKPOT, 2010). Duas
proteinas regulatérias também sao transcritas: tat (transcriptional transactivator), que
€ responsavel pela ativagdo do promotor LTR, e rev (regulator of virion gene
expression) que regula o transporte do RNAm transcrito do nucleo para o
citoplasma. Além dessas proteinas, o genoma do HIV-1 ainda codifica quatro
proteinas acessorias: nef (negative effector), vif (viral infectivity factor), vpr (viral

protein r) e vpu (viral protein u), consideradas acessorias por estarem
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Figura 6: Representacdo esquematica do genoma do provirus do HIV-1. O genoma ¢é flanqueado
pelas regides 5’ e 3’ LTR, que controlam a expressdo dos genes virais. Os elementos trans-acting
correspondem aos nove genes (em caixas). Gag, pol e env codificam proteinas estruturais e enzimas,
tat e rev codificam proteinas regulatérias e vif, vpr, vpu e nef proteinas acessérias. Os elementos cis-
acting (TAR, PBS, cPPT/CTS, RRE, PPT e polyA) regulam a atividade promotora, transcricdo e
integracao (MAIER; VON KALLE; LAUFS, 2010 Modificado).

relacionadas a patogenicidade do virus, mas n&o essenciais a expressao e
replicagdo (FRANKEL & YOUNG, 1998; CHINNASAMY et al., 2000).

O DNA proviral do HIV-1 apresenta ainda diversos elementos cis-acting,
como as sequéncias 5’ e 3’ LTR (Long Terminal Repetitive Sequences), que abrigam
as regides funcionais U3, U5 e R. A regiao U3 corresponde ao promotor do virus e
contém regides enhancers e TATA box; a regido U5 esta relacionada com a
transcricdo reversa do RNA e contém a regido PBS (primer binding site), que da
inicio a transcrigao reversa; e as regides R marcam o inicio da transcricdo (ESCORS
et al., 2012). A regido 5'LTR apresenta ainda a sequéncia TAR (transactivation
response element) na qual a proteina tat se liga para ativar o promotor, e a regiao
3'LTR apresenta uma sequéncia de poliadenilagdo (polyA), marcando o final da
transcrigdo. Outros elementos cis-acting importantes sao o sinal de empacotamento
(psi ou W) que sinaliza as proteinas virais para realizar o empacotamento apenas do
RNA viral transcrito, a regido cPPT/CTS (central polypurine tract/central termination
sequence), a sequéncia PPT (polypurine tract), que corresponde ao sitio de inicio da
sintese de fitas de DNA positivas durante a transcrigao reversa, e o elemento RRE
(rev response element) (WATANABE & TEMIN, 1982; RATTRAY & CHAMPOUX,
1989; CHARNEAU; PIERRE; ALIZON, 1992; PLUTA & KACPRZAK, 2009).

No ciclo de vida dos lentivirus (Figura 8) o fluxo génico ocorre da molécula
de RNA do virion para uma molécula de cDNA, que se integra ao nucleo e

transcreve em RNA novamente.
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Figura 7: Esquema simplificado do ciclo de vida de um lentivirus. O receptor de membrana da célula
alvo reconhece a glicoproteina do envelope do virion, mediando a fusdo. O nucleo viral liberado
dentro da célula forma um complexo de integragdo, formado por algumas proteinas do nucleo e pelo
material genético. O RNA é retrotranscrito e o cDNA se integra ao genoma da célula, onde utiliza a
magquinaria celular para transcricdo e processamento de RNA. O RNA transportado ao nucleo é
usado na montagem de novas particulas virais. Apenas as fitas ssRNA do virus sdo empacotadas na
formagao dos virions devido ao sinal de empacotamento. No brotamento, os virions adquirem a
membrana lipidica e glicoproteinas do envelope. A maturacdo se da pela agédo da enzima protease
(SAKUMA; BARRY; IKEDA, 2012 Modificado).

Na infecgao, as glicoproteinas do envelope interagem com receptores da membrana
da célula-alvo. A interacdo promove alteragdes conformacionais no envelope,
expondo o peptideo de fusédo presente no dominio transmembrana da glicoproteina,
permitindo a fusao do virion a membrana celular. O tipo de glicoproteina determina o
receptor e, consequentemente, o tipo celular que o virus é capaz de infectar,
estando diretamente relacionado ao seu tropismo (BUKRINSKY et al.,, 1993). A
fusdo leva a interiorizagdo do nucleo viral no citoplasma. Segue-se um processo
denominado “uncoating”, no qual as proteinas do nucleo viral se reorganizam,
algumas delas permanecem no complexo com o material genético do virion, outras
sao liberadas no citoplasma e algumas podem permanecer ligadas a membrana no
sitio de fusdo. A reorganizacao leva a formagéao de complexo de transcrigdo reversa,
denominado complexo pré-integragéo, no qual ocorre a retrotranscricdo do RNA viral
em cDNA, mediado pela enzima transcriptase reversa do complexo. As duas fitas de
ssRNA sé&o transcritas em uma unica fita dupla de dsDNA (BUKRINSKY et al.,

1993). O complexo € transportado ao nucleo através do poro nuclear e integra-se ao
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genoma da célula hospedeira pela agcdo da enzima integrase do complexo,
originando o provirus. Nos lentivirus, diferente de outros retrovirus como nos
gammaretrovirus, o transporte do complexo pré-integragcéo ao nucleo se da de forma
ativa, o que permite que o virus se integre em células quiescentes (BUKRINSKY et
al., 1993). Nos gammaretrovirus, € essencial que a célula esteja em processo de
divisdo, momento no qual a membrana nuclear desaparece e o complexo integra-se
ao genoma alvo (LEWIS & EMERMAN, 1994). Integrado ao genoma, o DNA viral é
transcrito e processado pela maquinaria celular, transportado ao citoplasma, onde é
traduzido nas proteinas virais. As duas fitas de ssRNA n&o processadas recebem o
sinal de empacotamento que € reconhecida por proteinas Gag e Pol recém
traduzidas e ocorre a montagem dos virions. Os novos virions sao liberados por
brotamento através da membrana celular, onde incorporam a camada lipidica e as
glicoproteinas do envelope. Depois de liberado, ocorre a maturagdo dos virions pela
acao da enzima protease, que cliva as poliproteinas Gag e Pol, formando as
proteinas necessarias a organizagao do virion (STEVENSON, 2002; ESCORS et al.,
2012).

3.3.4 Vetores lentivirais

O uso de retrovirus para construcao de vetores foi introduzido apenas nos
anos 80 (MANN; MULLIGAN; BALTIMORE, 1983). Desde entdo, varios vetores
virais foram construidos como estratégia para modificagao celular, como os vetores
adenovirais (VOLPERS & KOCHANEK, 2004), vetores adenoassociados (DAYA &
BERNS, 2008), gammaretrovirais (MAETZIG et al., 2011) e os vetores lentivirais
(ESCORS et al., 2012) (Tabela 2). Os vetores lentivirais ganharam destaque para
aplicagbes em pesquisa e ensaios clinicos devido a sua capacidade de se integrar
de forma estavel ao genoma da célula hospedeira, garantindo uma expresséo
estavel e duradoura do transgene, e por serem capazes de transduzir células que
nao estao em divisdo (NALDINI et al.,1996a, 1996b).
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Tabela 2: Resumo das principais caracteristicas dos vetores virais mais utilizados

VETORES VETORES VETORES VETORES
LENTIVIRAIS | GAMMARETROVIRAIS ADENOVIRAIS ADENOASSOCIADOS
Genoma ssRNA ssRNA dsDNA ssDNA
Capacidade de 12kb 7-7,5kb 37kb 4 9kb
empacotamento
Transducéao de Sim Nao Sim Nao
células
guiescentes
Integracado ao Sim Sim Néo Raramente
genoma
Duracéo da Duradoura Duradoura Transitoria Transitoria
expressao
Titulo viral 10°-10’ 10°-10’ 10""-10" 10°-10°
Respostas Pouca Pouca Extensa Extensa
imunologicas
Questdes de Mutacéo por Mutacao por Resposta Resposta inflamatdria
biosseguranca insercao insercao inflamataoria/
Toxicidade

Fonte:(MAIER; VON KALLE; LAUFS, 2010 Modificado)

Grande parte dos vetores lentivirais utilizados sao derivados do virus HIV-1. Sendo
que sao necessarias diversas modificagbes no genoma retroviral para tornar a
utilizacao desses vetores eficiente e segura. A estratégia geral para produgédo de
vetores lentivirais seguros € separagdo dos elementos essenciais a integragao e
transcricdo do transgene (elementos cis-acting) daqueles usados para produgao das
proteinas que formam a particula viral (elementos frans-acting) (ESCORS &
BRECKPOT, 2010). No genoma do HIV-1, todos esses elementos sao encontrados
juntos no provirus, o que permite que, quando integrado a célula hospedeira, o
provirus possa gerar virions completos, capazes de infectar outras células. Na
producdo do vetor lentiviral, esses elementos sao separados em diferentes
plasmideos (vetores). Um plasmideo, denominado vetor de expressao lentiviral,
carrega o transgene e os elementos cis-acting para que esse seja integrado a célula
alvo. Esse vetor fornece o cDNA que sera usado como molde para a producao do
RNA do vetor lentiviral durante a producdo do virus. Separadamente, um ou mais
plasmideos acessorios carregam os elementos trans-acting que produzirdo as
proteinas estruturais do capsideo e envelope durante a formagao das particulas
virais (PICANCO-CASTRO et al., 2008). Para a produgdao dos virus que serao
utilizados na transducao da célula-alvo os plasmideos sao co-transfectados em uma
célula produtora, normalmente a célula HEK-293T (NALDINI et al., 1996a). Nesse
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processo, a célula produtora possui todos os elementos necessarios para formacao
de particulas virais, porém na montagem das particulas somente o vetor de
expressao € empacotado e quando os virus formados sao transfectados nas células
alvo, entregam a essa apenas o vetor de expressao. Assim, o transgene € integrado
e expresso na célula-alvo devido a presenga dos elementos cis-acting, porém a
célula transduzida ndo é capaz de gerar RCLs (em inglés, Replicant Competent
Lentivirus — Lentivirus Competentes em Replicagdo), aumentando a biosseguranga
do vetor utilizado. A divisdo do genoma em diferentes plasmideos dificulta ainda a
formacdo de RCLs por recombinagdo entre os vetores na célula produtora
(PICANCO-CASTRO et al, 2008; SAKUMA; BARRY; IKEDA, 2012). Outra
modificagao realizada é a substituicdo do gene env que codifica a glicoproteina do
envelope do HIV-1 pelo gene para a glicoproteina do envelope do Virus da
Estomatite Vesicular (VSV-G) (COIL & MILLER, 2004). Esse processo apresenta
duas vantagens para a formagao de virus como veiculos virais: 1) a glicoproteina de
envelope original do HIV-1 é reconhecida por receptores de células CD4 (linfocitos
T), limitando o tipo celular que o virus é capaz de infectar, enquanto a glicoproteina
VSV-G ¢é reconhecida por residuos comuns de fosfatidilserina presente na
membrana de uma grande variedade de células; a substituicdo aumenta o tropismo
do virus e faz com que ele seja capaz de transduzir um numero muito maior de
células, incluindo células que nédo sejam de mamiferos; 2) o VSV-G ¢é
substancialmente mais estavel que a glicoproteina do envelope do HIV-1,
possibilitando a purificagdo dos virus formados por ultracentrifugacéo e obtencéo de
titulos virais maiores (BURNS et al.,, 1993). A substituicdo também dificulta a
formacao de RCLs por recombinagcado, uma vez que diminui a homologia existente
entre o gene VSV-G e vestigios do gene env do HIV-1 presente no vetor do
capsideo. De acordo com as modificagdes adicionais que foram realizadas, os

