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RESUMO

Delgado André, N. Silenciamento dos Genes da PKR e do Receptor de
Quimiocina CXCR4 através de RNA de Interferéncia: Efeitos sobre o
Crescimento Tumoral e o Potencial Metastatico das Células de Melanoma B16-
F10. 2008, 166 f. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

O presente estudo utilizou a tecnologia do RNA de interferéncia (RNAi) no
modelo de melanoma murino com o objetivo de investigar o papel da proteina
quinase dependente de RNA (PKR) e do receptor de quimiocina CXCR4 sobre o
crescimento tumoral e o potencial metastatico das células de melanoma B16-F10. O
RNAIi tem sido utilizado, nos ultimos anos, como uma importante ferramenta na
elucidacdo da fungcdo génica em células de mamiferos. O RNAi induz o
silenciamento génico pds-transcricional, o qual é sequéncia especifico e mediado
por um RNA de dupla fita (dsRNA) de sequéncia homologa a do RNAm alvo. As
moléculas longas de dsRNA sdo processadas pela enzima Dicer, resultando na
producao de siRNAs (small interfering RNAs). O silenciamento génico em células de
mamiferos tem sido obtido através da transfeccdo com siRNAs sintéticos ou com
auxilio de vetores de expressdo, cujos promotores sdo reconhecidos pela RNA
polimerase lll, resultando na sintese de short hairpin RNAs (shRNAs), os quais
produzem siRNAs pela acao da Dicer. Estudos sobre a participagdo da PKR no
controle da proliferacédo celular sugerem que a PKR atua como supressor de tumor.
Entretanto, os resultados obtidos com animais transgénicos ndo confirmaram esta
hipétese, verificando-se ainda que ocorre um aumento da expressao e atividade da
PKR em varios tipos de tumores humanos. Portanto, a participacdo da PKR no
controle da proliferagao celular € ainda um problema aberto a investigacdo. As
células de melanoma expressam um elevado nivel do RNAm do receptor de
quimiocina CXCR4 em relagdo aos melandécitos normais e o seu ligante SDF-1a
também esta elevado nos pulmdes, o que explicaria a frequéncia alta de metastase
pulmonar. Por outro lado, o papel desempenhado pelo receptor CXCR4 no
melanoma murino néo foi ainda investigado. Neste trabalho, o silenciamento dos
genes da PKR e do receptor CXCRA4 foi realizado através da transfeccao das células
de melanoma B16-F10 com o plasmideo psiSTRIKE (Promega), o qual expressa os

shRNAs anti-PKR ou anti-CXCR4. Na primeira etapa deste trabalho foi possivel



demonstrar in vitro, através das técnicas de RT-PCR semi-quantitativo e Western
Blot, uma reducao significativa da expressdo do RNAm da PKR (98%) e do CXCR4
(81%) apdés 48 horas da transfecgdo das células de melanoma B16-F10. A
sequéncia do shRNA controle ndo esta presente no genoma de camundongo. Com
relacdo aos efeitos in vivo, verificou-se uma reducgao significativa do peso tumoral
nos camundongos que receberam uma inje¢cao subcutédnea de células B16-F10
transfectadas com os plasmideos anti-PKR (86%) ou anti-CXCR4 (66%).
A administragdo intratumoral destes plasmideos foi também eficaz em reduzir
significativamente o desenvolvimento tumoral tanto no caso do plasmideo anti-PKR
(82%) como com o plasmideo anti-CXCR4 (70%). Com o objetivo de se estudar a
participacdo da PKR e do receptor CXCR4 no desenvolvimento de metastase
experimental, as células de melanoma B16-F10 transfectadas com plasmideos anti-
PKR ou anti-CXCR4 foram inoculadas via endovenosa e a colonizagdao pulmonar
avaliada no 21° dia. Os resultados mostraram uma redugéo dramatica do niumero de
nddulos pulmonares metastaticos quando as células tumorais injetadas foram
previamente transfectadas com o plasmideo anti-PKR (95%) ou plasmideo anti-
CXCR4 (94%). Os nossos dados sugerem ainda que os efeitos da PKR no
melanoma murino sao mediados pelo fator de transcricio NF-xB. Em resumo, o
presente estudo revelou que a redugao transitéria da expressédo da PKR e do
receptor CXCR4 foi capaz de inibir tanto o crescimento do melanoma B16 como
também a formacg&o de nodulos pulmonares metastaticos. Portanto, os nossos
resultados nao suportam o conceito de que a PKR atua como supressor de tumor e
sugerem que a PKR desempenha um papel critico na fase inicial do
desenvolvimento tumoral e na formagao de metatases. Assim, os genes da PKR e
do receptor CXCR4 seriam alvos potenciais para o tratamento de cancer com a
tecnologia do RNAI, especialmente em tumores que apresentam um aumento da
expressao da PKR e do receptor CXCR4 e um elevado potencial metastatico como