vetores lentivirais podem ser divididos em trés geracdes (Figura 9).
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Figura 8: Representagdo esquematica das geragdes de vetores lentivirais. (A) Na primeira geragéo o
vetor do capsideo apresenta quase todos os genes do DNA proviral do HIV-1, com exceg¢do do gene
env para o envelope. O gene VSV-G é codoficado por um vetor diferente e o vetor de expressao
apresenta as sequéncias LTRs e expresséo do transgene regulado por um promotor interno (CMV).
(B) Na segunda geracgéo de vetores lentivirais foram removidos os genes acessorios vif,vpr, vpu e nef
responsaveis pela patogenicidade do virus. (C) na terceira geragdo o gene tat foi removido do vetor
do capsideo e o0 gene Rev é expresso a partir de um vetor separado. A delegdo do promotor U3 da
sequéncia LTR e adicdo do promotor de CMV aumenta a biosseguranga, gerando vetores auto-
inativantes. (SAKUMA;BARRY; IKEDA, 2012 Modificado).

Os vetores de 1?2 geracédo apresentam grande parte do genoma original do
HIV-1 presente no vetor do capsideo e € composto por trés plasmideos. Para a 22
geragdo, 0s genes acessorios relacionados a patogenicidade do HIV-1 foram
removidos do vetor do capsideo, para aumento da biosseguranga. Nos vetores

lentivirais de 32 geragdo a biosseguranca foi aumentada através da remogéo do
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gene tat do vetor do capsideo e da modificacdo das sequéncias LTRs do vetor de
expressédo e adigdo de um promotor para regular a expressdo do RNA do vetor,

normalmente o promotor do citomegalovirus (CMV).

3.3.5 Vetores lentivirais de 12 Geracao

Os vetores lentivirais de primeira geragcdo apresentam trés plasmideos: o
vetor do capsideo, responsavel pela codificagdo das proteinas estruturais do
capsideo e matriz e das enzimas virais; um vetor do envelope com o gene original
env substituido pelo VSV-G e um vetor de expressdo com a construgdo desejada
(Figura 9A). O vetor do capsideo apresenta os genes originais do HIV-1 de
codificacdo das proteinas estruturais € enzimas gag e pol, os genes regulatérios tat
€ env e 0s genes acessorios vif, vpr, vpu, nef, com remocgao parcial apenas do gene
env. O envelope € codificado pelo gene VSV-G presente no vetor do envelope.
Esses dois vetores sdo desprovidos de sinal de empacotamento (V) e das
sequéncias LTR regulatérias do HIV-1, a fim de evitar a formagcdao de RCLs. A
expressao desses vetores na célula produtora € regulada pelo promotor CMV ou
RSV (promotor do Virus do Sarcoma de Rous). As sequéncias LTR e W estéo
presentes apenas no vetor de expressao, portanto apenas o0 mRNA desse vetor é
empacotado na formacdo dos virus. O vetor de expressdo apresenta ainda a
sequéncia RRE e um promotor interno para regular a expressdao do transgene
(SAKUMA; BARRY; IKEDA, 2012). Essa primeira geracao de vetores lentivirais foi
especialmente desenvolvida de forma a evitar a formacdo de RCLs, com aumento
da biossegurancga na sua utilizagdo. Entretanto, a presenga das sequéncias LTR no
vetor de expressao, que possuem a sequéncia U3 promotora do HIV-1, poderiam
ativar proto-oncogenes quando inseridos no genoma da célula-alvo. Além disso, os
elementos vif, vpr, vpu e nef estdo relacionados a patogenicidade do virus e
apresentam acao citostatica e citotéxica (DELENDA, 2004; COCKRELL & KAFRI,
2007). A identificacao dos elementos dispensaveis a agao integrativa do vetor foi
essencial para o desenvolvimento de vetores de 22 geragdo, com seguranga

aumentada.



43

3.3.6 Vetores lentivirais de 22 Geracao

Para os vetores de 22 geragédo houve a remogao dos genes acessorios vpr,
vif, vpu e nef do cassete do capsideo, que foi composto, portanto, apenas pelos
genes gag, pol, tat e rev. Os demais vetores permaneceram inalterados (Figura 9B).
Os genes vpr, vif, vpu e nef sdo importantes para a replicagdo do HIV-1 em células
primarias in vivo. O HIV-1 desprovido de vif ndo apresenta replicacdo quando
infectados em linfocitos, pois a proteina vif € necessaria para inativar alguns fatores
antivirais da célula hospedeira (FOUCHIER et al., 1996; HARRIS et al., 2003). Sabe-
se também que a proteina vpu age de forma semelhante, neutralizando o agente
antiviral Tetherina da célula infectada (NEIL; ZANG; BIENIASZ, 2008; SAKUMA et
al., 2009). Além dessas, a proteina nef promove a degradagdo de proteinas do
hospedeiro, como as proteinas MHC de classe | e CD4, promovendo uma evasao do
sistema imune e maior produgao de virus (COLLINS et al., 1998). Apesar de serem
importantes para a infecgdo do HIV-1, a remogao desses genes do vetor lentiviral
nao afeta sua atividade. A seguranca nesses vetores foi melhorada com a multipla
atenuagao dos genes virais, entretanto a possibilidade de ativagcdo de proto-
oncogenes adjacentes ao local de insergédo do vetor de expressao pelo promotor U3
presente na sequéncia LTR ainda € possivel. Essas e outras modificacbes foram
necessarias nos vetores de 32 geracédo para construgdo de vetores mais seguros
(ZUFFEREY et al., 1997) .

3.3.7 Vetores lentivirais de 32 Geragao

Nos vetores de 32 geracdo, modificagbes foram realizadas no vetor do
capsideo e de expressdo. No vetor do capsideo houve a remogao do gene tat e
separagcdo do gene rev em um quarto plasmideo, aumentado a dificuldade de
recombinacdo dos plasmideos e formacdo de RCLs. No vetor de expressao, a
sequéncia 3'LTR foi modificada para producéo de vetores auto-inativantes (SIN — do
inglés Self-inactvating) e o promotor U3 da regido 5LTR foi substituido por um
promotor forte (CMV ou RSV) para regular a expressdo do vetor (Figura 9C). O
gene tat é indispensavel para transcrigao do provirus integrado ao genoma no ciclo
de infeccdo do HIV-1. Ele reconhece o sitio TAR presente na regido 5'LTR,
regulando a regido promotora U3, que ativa a transcrigdo do genoma. A remocéao do
gene tat foi possivel devido a substituicdo do promotor U3 5LTR no vetor de
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expressao. A agcao promove a independéncia de tat na transcricdo do vetor, sem
afetar a eficiéncia de producéo (DULL et al., 1998; KIM et al., 1998).

A construgdo de vetores SIN ja havia sido bem-sucedida para vetores
baseados em MLV e a mesma abordagem foi realizada para os vetores baseados
em HIV-1 (YU et al., 1986). O vetor SIN é construido pela remogao de parte do U3
(AU3) na regido 3’'LTR, o que promove a inativagdo da atividade promotora e
enhancer presente nessa sequéncia. No ciclo normal do HIV-1, as regides LTR das
extremidades 5 e 3’ do provirus sao igualmente compostas pelas regides U3, R e
US. Enquanto a regido 5 U3 age como promotor, a regido 3’ R funciona como sitio
polyA que sinaliza o final da transcricdo, que ocorre de 5R a 3'R. O RNAm
produzido na transcrigdo do vetor ndo possui, portanto, regidao 5’U3 promotora. Essa
regido € produzida por duplicacdo da 3'U3 durante a transcricdo reversa no
complexo de integracdo, portanto uma exclusao da sequéncia 3'U3 do material a ser
integrado leva a mesma exclusdo na sequéncia 5’U3 duplicada durante a insergéo.
Nos vetores SIN, a transcricdo do RNAm do vetor de expressao na célula produtora
€ regulada por um promotor diferente do 5'U3 e toda regido consecutiva ao promotor
€ transcrita. O sinal de empacotamento presente no RNAm do vetor de expressao
faz com que esse seja corretamente empacotado na formagao das particulas virais.
Quando as particulas virais sdo transduzidas na célula-alvo, a delegao 5’U3 é
transferida por duplicagao para a regido 5’LTR, formando um vetor integrado incapaz
de se replicar. A expressao da construgcao génica desejada é regulada pelo promotor
interno e os MRNAs gerados nao possuem o sinal de empacotamento (MIYOSHI et
al., 1998; ZUFFEREY et al., 1998; GINN et al., 2003).

A produgéao de vetores SIN aumenta a seguranga dos vetores lentivirais de
3?2 geragao por diversos motivos: 1) a formagao de RCLs é pouco provavel, visto que
a regiao promotora original do virus esta desligada no material integrado; 2) a
ativacao de proto-oncogenes adjacentes ao local da insergdo por atividade
promotora da regidao 3'U3 é evitada ; 3) a translocagédo da construgao inserida por
empacotamento da mesma apds infecgao por um tipo selvagem de virus é reduzida
pois 0 mMRNA transcrito no vetor integrado nao apresenta sinal de empacotamento e
4) a interferéncia transcricional pelas sequéncias LTR é reduzida (PICANCO-
CASTRO, 2008; SAKUMA; BARRY; IKEDA, 2012).

Outras modificagdes foram feitas no vetor de expressao para melhorar sua

eficiéncia. As sequéncias cPPT e CTS foram adicionadas para melhorar a
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importacdo do complexo de integragdo para o nucleo (SIRVEN et al., 2000) e a
adicdo do elemento regulatoério da transcricdo do virus da hepatite de marmota
(WPRE) aumenta a estabilidade de transcrito e a expressédo (ZUFFEREY et al,,
1999).

3.4 Aplicagdes dos Vetores Lentivirais

Vetores lentivirais tém sido usados eficientemente na transdugao de grande
variedade de tipos celulares, em tanto em células em divisdo, quanto estacionarias,
como: células hematopoéticas, células dendriticas e neurdnios (NALDINI et al.,
1996b; DULL et al., 1998; POESCHLA et al, 1998; DEMAISON et al., 2002). O
interesse em sua utilizagdo reside-se no fato desses vetores serem capazes de
infectar células em divisdo e estacionarias e ainda por integrar o DNA no genoma
hospedeiro. Nesses vetores, o DNA clonado no vetor de expresséo é integrado ao
genoma e expresso pela maquinaria celular. A expressdo € guiada pelo promotor
interno da construgcado génica do vetor de expressdo, que também é integrado ao
genoma. Por estar integrada, a construgdo € ainda replicada durante a divisao
celular, gerando células descendentes que também expressam o gene (MILLER,
1997).

Os vetores de expressao lentivirais podem ser construidos com estruturas
génicas complexas, para produ¢cdo de uma ou mais proteinas pela célula. Para isso,
sao produzidos vetores multigénicos, nos quais a mesma construgdo génica guia a
producdo de duas ou mais proteinas. Esse processo pode ser feito através da
insercdo de mais de um cassete de expressao no vetor, no qual cada proteina é
expressa independentemente, cada qual guiada por um promotor diferente (YU et
al., 2003), ou através da construgcao de vetores policistrénicos, no qual a expressao
dos genes é regulada por um mesmo promotor interno. Na construgado de vetores
policistrénicos, as sequéncias génicas sao ligadas por um componente IRES (Sitio
interno de ligagado do ribossomo), que possibilita a expressao de duas proteinas
independentes transcritas pelo mesmo promotor (ZHU, 2001) ou pela adigdo do
peptideo 2A, que cliva a poliproteina produzida em proteinas independentes
(SZYMCZAK et al., 2004).

Sendo assim, os vetores lentivirais podem ser utilizados para expressao de
diversas construgdes génicas de forma duradoura nas células de interesse. A

utilizagcado de promotores internos especificos a determinadas linhagens celulares na
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construcao lentiviral a ser transduzida pode ser uma alternativa para expressao
direcionada de genes. As constru¢cdes podem ser transduzidas com o objetivo de se
expressar genes constitutivos para analise do desenvolvimento celular ou para
producao de proteinas recombinantes. (KOOTSTRA; MATSUMURA; VERMA, 2003;
DA ROSA et al., 2012). Vetores lentivirais também podem ser usados para produgao
de animais transgénicos (MCGREW et al., 2004), para regulagdo da expressao
génica na célula-alvo, através do fornecimento a essa de fatores para regulagéo
transcricional ou pés-transcricional (MILLER, 1997) e para reprogramacao celular
através da expressao de fatores de transcricao especificos (PICANCO-CASTRO et
al., 2011). A construgcado de vetores lentivirais através de modificagcbes moleculares
ou insergao de transgenes de interesse € importante para diversas aplicagdes em
biotecnologia. Entre os vetores virais disponiveis para transferéncia génica, os
vetores lentivirais foram escolhidos devido sua capacidade de se inserir no genoma

da célula hospedeira e de transduzir células que nao estdo em divisao.

3.5 NRF2 (Nuclear Factor Erythroid-2—Related Factor 2). Estrutura, expressao
génica e fungao.

As células estdo constantemente sendo expostas a diferentes substancias
téxicas que podem leva-las a danos irreversiveis, tais como xenobidticos, drogas e
raios U.V. (Raios ultravioletas), além de produtos enddgenos, como espécies
reativas de oxigénio (ROS), hidroperoxidos e quinonas (RAHMAN, 2007). Se as
células ndo forem checadas constantemente, esses estresses levam posteriormente
a alteragdes fisioldgicas. Para se protegerem de tais problemas, as células
desenvolveram mecanismos adaptativos que evitam que substancias que levam ao
estresse continue sendo téxicas, o que inclui diversos genes de fase Il de defesa,
como por exemplo, NQO1, NQO2, Glutationa transferase (GST), Glutationa redutase
(GR), Glutationa peroxidase (GPx), HO-1 e SOD1, sendo este ultimo também
regulado em macréfagos pela infecgéao por L. amazonensis (VIVARINI et al, 2011).

Na via de sinalizagdo de NRF2, ambas as expressdes constitutivas e
induzidas de um arsenal de genes incluem a atividade de um elemento regulatério
no promotor denominado ARE (Antioxidant Responsive Element) (WASSERMAN &
FAHL, 1997). A ativacdo da transcricdo desses genes através da regiao ARE é
controlada por uma familia de fatores chamada Cap’n’Collar (CNC) que inclui quatro
membros: NRF1, NRF2, NRF3 e p45-NF-E2 (CHAN et al, 1995; MOTOHASHI et al,
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2002). Os fatores transcricionais NRF1 e NRF2 s&o ubiquamente expressos,
enquanto NRF3 esta restrito a células placentarias e hepaticas, e NF-E2 a eritrocitos
(SANKARANARAYANAN & JAISWAL, 2004). Estudos em camundongos knockout
revelam que NRF1 e NRF2 apresentam distintos fendtipos e diferentes papéis.
Enquanto NRF1 é essencial na embriogénese, camundongos NRF2 knockout sao
viaveis e ndo exibem muitos defeitos fenotipicos, exceto por serem altamente
sensiveis a problemas oxidativos (CHAN et al, 1996; KWAK et al, 2001).

NRF2 é reportado como o principal mediador celular na adaptagao a estresse
oxidativo (desequilibrio entre a producdo de ROS e sua remogédo através de
sistemas enzimaticos ou ndo enzimaticos) (KASPAR et al, 2009). A estrutura génica
do NRF2 humano consiste em quatro exéns e 1770 nucleotideos, pouco diferente do
gene murino, com cinco éxons e 1794 nucleotideos. Apesar dessas pequenas
diferengas, encontramos na regido proximal do promotor do gene NRF dois sitios
regulatorios denominados AREL-1 e AREL-2 (Antioxidant Responsive Element Like),
cuja localizagdo no promotor murino é -492 e -754 respectivamente (KWAK et al,
2002). O tratamento com D3T (3H-1,2-dithiole-3-thione) uma molécula
anticarcinogénica, induziu a ligacdo de NRF2 preferencialmente no sitio AREL-2,
permitindo uma autoregulagdo positiva, culminando consecutivamente em uma
persistente indugcdo de genes da fase Il de resposta antioxidativa (KWAK et al,
2002). Em outro estudo visando o entendimento da regulagao génica de NRF2, Yu e
colaboradores (2010) demonstraram que existem distintos sitios alvos de metilagao
localizados em ilhas CpG flanqueando o exén 1, principalmente na regido proximal
do promotor em modelos murinos de cancer de prostata. Além desses sitios, ha
também modificacdes de histonas através da atividade de histonas deacetilases
(HDACs) que auxiliam na repressao génica de NRF2, evidenciando, em conjunto,
que existe uma regulagao epigenética desse fator transcricional.

A estrutura protéica do NRF2 contém dominios distintos e com fungdes
especificas: Neh1 a Neh6 (Figura 10). O dominio Neh1 contém regides de
localizacdo nuclear, de exportacdo nuclear, e de heterodimerizacao e ligacdo ao
DNA. A regido Neh2 esta associada a ligagdo com seu inibidor Keap1 (Kelch-like
ECH-associated protein1) e a sua regulagéo pés-traducional, assim como a regiao
Neh3, que também é regulada por modificagdes como a fosforilagao da tirosina 568.
Ja as regidbes Neh4 e Neh5 apresentam atividade de transativagdo quando

associadas ao coativador CBP/p300, e o dominio Neh6 é alvo de diversas
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modificagdes pods-traducionais independente de Keap1 (Figura 10) (ZHANG et al,
2013).
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Figura 9: Dominios funcionais de NRF2 e sua interagdo com outras proteinas (Retirado de ZHANG et
al., 2013 — Progress in Neurobiology).
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3.5.1 Via de sinalizagdo de NRF2 e suas interagbes

A regulagcdo de NRF2 é principalmente feita pelo seu inibidor denominado
Keap1 (DHAKSHINAMOORTHY & JAISWAL, 2001). O complexo protéico
NRF2/Keap1 é um potente sensor oxidativo que, em condigdes normais, Keap1
juntamente com a Ubiquitina E-ligase Cullin-3 levam o NRF2 constantemente para
degradagao no proteassoma 26S. Na resposta a diferentes tipos de estresses, NRF2
€ dissociado de seu inibidor através de distintas modificagdes pds-traducionais em
Keap1 e em NRF2, levando-o ao nucleo e coordenando a expressao de diversos
genes (Figura 11). No nucleo, NRF2 se dimeriza com outros fatores transcricionais,
como Maf ou Jun, aonde irdo se associar fisicamente a regido regulatoria ARE em
distintos promotores (SYKLOTIS & BOHMANN, 2010).

Oxidants
Electrophiles
Lipoic acid
Sulforaphane

]

—

Figura 10: Via de ativagdo e regulagdo negativa de NRF2 sob distintos estimulos (Retirado de
SYKLOTIS & BOHMANN, 2010 — Science).