observado nos casos de melanoma humano e de cancer de mama.

Palavras-chave: melanoma B16, PKR, receptor de quimiocina CXCR4, metastase,

cancer
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ABSTRACT

Delgado André, N. Knockdown of PKR and the chemokine receptor CXCR4
genes by RNA interference: effects on the tumor growth and the metastatic
potential of B16-F10 melanoma cells. 2008, 166 f. Doctorate Thesis — School of

Medicine University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

The present study used the technology of RNA interference (RNAI) in the
model of murine melanoma to investigate the role played by the RNA-dependent
protein kinase (PKR) and the receptor of chemokine CXCR4 in the tumor growth and
the metastatic potential of the B16-F10 melanoma cells. In the last years, RNAi has
been used as an important tool to elucidate the function of genes in mammalian cells.
RNAI induces gene silencing in a sequence specific manner and this phenomenon is
mediated by a double-stranded RNA (dsRNA) which has complementarity with the
mMRNA target. Long dsRNA molecules are processed by the enzyme Dicer, producing
small interfering RNAs (siRNAs). The gene silencing in mammalian cells has been
achieved by transfection with synthetic siRNAs or with vectors of expression
containing promoters that are recognized by RNA polymerase lll and producing short
hairpin RNAs (shRNAs) which are processed by Dicer resulting in the production of
siRNAs. Studies on the role played by PKR in the control of cellular proliferation
suggest that PKR acts as a tumor suppressor. However, results with transgenic
animals do not confirm this hypothesis and it was described the increase of the
expression and activity of PKR in many human tumors. Therefore, the role played by
PKR in the control of cellular proliferation is still controversial. Melanoma cells
express a high level of the chemokine receptor CXCR4 when compared with non-
transformed melanocytes and its ligand SDF-1a is also increased in lungs which
would explain the high frequency of pulmonary metastasis. On the other hand, the
role played by the CXCR4 receptor was not still investigated in murine melanoma. In
this work, the knockdown of the expression of PKR and the CXCR4 receptor was
performed by transfection of B16-F10 melanoma cells with the psiSTRIKE plasmid
(Promega) which express the anti-PKR shRNA or anti-CXCR4 shRNA. In the first
step of this work it was possible to demonstrate a significant reduction in vitro of the
expression of PKR mRNA (98%) and CXCR4 mRNA (81%) after 48 hours of

transfection of B16-F10 melanoma cells by using the semi-quantitative RT-PCR and



Western blot. The sequence of the shRNA used as control is not present in the
mouse genome. The results obtained in vivo indicated a significant reduction of the
tumor weight only in mouse that had received a subcutaneous injection of the B16-
F10 melanoma cells transfected with the plasmids anti-PKR (86%) or anti-CXCR4
(66%). The intratumoral injection of these plasmids was also effective in reducing the
melanoma growth in the case either of the anti-PKR plasmid (82%) or the anti-
CXCR4 (70%). To investigate the role played by PKR and the receptor CXCR4 in our
experimental model of metastasis, the B16-F10 melanoma cells transfected with the
plasmids anti-PKR or anti-CXCR4 were injected intravenous and the pulmonary
colonization was evaluated on 21 day. The results showed a dramatic reduction of
the number of pulmonary metastatic nodules when the tumor cells were previously
transfected with the plasmids anti-PKR (95%) or anti-CXCR4 (94%). Our findings
also suggest that effects of PKR in the murine melanoma are mediated by the
transcription factor NF-kB. In summary, the present study indicates that a transient
reduction of the expression of PKR and CXCR4 was effective in inhibiting the B16
melanoma growth and the formation of metastatic pulmonary nodules. Therefore, our
results do not support the concept that PKR acts as a tumor suppressor and suggest
that PKR plays a critical role in the initial steps of tumor growth and in of metastasis.
Thus, the genes of PKR and CXCR4 may be potential targets for the treatment of
cancer with the technology of RNAI, especially in tumors that show an increase of the
expression of PKR and the receptor CXCR4 and a high metastatic potential as

observed in the case of the human melanoma and the breast cancer.

Keywords: B16 melanoma, PKR, receptor CXCR4, metastasis, cancer
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A integridade de um determinado tecido, assim como sua funcao, é conferida
por um equilibrio estabelecido entre proliferacdo e morte celular. Este equilibrio é
mantido através de um complexo sistema de sinalizagao intra e extracelular. Quando
este equilibrio é perdido, as células passam a proliferar de forma anémala, formando
uma massa de células desordenadas que constituem o tumor primario. No processo
de progressao tumoral, algumas células do tumor primario perdem a capacidade de
adesdo podendo levar a formacdo de metastases. A perda do controle da
proliferacdo e a aquisicdo de caracteristicas associadas com a progressao tumoral
sdo consequéncia de alteragdes que ocorrem no conteudo genético das células. A
célula alterada, por adquirir uma maior capacidade de proliferacdo em relagdo as
células vizinhas, sofre uma expanséo clonal, transmitindo geneticamente a alteragéo
para todas as células que, a partir dela, se originam. Devido a complexidade e a
existéncia de vias alternativas no controle da proliferagdo celular, &€ necessaria a
ocorréncia de alteragdes adicionais e sucessivas em diferentes genes para que haja
a formacédo de um tumor. Cada nova alteracdo € acompanhada de uma nova onda
de expansao clonal e, ao final desse processo, surge uma populagédo celular com
grande potencial de crescimento e invasdo, um tumor maligno. Assim sendo, o
cancer pode ser considerado uma doenga genética complexa que resulta de
alteragdes simultdneas em genes geralmente relacionados a proliferagao,
diferenciagao e morte celular (Rakoff-Nahoum., 2006).

A transformacao celular, o crescimento tumoral e a metastase sao processos
bioquimicos complexos que envolvem, entre outros eventos, crescimento celular e
interacdes tumor hospedeiro. As bases moleculares para muitos destes eventos

estdo cada vez mais sendo compreendidas, particularmente em relagcdo ao controle
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do ciclo celular, morte celular programada, angiogénese, remodelamento da matriz

extracelular e evasao da resposta imunoldgica (Payne e Cornelius, 2002).

1.1 Consideragoes basicas sobre melanoma

A incidéncia do melanoma tem aumentado muito durante as ultimas décadas
apresentando uma alta taxa de mortalidade devido a disseminacdo metastatica das
células tumorais e a quimioresisténcia (Fecher e cols., 2007; Kasper e cols., 2007)

O melanoma, mais agressivo tipo de cancer de pele, € o nono tipo de cancer
mais comum entre caucasianos nos Estados Unidos, sendo que metastases ocorrem
entre 15-36% dos pacientes (Hsu e cols., 2002) e constituem a principal causa de
morbidade e mortalidade como observado em varios tipos de cancer. O potencial
metastatico do melanoma, associado com a falta de sistemas terapéuticos efetivos,
contribuem para uma baixa taxa de sobrevida mediana para melanoma mestastatico,
em torno de 6 a 10 meses. O progndstico do melamona esta diretamente associado
a sua deteccéo precoce.