Recentemente, foi sugerida a estreita relagdo entre a via de NRF2 e alguns
microRNAs, tanto regulando NRF2 quanto seu inibidor Keap1. Tendo como alvo
Keap1, o miR-200a € inibido em células de origem de cancer de mama, permitindo a
constante degradacdo de NRF2 e progressao do tumor (EADES et al, 2011). Ja
como alvo o NRF2, diversos trabalhos demonstraram que o miR-144, miR-28, miR-

27a, miR-142 e o miR-153 conseguem inibir a tradugdo de NRF2 por parear com
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distintas regides do transcrito (SANGOKOYA et al, 2010; GRAESER et al, 2011
YANG et al, 2011; NARASIMHAN et al, 2012).

NRF2 é considerado o principal regulador do estado redox. Para ter essa
importante fungdo, consegue interagir com inumeras proteinas, regulando
aproximadamente 200 genes diretamente. Em virtude disso, alguns trabalhos
estudam as interagbes de NRF2 em escala global, criando redes de interatoma e
reguloma associada a NRF2 (PAPP et al, 2012; TUREI et al, 2013) (Figura 12).
Essas interagdes irao determinar sua atividade ou repressédo, dependendo das

condicbes em que a célula se encontra e com qual complexo protéico esta

interagindo.

96 00
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Figura 11: Rede de Interatoma e Reguloma proposto para NRF2. Ligagbes de ativacdo sao
mostrados em verde, ligagdes inibitérias s&o mostradas em vermelho. As interagbes ndo direcionadas
tém cor preta. Interacbes diretas sdo apresentadas com linhas solidas, interagdes indiretas com
linhas tracejadas. (Retirado de PAPP et al, 2012 - FEBS Lett).

A ativacdo de NRF2 por modificagdes covalentes tem sido extremamente
descrita nos ultimos anos. Alguns trabalhos tém demonstrado que a modulagao de
histonas acetil-transferases (HATs) e histonas deacetilases (HDACs) apresentam
papeis fundamentais para a dinamica da via de Keap1/NRF2. Em 2011, Kawai e

colaboradores demonstraram que proteinas da familia CREB, uma histona
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acetiltransferase, induzem a ativagcdo de NRF2 e de seus genes alvos. Ao mesmo
tempo, esses mesmos autores demonstram que os residuos Lys588 e Lys591 séo
alvos de deacetilagcdo por proteinas denominadas SIRT1 (NAD-dependent
deacetylase sirtuin-1). Mercado e colaboradores (2011) demonstraram que a HDAC2
(Histona deacetilase 2) favorece a atividade de NRF2, haja visto que apds sua
inibicdo com shRNA-HDAC2, o tratamento com H,0O,, forte indutor de NRF2, ndo
teve significativo efeito em genes regulados por esse fator transcricional,
demonstrando que modificagdes pos-traducionais como a deacetilagdo via HDAC2
permitem uma maior estabilidade protéica desse fator transcricional. Em
contrapartida, o tratamento com TSA (Tricostatina A), inibidor geral de histonas
deacetilases, em células neuronais demonstrou ser importante para inibir a
expressao de Keap1, aumentar a dissociagcao entre Keap1 e NRF2, além de induzir
a translocacdo nuclear de NRF2 e a transcrigdo de genes alvos desse fator
transcricional, como Heme-oxigenase-1 (HO-1) e NAD(P)H:quinona oxiredutase-1
(WANG et al, 2012).

Diversos outros trabalhos demonstraram o possivel antagonismo entre a via de
NRF2 e NFkB. A interagao entre p65 e Keap1 reprime a via de NRF2-ARE, segundo
Yu e colaboradores (2011), reprimindo diversos genes regulados por NRF2. Além de
NFkB, Keap1 também tem como alvo a quinase IKK[, adicionando mondmeros de
ubiquitina, levando-a a degradacgédo e impedindo a ativagdo de NFkB (KIN et al,
2010; TIAN et al, 2012).

A maneira com que NRF2 interage com outras proteinas esta diretamente
relacionada com distintas modificacbes pods-traducionais. NRF2 é fosforilado em
multiplos sitios ao longo de sua cadeia polipeptidica, principalmente por PKC s,
PERK, GSK3 e diversas MAPKs. A fosforilagdo por PKCe, No residuo de serina-40
de NRF2 permite sua dissociagcdo de Keap1 e sua posterior translocagao para o
nucleo, ativando diversos genes (BLOON & JAISWAL, 2003; NITURE; JAIN;
JAISWAL, 2009). Diversos membros da familia das MAPK, como JUNK1/2, ERK2 e
p38MEKKS3/4, conseguem também fosforilar em distintos residuos de serina e ativar
NRF2, contribuindo para a resposta antioxidante (SUN et al, 2009).

Poucos, mas significativos trabalhos demonstram vias alternativas de
repressdo de NRF2, ou seja, independente de Keap1 e de microRNAs.
Recentemente verificado, uma via alternativa de inibicdo de NRF2 seria dependente

da ativagdo de GSKS3, que interage através do dominio Neh6, facilitando a acao de
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ubiquitinas-ligases e levando esse fator a degradacao (Figura 13) (RADA et al,
2012; CHOWDHRY, et al, 2013). A fungdo de GSK3 ja tinha sido demonstrada
indiretamente na repressao da atividade de NRF2, onde fosforilava a proteina Fyn
no residuo Thr12, levando sua translocacao nuclear e recrutando NRF2 do nucleo
para o citoplasma através da fosforilagcdo na Tirosina-568 de NRF2, levando-o
posteriormente a degradagdo no proteassoma 26S (JAIN & JAISWAL, 2007). O
trabalho de Chen e colaboradores (2012) estudaram a acdo de um composto
denominado 4-Ketopinoresinol (4-KPR) em células de carcinoma, um ativador de
proteinas antioxidantes cujo elemento regulatério ARE estava contido nos
promotores de seus genes. Eles verificaram que o tratamento com 4-KPR resultou
na fosforilagdo de Akt e subseqlente translocacdo nuclear de NRF2, suprimindo o

estresse oxidativo intracelular e por consequéncia danos no DNA.
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Figura 12: NRF2 é controlado por duas vias distintas e em dois dominios diferentes. Modelo de
regulacdo negativa de NRF2 pela via de Keap1 no dominio Neh2 e por GSK3 no dominio Neh6
(Retirado de CHEN et al, 2012).
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Nao ha muitos relatos frente a interagdo entre componentes das vias de
Interferon com a sinalizagcdo de NRF2. Croze e colaboradores (2013), através de
ensaios de PCR-array, demonstraram que o tratamento com IFN-B em pacientes
com Esclerose Multipla ativava positivamente genes envolvidos com o metabolismo
de mitocdndria, com a regulagdo imune e com processos anti-oxidativos, incluindo o
NRF2. Em outro trabalho, células linfoblasticas foram expostas a Arsénico
inorganico, um contaminante ambiental, e verificaram que componentes das vias de
IFN-I e NRF2 estavam ativados e sendo expressos (CORDOVA et al, 2014). A
producao de IFN-y é atenuada a nivel transcricional frente a ativacdo de NRF2 por
seus ativadores tBHQ (tert-butylhydroquinone) e BHA (butylated hydroxyanisole),
enquanto induzem a producao de citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13
(ROCKWELL & KLAASSEN, 2008; ROCKWELL et al, 2012). Esse controle negativo
nos transcritos de IFN-y ja foi muito bem caracterizado quando PKR esta ativada
(BEN-ASOULI et al, 2002; KAEMPFER, 2006; SHARMA et al, 2011), possivelmente

havendo alguma convergéncia entre as vias de PKR e NFR2 na producéo de IFN-y.

4. Justificativa

O nosso grupo, em recente publicagdo, utilizou silenciamento transiente para
o fator transcricional NRF2, regulador positivo de genes antioxidativos,
demonstrando que a infecgcdo por L. amazonensis é dependente dessa proteina na
via de sinalizagdo da proteina quinase R (PKR), envolvida classicamente na
resposta a infeccdes virais (Vivarini et al., 2017).

Neste Contexto, 0 mecanismo de RNAI utilizando shRNA (short hairpin RNA)
através de vetor lentiviral surgiu como um método mais estavel e eficiente na
reprodutibilidade experimental para inibir a expressao génica do fator transcricional
NRF2, nos permitindo utilizar esta ferramenta para diferentes estudos em nosso

grupo.
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5. Material e Métodos

5.1 Preparo de bactérias competentes

Para producgao, uma aliquota da bactéria ndo competente de Escherichia coli
cepa DH5a foi semeada em meio LB-agar (Luria-Bertani) sem antibidtico e incubado
em estufa a 37 °C por 16 horas. Uma colbnia foi selecionada e inoculada em 5 mL
de meio LB-liquido sem antibidtico e incubado sob agitagdo constante nas mesmas
condicdes. 1 mL das bactérias crescidas no dia anterior foi inoculada em 100 mL de
meio LB-liquido em Erlenmeyer estéril de 1000 mL a 37 °C sob agitagao durante 1
hora e 30 minutos a 3 horas até atingir a Densidade Optica — DO (600nm) de 0,3,
apurada em leitura por espectrofotdmetro (Celm E-210). Ao atingir a DO necessaria
a cultura foi deixada em gelo por 10 minutos e centrifugada a 3700 RPM — 10
minutos — 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 10
mL de CaCl, 0,1 M gelado e incubado por 20 minutos no gelo e centrifugado nas
mesmas condicdes. Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado
gentilmente ressuspendido em 5 mL de CaCl, 0,1 M + 15 % de glicerol e aliquotado

em criotubos com 100 pL das bactérias e armazenadas a -80 °C.