Os melanomas sao tumores malignos da camada epidérmica da pele
originados a partir de melanécitos, células que produzem o pigmento melanina. Na
pele humana, em que a epiderme e a derme sido separadas por uma membrana
basal, os melanécitos estdo localizados na jungao entre derme e epiderme e sao
separados por células denominadas queratinécitos, na propor¢cdo de cinco
melanécitos para dez queratinédcitos. Os melandcitos interagem fisicamente com os
queratinécitos através dos seus dendritos para distribuir o pigmento melanina, que
se encontra nos melanossomas e confere protegcdo contra os efeitos lesivos
causados pela luz ultravioleta. O desenvolvimento do melanoma €é uma

consequéncia patolégica de danos causados pelo meio ambiente aos mecanismos
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genéticos que controlam o ciclo celular. Dados epidemioloégicos indicam que a
radiacao ultravioleta é o principal carcinégeno ambiental que leva ao surgimento do
melanoma.

Um dos modelos experimentais de melanoma mais utilizados em pesquisa € o
melanoma B16, o qual se originou espontaneamente em camundongos C57BL/6 nos
Estados Unidos em 1954. O tumor primario de melanoma B16 contém subclones
que diferem em sua capacidade de formar metastases. Quando essa populagao
heterogénea ¢é injetada na veia de camundongos, cada animal recebe uma mistura
de células com niveis variaveis de potencial metastatico e, consequentemente, os
pulmdes de cada animal apresentam numeros diferentes de nddulos metastaticos.
Entretanto, no caso das células do tumor primario serem clonadas, é possivel isolar
as populagdes metastaticas para os diferentes 6rgaos do camundongo. O melanoma
B16 foi adaptado ao crescimento in vitro a fim de se comparar as propriedades
metastaticas de varios clones. O melanoma murino B16, clone F10, é derivado de
melanoma B16 esponténeo e adaptado in vitro seletivamente, ou seja, apds dez
ciclos de colonizagao pulmonar (Fidler., 1970; 1975; 1990).

Fidler (1970) demonstrou que a invasao das células do melanoma B16-F10
ocorria preferencialmente para os pulmdes. Nicolson (1993) verificou que a
proliferacdo das células do melanoma B16-F10 é diferencialmente regulada por
fatores liberados de diferentes tecidos e que varios subclones do melanoma B16
expressam diferentes quantidades de componentes de superficie celular e
receptores, que podem ser fundamentais no crescimento diferencial do tumor para
sitios especificos. E razoavel, entdo, admitir que estas células possam ter seu
crescimento estimulado ou inibido por fatores teciduais variavelmente expressos em

orgaos particulares. As células do melanoma B16-F10 sintetizam grande quantidade
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de enzimas degradativas como colagenase tipo IV (Liotta e cols., 1980), heparanase
(Nakajima e cols., 1984) e catepsina B (Sloane e cols., 1981), indicando que essas
células tumorais provavelmente rompem a membrana basal ou a parede capilar
através de um mecanismo enzimatico.

A palavra metastase (origem grega: mudanca de posicdo) refere-se a
migragado das células tumorais para regides do corpo distantes do tumor primario.
Sabe-se, na clinica, que este processo de migragdo celular ndo é randdémico
(Nicolson, 1993). A metastase ocorre preferencialmente em certos 6rgados do que em
outros dependendo da origem do tumor primario. Por exemplo, o melanoma
apresenta um padrao de metastase preferencial para cérebro, pulmao, figado e pele,
enquanto células de cancer de prostata tendem a metastizar para os ossos. A
metastase resulta de varios passos sequenciais que incluem liberacdo de células
tumorais do tumor primario, invasdo dos vasos sanguineos e linfaticos, aderéncia
das células metastaticas as células endoteliais do 6rgao alvo, extravasamento das
células tumorais dos vasos e sobrevivéncia em um novo microambiente (Chambers
e cols., 2002; Murakami e cols., 2004).

A determinacdo do o6rgdo alvo da metastase é feita com base em
consideragdes da anatomia dos vasos sanguineos, por propriedades intrinsecas a
célula tumoral como expressdao de receptores especificos ou alteracbes do
citoesqueleto e pelas propriedades do proprio 6rgao alvo, tais como produgao local
de fatores de crescimento (Murakami e cols., 2004).