5.2 Vetores plasmidiais
5.2.1 Obtencéao dos plasmideos

Para a obtengdo em larga escala, realizamos a transformagao da linhagem
E. coli DH5a e extragcao dos seguintes plasmideos:

e pLKO.1 puro-shMission-NRF2 — Sigma-Aldrich (esqueleto lentiviral de 32
geragao que contém a sequéncia shRNA de interesse. Usa puromicina para
selecdo) (Figura 14).

e pMD2G (plasmideo de expressao do envelope viral VSV-G - virus da
estomatite vesicular) (Figura 15A)

e pSPAX2 (plasmideo de empacotamento lentiviral de 22 geragao) (Figura
15B).
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CCGGGCTCCTACTGTGATGTGAAATCTCGAGATTTCACATCACAGTAGGAGCTTTTT

CCGGGCACCTTATATCTCGAAGTTTCTCGAGAAACTTCGAGATATAAGGTGCTTTTT

CCGGCCCTGTTGATTTAGACGGTATCTCGAGATACCGTCTAAATCAACAGGGTTTTT

CCGGCCGGCATTTCACTAAACACAACTCGAGTTGTGTTTAGTGAAATGCCGGTTTTT

CCGGGCAGCAAACAAGAGATGGCAACTCGAGTTGCCATCTCTTGTTTGCTGCTTTTT

Figura 13: Plasmideo shRNA mission e constru¢des para silenciar NRF2 (Sigma-Aldrich). (A) Figura
do plasmideo utilizado e o mecanismo de hairpin originado a partir das sequéncias de shRNA. (B)
Construgbes comerciais utilizadas para testar o silenciamento de NRF2 humano. Todos os
plasmideos foram validados pela Sigma-Aldrich com seus respectivos niveis de knockdown.
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Figura 14: Mapa dos plasmideos utilizados para produgdo dos vetores lentivirais. (A) pMD2G -
plasmideo de expressao do envelope viral VSV-G — virus da estomatite vesicular, responsavel pela
formacgéo das proteinas do envelope. (B) pSPAX2 - plasmideo de empacotamento lentiviral de 22
geragao contém informacgdes para produgdo das proteinas Gag e Pol, responsaveis pela montagem
do capsideo e produgéo de enzimas virais.

5.2.2 Transformacgéao da linhagem E. coli DH5a

Para a transformacdo, utilizamos aliquotas de 100 uL de bactérias
competentes. Previamente antes da transformagdo, as bactérias foram
descongeladas e mantidas em gelo. Para cada aliquota foi adicionado 1 uL do
material a ser transformado (plasmideos construidos com as sequéncias de
correspondéncias dos genes alvos de NRF2 na concentracdo de 20 ng/uL) e
deixado em gelo por 10 minutos. A transformagédo se deu por choque térmico,
submetendo a bactéria a 42 °C por 1 minuto seguido de 2 minutos no gelo, visando
desestabilizar as membranas de parede celular. Imediatamente apds o choque
térmico, adicionamos 1 mL de meio LB-liquido e incubamos a 37 °C por 1 hora. Em
seguida, plaqueamos o material em LB-agar contendo 100 upg/mL de ampicilina

(USB) para a selegao de colbnias positivas em estufa 37 °C por 24 horas.

5.2.3 Extragdo de DNA plasmidial em baixa escala — miniprep
ApoOs a transformacgado, col6nias positivas isoladas foram selecionadas e

inoculadas em 5 mL de meio LB-liquido contendo 100 ug/mL de ampicilina e
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incubadas sob agitagao constante a 37 °C por 16 horas. Apés esse periodo 1 mL da
cultura foi separado para confecgcdo de estoques e os 4 mL restantes foram
centrifugados a 16.000 g por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado submetido a extracdo plasmidial com a utilizagdo do Monarch® Plasmid
Miniprep kit (New England BiolLabs®,;) seguindo instrugdes do fabricante. O
precipitado foi ressuspendido com 200 pL de tampdo de ressuspensdo B1(S-
adenosilmetionina) e lisado com 200 uL do tampéao de lise B2 (dodecil sulfato de
sodio e hidroxido de sodio) e incubado por 1 minuto a temperatura ambiente. A essa
mistura foi adicionado 400 pL de tampdo de neutralizacdo B3 (cloridrato de
guanidina, cloreto de potassio e hidroxido de potassio) e incubado por 2 minutos a
temperatura ambiente, apds esse periodo foi centrifugado a 16.000 g para
separacao dos restos celulares. O sobrenadante foi transferido para a coluna de
purificacdo e centrifugado a 16.000 g por 1 minuto. O eluido foi descartado e 200 pL
do tampéo 1 de lavagem foram adicionados a coluna e incubados por 5 minutos
seguido de nova centrifugacao. Novamente o eluido foi descartado e adicionado 400
ML do tampdo 2 de lavagem e um novo ciclo de lavagem foi realizado. Apds as
lavagens a coluna de centrifugacao foi transferida para um tubo Eppendorf de 1,5
mL e ao centro da coluna foi adicionado 30 pL do tampé&o de eluicao de DNA e
incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente. Uma nova centrifugagdo foi
realizada. O material extraido foi quantificado em aparelho Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific®) e armazenado a -20 °C. A integridade do plasmideo foi realizada através
de gel de agarose 1 % em tampao TAE 1X (item Solugdes), corado com brometo de
etideo em um volume final de 0,05 pl/mL. Paralelamente as amostras foi adicionado
um padrédo de peso molecular (Lambda DNA/Hindlll Marker — Thermo Scientific)
para medi¢cao aproximada do tamanho DNA. A corrida eletroforética ocorreu em TAE

a 90 volts, e o DNA foi visualizado utilizando um transluminador de luz ultravioleta.

5.2.4 Extragcdo de DNA plasmidial em larga escala — Maxiprep

Foi inoculado 1 mL do estoque da cultura bacteriana em Erlenmeyer de 1000
mL estéril com 300 mL de meio LB-liquido (item Solugbes) contendo 100 pg/mL de
ampicilina e incubadas sob agitagao constante a 37 °C por 16 horas. A extragdo em
larga escala das culturas bacterianas foi feita utilizando-se o PureYield™ Plasmid
Maxiprep System Kit (Promega) seguindo instru¢cdes do fabricante. Apds o periodo

de incubagdo, 300 mL da cultura bacteriana foi centrifugado a 5.000 g por 10
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minutos e descartado o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em 12 mL de
solugdo de ressuspensdo (Resuspension Solution) e lisado com 12 mL de
suspensao de lise (Cell Lysis Solution) e misturado invertendo gentilmente o tubo de
3 a 5 vezes e incubado a temperatura ambiente por 3 minutos e depois foram
adicionados 12 mL de solugdo de neutralizagdo (Neutralization Solution) e
misturados invertendo gentilmente o tubo de 10 a 15 vezes e em seguida foi
centrifugado a 14.000 g por 20 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para uma coluna de purificagdo sendo aplicado sobre a mesma um
sistema a vacuo, apdés a passagem do sobrenadante pela coluna o eluido foi
descartado e logo em seguida foram acrescentados 5 mL da solugédo de lavagem e
remogao de endotoxinas (Endotoxin Removal Wash) e aplicado vacuo novamente e
0 eluido descartado e lavado mais uma vez com 20 mL de solugdo de lavagem
(Column Wash). Apos as lavagens, a coluna de centrifugacao foi transferida para um
tubo Falcon de 50 mL e ao centro da coluna foi adicionado 1 mL de agua (Nuclease-
Free Water) e centrifugado a 2.000 g por 5 minutos. O material extraido foi
quantificado em aparelho Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®) e armazenado a -20
°C.

5.3 Linhagens celulares e condi¢des de cultivo

A linhagem HEK 293FT (Life Technologies) derivada de células renais
embrionarias humanas foi utilizada para o empacotamento e produgcdo das
particulas lentivirais. A linhagem foi cultivada em meio de cultura Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (Gibco™), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco™), 1% de solugdo antibiética/antimicética (Gibco™) contendo 10.000 U/mL
de penicilina, 10.000 ug/mL de estreptomicina e 25 pyg/mL de anfotericina B, e para a
selecao das linhagens celulares foi adicionado geneticina (G418 — Gibco™) na
concentracdo de 500 pg/mL. As células eram aderidas com um in6culo de 10°
células por garrafas de cultura de 75cm? para repiques e manutencéo e crescidas
em estufa com tensdo de 5% de CO; a 37°C. Os repiques das culturas foram
realizados a cada dois dias, sendo as células lavadas duas vezes com tampéo PBS
e removidas das placas com Tripsina 0,2% acrescida de 0,5mM de EDTA (Sigma
Aldrich). A tripsina era inativada com a adicdo do mesmo volume do meio completo.
A suspenséo de células foi centrifugada a 600 g por 5 min e o sedimento foi entdo

ressuspenso em DMEM nas mesmas condicdes citadas e as células plaqueadas.



59

A linhagem HeLa (ATCC® CCL-2™) derivada de células de adenocarcinoma
cervical humano foi utilizada para transducdo das construgdes shRNA. A linhagem
foi cultivada em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco™),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco™) e 1% de solugéo
antibidtica/antimicotica (Gibco™) contendo 10.000 U/mL de penicilina, 10.000 ug/mL
de estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina B. Para indculo, manutengédo e
repiques as células foram submetidas as mesmas condi¢gdes das células HEK 293
FT.

5.4 Transfecgao — Producgao dos Lentivirus (Protocolo de TEIXEIRA et al., 2015)
Células HEK 293FT foram transfectadas com 5.3 pg do plasmideo de
formacao do envelope viral (pMD2.G), 13.25 ug do plasmideo de empacotamento
viral (pSPAX2) e 18 pg de plasmideo formando o core (shpLKO). As construgdes
para o silenciamento de NRF2 (shpLKO NRF2 1, 2, 3 e 5) foram obtidas da SIGMA-
ALDRICH (Figura 14). A célula HEK 293FT foi semeada no dia anterior a
transfecgdo em placas de 14x10 cm a uma concentragdo de 1x10’ células por placa
em 10 mL de meio DMEM GIBCO, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
de solucdo antibidtica/antimicética contendo 10.000 U/mL de penicilina, 10.000
pg/mL de estreptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B e 500 yg/mL de geneticina.
No dia seguinte, o meio das células foi removido e a monocamada celular foi lavada
duas vezes com 5 mL de PBS aquecido e adicionado 10 mL de meio DMEM GIBCO
com 10% SFB GIBCO sem antibiéticos. Os plasmideos foram incubados em 3 mL de
Optimem (Gibco™) (Mix 1) e 108 uL de Lipofectamina 2000 (/nvitrogen™) foram
incubados por 5 minutos em 3 mL de Optimem (Mix 2). As duas reag¢des foram
misturadas e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a
solucdo foi adicionada as células e acrescentado mais 10 mL de meio DMEM
GIBCO (sem antibiético) suplementado com 10% de SFB GIBCO e incubadas por 6
horas em estufa de CO, a 37 °C perfazendo um total de 26 mL de meio de cultura e
Optimem. Apos esse periodo removemos os 26 mL e foi adicionado 25 mL de
DMEM GIBCO sem antibiético e suplementado com 10% de SFB. No terceiro e
quarto dia, o sobrenadante contendo os lentivirus foi recolhido sempre repondo a
mesma quantidade de meio de cultura e centrifugado a 2000 RPM, por 10 minutos a
4 °C para remover restos celulares. Esse sobrenadante foi entdo centrifugado a

20.000 RPM por 2 horas em ultracentrifuga para separagao das particulas virais. Os
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virus foram ressuspensos em 100 pL de tampao HBSS e aliquotados e

armazenados a -80 °C.

5.5 Transdugédo das particulas virais (Protocolo de TEIXEIRA et al., 2015)

Vinte e quatro horas antes da transducgao, as células HelLa foram plaqueadas
a uma concentracdo de 5x10° células por pogo em placa de 24 pogos com 250 pL
de meio DMEM GIBCO, suplementado com 10% SFB, 1% de solugédo
antibidtica/antimicoética contendo 10.000 U/mL de penicilina, 10.000 pg/mL de
estreptomicina e 25 yg/mL de anfotericina B. No dia seguinte o meio foi trocado e a
monocamada celular lavada 2x com tampao PBS e colocado novamente 250 uL de
meio DMEM GIBCO sem antibiéticos, suplementado com 10% de SFB e adicionado
10 pL de virus com 4pg/mL de polybreno (Santa Cruz Biotechnology) e incubadas
por 24 h em estufa com 5% de CO, a 37 °C. Para controle da selecao utilizamos

células WT sem adicionar os virus.

5.6 Transfecgdo — Produgédo dos Lentivirus (Protocolo modificado de TEIXEIRA et
al., 2015)

Células HEK 293FT foram transfectadas com 5.3 ug do plasmideo de
formacgao do envelope viral (pMD2.G), 13.25 pug do plasmideo de empacotamento
viral (pSPAX2) e 18 pg de plasmideo formando o core (shpLKO). As construcoes
para o silenciamento de NRF2 (shpLKO NRF2 1, 2, 3 e 5) foram obtidas da SIGMA-
ALDRICH (Figura 14). A célula HEK 293FT foi semeada no dia anterior a
transfecgdo em garrafa de 75 cm? a uma concentracdo de 2,5x10° células por
garrafa em 8 mL de meio DMEM GIBCO, suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de solugado antibiética/antimicética contendo 10.000 U/mL de penicilina,
10.000 pg/mL de estreptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B e 500 ug/mL de
geneticina. No dia seguinte, o meio das células foi removido e a monocamada
celular foi lavada duas vezes com 5 mL de PBS aquecido e adicionado 4 mL de
meio DMEM GIBCO com 10% SFB GIBCO sem antibiéticos. Os plasmideos foram
incubados em 3 mL de Optimem (Gibco™) (Mix 1) e 108 uL de Lipofectamina 2000
(Invitrogen™) foram incubados por 5 minutos em 3 mL de Optimem (Mix 2). As duas
reacdes foram misturadas e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, a solucao foi adicionada as células e incubadas por 24 horas em estufa de

CO, a 37 °C perfazendo um total de 10 mL de meio de cultura e Optimem. Apds
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esse periodo removemos os 10 mL e foi adicionado 4 mL de DMEM GIBCO sem
antibidtico e suplementado com 10% de SFB. No terceiro e quarto dia, o
sobrenadante contendo os lentivirus foi recolhido sempre repondo a mesma
quantidade de meio de cultura e centrifugado a 2000 RPM, por 10 minutos a 4 °C
para remover restos celulares. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -80
°C.

5.7 Transdugdo das particulas virais (Protocolo modificado de TEIXEIRA et al.,
2015)

Vinte e quatro horas antes da transducéao, As células HelLa foram plaqueadas
a uma concentracdo de 4x10° células por poco em placa de 6 pogos com 2 mL de
meio DMEM GIBCO, suplementado com 10% SFB, 1% de solugao
antibidtica/antimicotica contendo 10.000 U/mL de penicilina, 10.000 pg/mL de
estreptomicina e 25 uyg/mL de anfotericina B. No dia seguinte o meio foi trocado e a
monocamada celular lavada 2x com tampao PBS e colocado novamente 2 ml de
meio DMEM GIBCO sem antibiéticos, suplementado com 10% de SFB e adicionado
2 mL de virus com 4ug/mL de polybreno (Santa Cruz Biotechnology) e incubadas
por 48 h em estufa com 5% de CO;, a 37 °C. Para controle da selecdo utilizamos

células WT sem adicionar os virus.

5.8 Selecao das células com Puromicina

As células foram selecionadas com Puromicina em uma concentragcao de 2
pg/mL durante 7 dias. No 3° dia apds o inicio da selegéo, passamos a colocar 1% de
antibidtico/antimicético para prevenir contaminagao e a cada 3 dias era trocado o
meio com antibioticos. Apds a selecdo, as células foram tripsinizadas, contadas em
camara de Neubauer e repicadas para garrafas de 25 cm? e ao atingir confluéncia de
80% a 90% foram transferidas para garrafa de 75 cm? e ap6s nova contagem foram
congeladas e estocadas a -80 °C na concentracdo de 2x10° células/mL em criotubos
em solugao contendo 80% de DMEM, 10% de SFB e 10% de DMSO.
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5.9 Western blot

5.9.1 Extracéo de proteinas totais

As linhagens de células Hela tranduzidas foram plaqueadas a uma
densidade de 2x10° células/poco em placa de 6 pocos 24 h antes da extragdo. Em
seguida o meio de cultura foi desprezado e as células lavadas duas vezes com 2 mL
de PBS. As células foram entdo raspadas da placa em 100uL de tampao de lise
gelado (item Solugdes) acrescido com o coquetel de inibidores de protease I
(Calbiochem) em uma diluicdo de 1:100 e com o coquetel de inibidores de fosfatase
(Sigma - Aldrich) em uma diluicdo 1:100 e incubadas no gelo por 10 minutos. Em
seguida, foram centrifugadas em microcentrifuga por 10 minutos a 13.000 g. O

sobrenadante foi recolhido em um tubo conico de 1,5 mL e armazenado a -80°C.

5.9.2 Quantificacdo de proteinas

A dosagem das proteinas obtidas foi realizada utilizando o método descrito
por Lowry, et al., (1951). Cada amostra foi analisada em duplicata em microplaca de
96 pocgos. Foram pipetados 2 yL de amostra e 200 pL de mistura alcalina (item
Solugdes) por pogo e incubados por 15 min a temperatura ambiente protegidos da
luz. Em seguida, foram pipetados 20 uL do reagente de Folin Cicauteau (item
Solugdes) e incubados a 30 min protegidos da luz. Apds esta ultima incubacgao, a
mudancga de cor da solugcdo foi quantificada através de leitor de ELISA, em um
comprimento de onda de 595 nm. Para o calculo de concentragao de proteinas, foi
feita uma curva padréao de albumina bovina, variando as concentragdes de 2 ug/ul a
10 pg/ul, e os valores de absorbancia obtidos das amostras foram comparados para
adquirir a obtencao da curva padréao e concentracédo de proteinas correspondentes.

5.9.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

A eletroforese foi realizada segundo o método descrito em Sambrook e
colaboradores (1989). Amostras de proteina desnaturada foram separadas em um
gel SDS-PAGE utilizando um sistema “Mini-Protean 1I” (Bio-Rad). Placas de vidro
que servem de molde para o gel foram limpas com etanol 70% (v/v) para eliminagéo
de residuos de detergente ou particulas solidas. Para o gel de corrida foi preparada
uma solugéo de 10 % de acrilamida-bisacrilamida (29:1) e no gel de empacotamento

de 3% da mesma solugao (item Solugdes). A solucao foi adicionada as placas de
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vidro até ocuparem 3/4 do volume total e uma fina camada de butanol foi adicionada
no topo da mistura para se obter uma superficie plana. Apds a polimerizagcédo do gel
de separagao, o butanol foi removido e o gel de empacotamento foi adicionado em
cima do gel de corrida e o pente separador de amostras foi colocado.

Para a preparacado da amostra para eletroforese, foram misturados 30 ug a 50
Mg de extrato de proteinas totais em tamp&o de amostra em uma concentragao final
de 1X (item Solugdes). A amostra foi incubada a 100 °C por 5 minutos para, em
seguida, ser aplicada no gel. A corrida eletroforética foi realizada por
aproximadamente duas horas a 100 volts em tampdo de corrida Tris-glicina

contendo SDS (item Solugdes).

5.9.4 Transferéncia das proteinas para membrana de PVDF

Apos a eletroforese, o molde de vidro foi desmontado, o gel de
empacotamento cortado e o gel de corrida foi transferido para um recipiente
contendo tampao de transferéncia (item Solugdes). Em outro recipiente uma
membrana de PVDF (0,2 um Bio-Rad) de tamanho exato ao do gel foi ativada
mergulhando a mesma em solugdo de metanol absoluto por 5 min. Em seguida foi
montado um “sanduiche” contendo papel de filtro embebido em tampdo de
transferéncia —-membrana de PVDF — gel de acrilamida — papel de filtro com tampé&o.
Para transferéncia das proteinas do gel para a membrana de PVDF foi utilizado o
sistema de transferéncia “Mini-trans-blot” (Bio-Rad). A transferéncia foi realizada por
18 horas a 25V a 4° C.

5.9.5 Bloqueio da membrana de PVDF e reagao com anticorpo

A membrana de PVDF contendo as proteinas foi incubada em solugao
BLOTTO para bloqueio da membrana (item Solu¢des) por 1 hora em temperatura
ambiente sob agitagdo constante. Em seguida, a membrana foi incubada por 16
horas a 4° C com solugao BLOTTO contendo anticorpo primario anti-NRF2 diluido
1:500 (Cell Signaling Technology®). A membrana foi entdo lavada trés vezes com
TBS-T 0,1 % (item Solugdes) por dez minutos para eliminagédo dos anticorpos néo
ligados e incubada com anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase) (Santa Cruz Biothecnology) diluido 1:2000 em solugao
BLOTTO por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi lavada

novamente trés vezes com TBS-T 0,1 % por dez minutos. A membrana foi lavada
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mais uma vez e revelada pelo kit de detec¢ao de quimioluminescéncia ECL (Thermo

Scientific®) e exposta a filmes de raios-X (X-Omat, Kodak).

5.9.6 Desligamento do anticorpo da membrana

Para desligar os anticorpos das proteinas contidas na membrana de PVDF,
visando posterior ligagdo com outros anticorpos, a membrana (mantida a -20 °C) foi
incubada com 0,2N de NaOH, a temperatura ambiente por 2 min sob agitagdo e
posteriormente lavadas duas vezes com TBS-T 0,1 % por cinco minutos e

bloqueada novamente como descrito acima.