A evasao das células tumorais do sistema imunolégico € um ponto critico na
progressao do melanoma. A diminuicdo na expressao de moléculas da classe | do
complexo de histocompatibilidade principal e a modulacdo da resposta inflamatodria

por citocinas tém sido descritas (Allavena e cols., 2007; Singh e cols., 2007). Dados
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recentes sugerem que a expressao de quimiocinas e seus receptores em células de
melanoma podem contribuir para que ocorra o escape tumoral e pode explicar
padroes preferenciais de metastase para sitios como linfonodos, pele e pulmdes

(Muller e cols., 2001).

1.2 Quimiocinas e progressao neoplasica

O gradiente de quimiocinas tem grande importancia no direcionamento de
células em varios processos normais bem como patolégicos. Assim, o repertério de
receptores de quimiocinas presente nos diferentes tipos de tumores pode estar
relacionado com o padrao de metastase (Kulbe e cols., 2004).

As quimiocinas representam uma grande familia de moléculas polipeptidicas
sinalizadoras que sédo notaveis pelo seu papel na quimiotaxia, migracdo de
leucécitos e migracdo direcional. Elas tém sido recentemente implicadas na
progressao tumoral e desenvolvimento de metastases (Payne e Cornelius, 2002;
Ben Baruch e cols., 2007; Koizumi e cols., 2007).

As quimiocinas sao proteinas de 8 a 10kDa com 20 a 70% de homologia na
sequéncia de aminoacidos. Ja foram identificadas mais de 40 quimiocinas e estas
classificadas em quatro grupos (CXC, CX3;C, CC e C) com base na posi¢cao de seus
residuos de cisteina (Baggiolini e cols., 1994; 1997; Strieter e cols., 1995).

A acdo das quimiocinas €& mediada por uma familia de receptores
transmembrana (Figura A) acoplados a proteina G (Murphy, 1994; Premack e Schall,
1996) que tém crescido consideravelmente nos ultimos anos e atualmente inclui 18
membros (Murdoch e Finn, 2000).

A interacdo da quimiocina ao seu receptor leva a uma cascata de ativacédo na

célula, incluindo a geracgao de trifosfato de inositol, a liberagdo de calcio intracelular
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e a ativacdo da proteina quinase C (Rozengurt, 2007). A sinalizagao através do
receptor de quimiocina também leva a ativagdo de proteinas ligantes do tipo
guanosina trifosfato pertencentes a familia RAS (Laudanna e cols., 1996). As
proteinas ligantes estdo envolvidas na motilidade celular através da regulagdo de
processos actina-dependentes, tais como ondulagcdo da membrana, formacao de
pseudépodos e também organizacdo de complexos focais de adesado. Portanto, o
que tem sido demonstrado é que os receptores de quimiocinas ativam multiplas vias
sinalizadoras da célula, as quais regulam a maquinaria intracelular necessaria para
determinadas respostas celulares (Balkwill, 2004).

O cancer tem uma rede complexa de quimiocinas que pode influenciar o
infiltrado leucocitario e o processo de angiogénese (Balkwill e Mantovani, 2001). As
células tumorais podem também expressar receptores que respondem ao gradiente
de quimiocinas influenciando por sua vez o crescimento tumoral e o
desenvolvimento de metastases. Verificou-se que diferentes tipos de cancer
expressam diferentes tipos de receptores de quimiocinas CC e CXC e os seus
ligantes correspondentes sdo, por sua vez, expressos nos sitios de metastases

(Balkwill e Mantovani, 2001; Mdaller e cols., 2001; Murphy, 2001).

Figura A. Estrutura do receptor de quimiocina CXCR4, indicando os dominios

extracelulares, intracelulares e transmembrana.
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1.2.1 Receptores de quimiocinas e melanoma

A secregao coordenada de quimiocinas e a ligagdo a seus receptores
na superficie celular direcionam a migracao de leucdcitos para sitios especificos.
Nos ultimos anos foi demonstrado que os receptores de quimiocinas exercem um
papel fundamental na migracdo de clones metastaticos de cancer de mama e
melanoma para sitios especificos (Miller e cols., 2001; Koizumi e cols., 2007).
Estudos tém demonstrado que células malignas expressam um padrao distinto e ndo
randémico de receptores de quimiocinas, os quais direcionam o destino das células
metastaticas através da expressao dos niveis de quimiocinas nos 6rgaos alvo

(Murphy, 2001) como indicado na Figura B.