5.10 gRT-PCR em Tempo Real

5.10.1 Extracdo de RNA total

Ap6s a transducdo das células Hela, 2x10° células/pogo foram plaqueadas
em placa de 6 pocgos 24 h antes da extracdo. No dia seguinte o meio de cultura foi
desprezado e as células lavadas duas vezes com 2 mL de PBS. Para extragcao do
RNA foi utilizado o kit Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo Research) seguindo
instru¢des do fabricante. Foram adicionados 950 pL de Trizol gelado por pogo e as
amostras foram homogeneizadas para melhor eficiéncia da lise. O homogeneizado
foi deixado a temperatura ambiente por 5 min e depois foram raspadas as células e,
em seguida foi adicionado 950 uL de etanol (95%-100%) e homogeneizadas e
centrifugadas a 12.000 g por 1 minuto em tubo Eppendorf e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. Logo apds as amostras foram transferidas para
coluna de purificacdo e centrifugadas a 13.000 g por 1 minuto, e o eluido foi
descartado, adicionando-se em seguida 400 uL de RNA Wash Buffer e centrifugado
a 13.000 g por 30 segundos e novamente descartado o eluido. Depois foram
adicionados 80 uL de DNase | Reaction Mix diretamente na coluna de purificagdo e
incubado a temperatura ambiente por 15 minutos e depois centrifugado a 13.000 g
por 30 segundos e depois foi adicionado 400 uL de Direct-zol™ RNA PreWash e
centrifugado por 1 minuto a 13.000 g, este procedimento foi realizado 2 vezes. Logo
apos o eluido foi descartado e adicionado 700 uL de RNA Wash Buffer e novamente
centrifugado por 1 minuto a 13.000 g. A coluna foi transferida para um tubo
Eppendorf de 1,5 mL e pipetado 50 uL de DNase/RNase-Free Water diretamente na

coluna de purificagao e centrifugado por 1 minuto a 13.000 g. Em seguida o eluido
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foi recolhido e a concentracdo do RNA extraido foi quantificada em aparelho
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®). Sua pureza era estimada pela razdo das
leituras das D.O. a 260/280 nm. O RNA foi armazenado a -80° C até o uso.

5.10.2 Sintese da primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando 1 pyg de RNA total
reversamente transcrito na primeira fita de cDNA utilizando o kit Improm-Il Reverse
Transcriptase (Promega) e oligo (dT) 12-18 primer, seguindo as instru¢des do
fabricante. Primeiramente foi realizado o Mix-1 com as amostras, oligo (dT) e H,O
(DNase/RNase free Water) em tubos Eppendorf de 0,6 mL e colocados no
termociclador PTC-100 Thermal Cycler (MJ Research) e programado com as
seguintes etapas:
1% — 5 minutos a 70° C
28 — 5 minutosa4°C
3% — 5 minutos a 25° C
42 — 60 minutos a 42° C
5% — 15 minutos a 70° C
62 — resfriamento a 4° C
Apos a 32 etapa o termociclador foi pausado e foi adicionado o Mix-2, que foi
preparado com os seguintes reagentes: Improm-Il Reaction Buffer (1X), Inibidor
RNasin (1u/pL), dNTP mix (0,5 mM), MgCl, (3 mM), Transcriptase Reversa (1
pL/reacédo) e H,O (DNase/RNase free Water) e acionado novamente até a etapa

final. O c<DNA foi armazenado a -20° C até o seu uso.

5.10.3 PCR quantitativo em Tempo Real

O cDNA obtido anteriormente foi utilizado em ensaios de PCR quantitativo em
Tempo Real para a determinagéo dos niveis de mRNA. As reag¢des foram realizadas
com 40 ciclos durante 2 horas no equipamento StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em triplicata de cada ponto,
utilizando na reagédo o mix GoTaq® qPCR Master Mix (2x) (Promega), com a
concentragao variada dos iniciadores, 7,5 uL de SYBR green PCR master mix, 2 uL
de cDNA, 4,75 pL de agua milliQ e 0,15 pL de ROX, em um volume final de 15 pL.
Como controle endogeno foi realizado uma reacdo com GAPDH (Gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase). As analises foram realizadas no Software StepOne version
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2.0 (Applied Biosystems) A quantificagao relativa da expressédo dos genes estudados
foi feita utilizando-se o método de comparacao de Ct ou AACt. Esse método se
baseia na redugédo dos valores de Cts do grupo controle em relagdo ao grupo de
interesse. Os valores de ambos os grupos foram normalizados por um gene controle
ou normalizador. O Ct (cycle threshold - ciclo limiar) € definido como o numero de
ciclos requerido para que a fluorescéncia da reagédo atinja niveis superiores a
fluorescéncia basal da reacdo (background) e apresente uma amplificacéo
exponencial (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O ensaio foi realizado nas seguintes
condigdes de ciclagem e temperaturas:

e 10 minutos a 95 graus

e 15 segundos a 95 graus e 1 minuto a 60 graus (40x)

e 1 hora de aumento constatante de 0,1 graus (Temperatura de Melting)

e 4 graus de resfriamento constante

Na Tabela 3 estdo os nomes e as sequéncias dos iniciadores utilizados.

Tabela 3: Sequéncias de iniciadores utilizados para PCR em tempo real.

Nome Especificidade Sequéncia 5’ = 3’ Concentracgao
GAPDH F Humano/murino 5 TGCACCACCAACTGCTTAGC 3’ 300 uM
GAPDH R 5 GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3

NRF2 F Humano 5 CTCCCAGGTTGCCCACATTCCC ¥ 200 uM
NRF2 R 5 GGGCTCTCGATGTGACCGGG 3’

5.11 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados através do teste estatistico ANOVA, corrigido pelo
método de Bonferroni comparando todos os pares para amostras independentes
utilizando o Software Prisma 5. Dados foram expressos através da média de

triplicatas e as diferengas significativas foram indicadas para p < 0.05.




Solugoes

Tampao PBS

8 g de NaCl

0,2 g de KCI

1,44 g de Na;HPO4
0,24 g KH2PO4

Tampao TBS
10mM Tris-HCI pH 7,5
150mM NaCl

Tampao TAE
4 mM de tris-acetato
1 mM de EDTA

Lowry

Mistura Alcalina

1% Solugao Alcalina
1% Tartarato
1% CuSOy4

Reagente de Folin

Folin 1:1 com H»O destilada

Meio LB (Luria-Bertani)
1% bacto-triptona

0,5% extrato de levedura
86 mM NaCl

Meio LB sélido

LB acrescido de agar para uma concentracao final de 1,5%
Gel de Agarose 1,0%

(para 100mL - 1g de agarose dissolvidos em TAE)



Tampao de Amostra de DNA
0,2 mM de EDTA
6% de ficol

Tampao de Lise de Proteinas Totais
50mM Tris HCI pH 7.4

150mM NacCl

50mM NaF

10mM B-Glycerophosphate

0,1 mM EDTA

10% Glycerol

1% Triton X-100

Solugoes utilizadas para Western blot:

Tampao de Amostra de Proteina 3X
1mL de glicerol

0,5mL de [3- mercaptoetanol

3 mL de SDS 10%;

1,25mL de Tris-HCI 1 M pH 6,7

2 mg de azul de bromofenol

Tampao de Corrida Tris-Glicina
25 mM de Tris-HCI

250 mM de glicina

0,1% de SDS

Tampao de Transferéncia
25 mM de Tris-HCI
192 mM de glicina

20% v/v de metanol
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Solugao BLOTTO

5% de leite desnatado Mollico
0,1% de Tween 20

10 mM de Tris-HCIpH 7,5
150 mM de NaCl

Gel de Corrida 10%

5 mL de acrilamida - bisacrilamida 30% (29:1)
570uL de Tris-HCI 2M pH 8,8

90uL SDS 10%

90uL de persulfato de aménio 10%

9uL de TEMED

7,3mL de agua destilada

Gel de Empacotamento 3%

900pL de acrilamida - bisacrilamida 30% (29:1)
2925 L de Tris 2M pH 8,8

150uL SDS 10%

150uL de persulfato de aménio 10%

6uL de TEMED

6,8mL de agua destilada
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6. Resultados e Discussao

6.1 Protocolos de transfecgao e transdugao

Foram utilizados dois protocolos na tentativa de transfecgéo e transdugao o
primeiro protocolo foi baseado nos trabalhos de (TEIXEIRA et al., 2015). Durante os
ensaios com esse protocolo sempre que faziamos a transdugdo ocorria
contaminagdo tanto por bactéria como para fungo. Nossa hipotese € de que a
producao lentiviral durante a transfeccdo estaria sendo contaminada durante a
manipulacdo no processo de ultracentifugacdo, decidimos entdo fazer algumas
modificagdes, tanto na transfeccdo como na transdugao, o que nos permitiu produzir
um protocolo modificado baseado nesse trabalho. As modificagcdes nas etapas de
transfecgao foram as seguintes: mudanga na concentracao das células HEK 293 FT
de 1x10” por placa com 10 mL de DMEM com SFB 10% sem antibidtico para
2,5x10° por garrafa de 75 cm? com 4 mL de DMEM com SFB 10% sem antibidtico,
aumentamos o periodo de incubacéo de 6 horas para 24 horas e cortamos a etapa
de ultracentrifugagdo, estas modificagcbes nos permitiu aumentar a concentragao
lentiviral devido a diminui¢do do volume do meio de cultura e minimizar os risco de
contaminagdao. As modificacbes realizadas nas etapas transducdo foram as
seguintes: mudanca na concentracdo das células HelLa de 5x10° células por poco
em placas de 24 pogos com 250 yL de DMEM com SFB 10% sem antibi6tico para
4x10° células por pogo em placas de 6 pogos com 2 mL de DMEM com SFB 10%
sem antibiético, volume de virus de 10 uL para 2 mL adicionando apenas uma unica
vez na cultura e incubando as células por 48 horas. Apos essas modificacoes

tivemos sucesso durante todas as etapas de transfeccao e transducgéo.

6.2 Analise da Integridade dos plasmideos usados na transfecgédo das células HEK
293FT para produgao dos vetores lentivirais.