Breast

e

Induction of angiogenesis

. Binding of CXCL12 and migration 1o
narmsl tissue with high CXCL12 levels

Figura B. Influéncia dos receptores de quimiocinas na metastase de cancer de

mama. Fonte: Murphy PM; N. Engl. J. Med, 2001.
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As células de melanoma expressam elevados niveis de RNA mensageiro de
CXCR4, CCR7 e CCR10 quando comparadas com melanécitos normais. Os
respectivos ligantes para esses receptores, SDF-1a, CCL21 e CCL27 exibem niveis
mais elevados nos pulmdes, linfonodos e pele, de acordo com os padrdoes de
metastase do melanoma (Payne e Cornelius., 2002)

Varias linhagens de melanoma, incluindo células de melanoma BLM,
altamente invasivas e células de melanoma de infiltrados macroscépicos de
linfonodos expressam os receptores CXCRS3, o receptor para quimiocina Mig (IP-10)
e/ou CXCR4, receptor para SDF1-a. A expressao destes receptores nas células de
melanoma podem contribuir para motilidade celular durante invasdo, bem como para
regulacao da proliferagdo e sobrevivéncia celular (Robledo., 2001).

O ligante do receptor de quimiocina CXCR4 é o SDF-a, o qual é expresso
constitutivamente por células do estroma de varios tecidos incluindo fibroblastos,
células endoteliais, pulmdo e ossos sendo, portanto, considerado uma quimiocina
homeostatica (Nagasawa e cols., 1999), além de ser também produzido por células

do estroma do tumor.



Introducao 37

1.3 Proteina quinase dependente de RNA

A proteina quinase dependente de RNA (PKR) é o membro mais estudado de
uma subfamilia de enzimas que tém um substrato em comum, o fator de iniciagao de
transcricdo elF-2a (Samuel e cols., 1993; Clemens e Elia, 1997; Srivastava e cols.,
1998). Homodlogos da PKR foram identificados n&o apenas em células humanas,
mas também em células de camundongo, ratos, coelhos e plantas (Langland e cols.,
1995; 1996). Mais distante da PKR, mas possuindo o mesmo substrato, esta a
proteina quinase GCNZ2, envolvida no controle geral da biossintese de aminoacidos
em levedura, a quinase heme-regulada HRI e a proteina quinase do reticulo
endoplasmatico PERK/PEK envolvida na regulagdo da sintese de proteinas em
reticulocitos.  Entretanto, todas essas enzimas sdo ativadas de formas
completamente diferentes da PKR.

A PKR foi muito estudada com o objetivo de se elucidar o mecanismo
molecular da atividade antiviral do IFN (interferon), descoberto por Isaacs e
Lindenmann em 1957 como uma substancia que protege as células das infecgbes
virais.

Os trabalhos pioneiros (Ehrenfeld e Hunt, 1971; Clemens e cols., 1975;
Hunter e cols., 1975) demonstraram que a sintese de proteinas, em lisados de
reticuldcitos, era inibida pela adicdo de RNA viral de dupla fita (dAsRNA).

A PKR foi descoberta depois da observagdo dos grupos de Metz e Kerr no
National Institute for Medical Research (London, United Kingdom) de que extratos
celulares, preparados a partir de células infectadas pelo virus Vaccinia tratadas com
IFN, que sabidamente tinham a tradu¢cdo de RNAs mensageiros virais e celulares
bloqueados em cultura, foram extremamente sensiveis ao bloqueio da traducdo

ap6s a adicdo de RNA mensageiro exégeno e forma sintética de dsRNA,
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poly(rl)-poly(rC)(poli:l:C )(Kerr e cols., 1974). Estes estudos levaram a identificagao
de uma proteina com atividade quinase dependente de RNA hoje conhecida como
PKR, a qual foi clonada (Meurs e cols., 1993) depois da produgcédo de anticorpos
especificos para purificagdo e parcial sequenciamento da PKR pelo laboratério de
Hovanessian (Laurent e cols., 1985).