Desde a primeira descrigdo em 1998 (FIRE et al., 1998) a interferéncia por
RNA demonstrou ser uma importante ferramenta para biologia molecular e terapia
génica. Um dos maiores problemas no silenciamento utilizando RNAIi € a auséncia
de um método de entrega seguro, eficiente e estavel. Neste projeto utilizamos um
sistema de shRNA baseado em um vetor lentiviral, na qual uma sequéncia de DNA
codificante para shRNA para o gene NRF2 foi incorporado as particulas virais

através da transfeccdo em células HEK 293FT produzindo particulas virais com a
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sequéncia alvo desejada e depois transduzidas em células HelLa para obtenc&o do
silenciamento desejado. As células HEK 293FT s&o facilmente transfectadas e a
presenga do gene SV40 large T antigen que permite que plasmideos transfectados
sejam facilmente replicados (DUBRIDGE et al., 1987).

O primeiro passo deste trabalho consistiu na verificagdo das integridades dos
plasmideos das construgbes de shNRF2 (1, 2, 3, 4 e 5), shRNA Scramble (Controle
nao-especifico) e também dos plasmideos de empacotamento e do envelope viral
(PMD2G e pSPAX2 respectivamente) e analise da eficiéncia de transformagado em
bactérias DH5a de cada shRNA, seguida da extracdo dos plasmideos com
Monarch® Plasmid Miniprep kit (New England BioLabs®inc). A integridade foi
verificada através de eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etideo. Na
(Figura 16) podemos observar a eletroforese em gel de agarose com as cinco
construgoes shNRF2, shRNA Scramble, os plasmideos de empacotamento e
envelope viral, e acrescentado mais uma constru¢cdo shNRF2 proveniente do

estoque do laboratério que denominamos de shNRF2.4A.

pb PM 1 2 3 4 5 g 7 8 9
23130

2027

564
Figura 15: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo das construgbes shNRF2 e dos
plasmideos de empacotamento e envelope viral. PM: Peso molecular A DNA Hind Ill 125 pb a 23,130
pb; 1:SCR; 2: shNRF2.1; 3: shNRF2.2; 4: shNRF2.3; 5: shNRF2.4; 6: shNRF2.4A; 7: shNRF2.5; 8:
pMD2G; 9: pSPAX2.

Segundo o processo de purificagdo utilizado, seria esperado do pDNA (DNA
plasmidial) purificado estivesse na sua conformagao super- enrolada, e o restante,
devido ao relaxamento para forma circular ou a quebras em cadeia simples ou dupla
das moléculas do pDNA, inerentes ao processo de purificacdo, durante a lise celular,
estaria na forma linear. E possivel notar que a banda correspondente a isoforma

super-enrolada aparece intensamente corada para os nove plasmideos, logo se
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pode inferir que o processo de purificacdo dos pDNAs foi eficiente, resultando em
predominancia da isoforma super-enrolada, porém as constru¢oes shNRF2.4 e
shNRF2.4A correm muito a frente, apesar de ser da mesma familia das outras
construgdes e tendo o mesmo tamanho, deveriam correr similarmente. Por isso, as
mesmas néo foram utilizadas nas etapas seguintes para o silenciamento. Em termos
de expressao génica, o pDNA super-enrolado é o mais eficiente, devido ao menor
tamanho em resultado da compactacdo da molécula e &, portanto, a forma preferida
para a entrega de genes a células alvo (PRAZERES & FERREIRA, 2004), uma vez
que assegura o0 acesso mais eficiente ao nucleo da célula resultando numa melhor

eficiéncia de expressao do gene em células eucariéticas (CUPILLARD et al., 2005).

6.3 Avaliagdo da expressao de NRF2 por western blotting em Células HelLa

Durante os ensaios de western blotting na etapa de revelagdo néao
conseguimos observar as bandas correspondentes a NRF2. Repetimos o
experimento por mais duas vezes e nao tivemos sucesso na revelacdo. A nossa
hipétese provavel é de que o anticorpo primario (anti-NRF2) estaria degradado, uma
vez que o controle enddgeno foi positivo para presenga de proteinas e o controle
positivo para proteina especifica NRF2 ndo houve a marcagdo de banda. (Dados

nao mostrados).

6.4 Efeito do silenciamento com shRNAs sobre o Gene NRF2 em Células HelLa
Células HelLa foram transduzidas com vetores lentivirais contendo as
construgées shNRF2 (1, 2, 3 e 5) e selecionadas com puromicina na concentragao
de 2ug/mL durante 7 dias. A avaliagdo do silenciamento génico poés-transcricional
produzido pelos shRNAs sobre o gene NRF2 utilizados na transdugado de células
HelLa, foi analisado através da técnica de PCR quantitativo em tempo real, nés
utilizamos esta metodologia por apresentar uma alta sensibilidade utilizando baixas
quantidades de RNA. Todas as quatro construgcdes shNRF2 foram analisadas
admitindo-se como controle positivo células HeLa WT (selvagens) e vetor de
controle negativo lentiviral que contém shRNA nao codificado (scramble). Durante os
ensaios houve o inesperado resultado do scramble apresentar uma superexpressao
em relagéo ao controle positivo (WT), devido a este fato, todas as amostras foram
comparadas relativamente somente ao controle positivo (WT) e normalizadas pelo
controle endogeno GAPDH. Com isso, avaliamos o grau de silenciamento produzido
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pelas sequéncias. A Figura 17 ilustra o aumento da expressdo do scramble em
relagdo ao controle positivo (WT). A hipotese é de que durante a transdugao
lentiviral e/ou reacdo ao DNA dupla fita contendo a sequéncia alvo, condigbes de
expressao ectopica de protéinas alvos também poderiam causar o efeito de estresse

levando a ativacao do fator transcricional NRF2.
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Figura 16: Aumento da expressdo de shScramble em relacdo ao controle positivo (WT) na linhagem
de células HeLa mediante tratamentos com shRNAs. As barras representam quantas vezes de
aumento teve de expressdao do RNAm do gene NRF2. Os resultados de PCR em tempo real foram
normalizados para gene controle endégeno GAPDH e comparado com grupo wt e scramble. Células
HelLa foram transduzidas com vetores lentivirais e selecionadas com puromicina na concentragdo de
2ug/mL por 7 dias. Apés a selecdo o RNA foi extraido, a primeira fita de cDNA sintetizada e procedido
um PCR quantitativo em Tempo Real para NRF2, utilizando SYBRgreen e o método da curva padrao
comparativa (AACT). Os valores representados indicam as vezes de aumento da intensidade de
fluorescéncia de cada ponto em relagdo a quantidade de fluorescéncia detectada nas células nao
transduzidas (controle). Asteriscos indicam diferengas significativas entre os grupos pelo teste de
One-Way ANOVA Bonferroni's Multiple Comparison Test, com p<0,0001 (n=3).

Na Figura 18 podemos observar a expressdo das sequéncias shNRF2.1,
shNRF2.2, shNRF2.3 e shNRF2.5 respectivamente, sendo os dados nao
significativos quando comparados com WT para a sequéncia shNRF2.2 , porém as
sequéncias shNRF2.1, ShNRF2.3 e shNRF2.5 os dados apresentam diferencas
significativas. De acordo com esses dados, houve redugdo dos niveis de expresséo
de NRF2 em relagdo a WT.
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Figura 17: Efeito do Silenciamento das constru¢cdes de shNRF2 (1, 2, 3 e 5) na linhagem de células
HelLa mediante tratamentos com shRNAs. As barras representam quantas vezes de aumento teve de
expressdo do RNAm do gene NRF2. Os resultados de PCR em tempo real foram normalizados para
gene controle endégeno GAPDH e comparado com grupo wt. Células HelLa foram transduzidas com
vetores lentivirais e selecionadas com puromicina na concentragdo de 2ug/mL por 7 dias. Apds a
selecdo o RNA foi extraido, a primeira fita de cDNA sintetizada e procedido um PCR quantitativo em
Tempo Real para NRF2, utilizando SYBRgreen e o método da curva padrdo comparativa (AACT). Os
valores representados indicam as vezes de aumento da intensidade de fluorescéncia de cada ponto
em relacdo a quantidade de fluorescéncia detectada nas células nado transduzidas (controle).
Asteriscos indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de One-Way ANOVA
Bonferroni's Multiple Comparison Test, com p<0,0001 (n=3).

Os resultados indicam que as construgdes shNRF2.1, shNRF2.3 e shNRF2.5,
quando comparado com as células WT, diminui os niveis de expressdao do gene
NRF2 com consequente silenciamento do mesmo. Como shNRF2.1 teve uma
expressao minima, entdo pode-se afirmar que foi a construcdo com melhor efeito de
silenciamento. Os resultados de silenciamento in vitro foram satisfatorios, pois
parecem estar de acordo com outros dados presentes na literatura. Todavia,
pretendemos realizar ainda alguns aperfeicoamentos metodolégicos, visando
aumentar a eficacia da acao das sequéncias trabalhadas, como por exemplo, a
busca de outras metodologias de transfecgdo com menores taxas de citotoxidade e
padronizagdes de outros controles enddgenos. As células HeLa com melhor nivel de
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silenciamento serdo utilizadas pelos membros do nosso grupo para pesquisas

posteriores.

7. Conclusao

Os resultados do presente estudo mostram que as construgdes shNRF2.1,
shNRF2.3 e shNRF2.5 apresentaram melhor eficiéncia de inibicao respectivamente
(99,9%, 84,5% e 85,2%) de silenciamento génico nas linhagens celulares Hela,
mediante o uso da interferéncia de RNA.

Dessa forma, o presente trabalho apresenta contribuicdo pratica, visto que
possibilita a utilizagdo de células HelLa silenciadas para o gene NRF2, na realizagao
de estudos envolvendo este fator transcricional, e contribuicdo tedrica, através do
protocolo produzido que auxiliara pesquisadores que pretendem desenvolver

projetos similares.

8. Perspectivas

e Realizar a seleg¢ao de clones especificos do silenciamento do gene NRF2 em
células Hel.a silenciadas do gene NRF2.

e Induzir a expressdo do gene NRF2 e avaliar a inducdo e o efeito do
silenciamento por qRT-PCR em Tempo Real.

e Realizar ensaios de Western Blotting para avaliar a expressao protéica de
NRF2 e o efeito do silenciamento.

¢ Iniciar os estudos utilizando vetores lentivirais com construcbées shRNA, na
tentativa de silenciamento de células THP-1 (linhagem celular de mondcitos

humanos).
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