Verificou-se que a inibicdo da tradugdo era consequéncia da fosforilacdo do
fator de iniciacdo elF-2a0 pela proteina quinase dependente de RNA, a qual era
ativada pelo dsRNA viral (Farrel e cols., 1977).

Em resposta a infecgao viral ocorre um aumento da concentragao de IFN que,
por sua vez, induz um aumento da expressédo da PKR, a qual é ativada pelo dsRNA
de origem viral que s&o sintetizados em células infectadas por virus como
subprodutos da transcri¢ao e replicagdo viral (Proud, 1995). No caso de virus do tipo
RNA, os dsRNA s&o intermediarios obrigatorios para sintese de novas cépias do
RNA gendémico. Virus DNA complexos como o virus Vaccinia, adenovirus ou virus
herpes simples (HSV) apresentam ORFs em orientagbes opostas, produzindo RNAs
mensageiros que podem apresentar regides altamente estruturadas e de dupla fita
responsaveis pela ativacdo da PKR nas células infectadas (Jacquemont e Roizman,
1975; Maran e Mathews, 1988; Langland e Jacobs, 2002). Como consequéncia do
acumulo de dsRNAs nessas células infectadas, ocorre ativagdo da PKR com
subsequente fosforilagcdo do fator de transcricdo elF-2a que induz a inibicdo da
traducdo, mecanismo este através do qual a PKR exerce atividade antiviral em um
largo espectro de virus DNA e RNA (Lee e cols.,1993; 1996; Balachandran e cols.,
2000; Stojdl! e cols., 2000).

A PKR é uma serina-treonina quinase que catalisa a transferéncia de um

grupo fosfato-y do ATP para os grupos alcodlicos presentes nos residuos de serina e
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treonina, os quais funcionam como aceptores de fosfato. O ciclo da fosforilagdo
protéica representa a principal maneira de regulagéo rapida das atividades celulares,
pois permite a mudanga quase imediata das proteinas reguladoras de um estado
funcional para outro.

Nos mamiferos, todos os polipeptideos sdo iniciados com um residuo de
metionina. O fator de transcricdo elF-2, composto de trés subunidades (o, € 7)
promove a ligagdo do RNA transportador iniciador (Met-tRNA) a subunidade 40S do
ribossomo para iniciar a sintese protéica em um processo GTP dependente. Uma
vez ligado o Met-tRNA, o elF-2 é liberado do complexo de iniciagdo depois da
hidrolise do GTP em GDP (Hershey, 1991; Majumdar e Maitra, 2005). A troca GDP
para GTP € um processo catalisado pelo fator elF-2B. Uma vez ativada, a PKR é
capaz de promover a fosforilagdo da subunidade o do fator de iniciagdo-2 (elF-2a), o
que aumenta a sua afinidade pelo fator elF-2B cerca de 100 vezes e resulta na
inibicdo da traducgao (Sudhakar e cols., 2000). Uma vez que o elF-2B esta presente
em pequena quantidade em relagao ao elF-2a, um pequeno aumento na fosforilagao
do elF-2a representa ndo apenas o principal ponto de controle da sintese protéica,
mas também o desencadeador da resposta a situacdes de stress.

A PKR humana possui 551 residuos de aminoacidos e peso molecular de
68kDa e a PKR murina 515 residuos de aminoacidos e peso molecular de 65kDa
sendo codificada por um gene localizado no cromossomo 2p21-22 nos humanos e
no cromossomo 17 em camundongos (Barber e cols., 1993; Kuhen e cols., 1996;
Squire e cols., 1993). A PKR humana consiste de 17 exons, enquanto a PKR murina
de 16 (Kuhen e cols., 1996; Tanaka e Samuel, 1994). A PKR, expressa
constitutivamente nas células dos mamiferos, esta presente na maioria das células

em um estado latente devido ao efeito autoinibitério do seu dominio de ligagado ao
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dsRNA (dsRBD), que bloqueia o dominio catalitico regulando assim a ativagao da
quinase. Além da ativagcao em resposta a dsRNA de origem celular ou viral e RNAs
sintéticos, a PKR também pode ser ativada por polianions como heparina, sulfato
dextran, sulfato de condroitina e poli-L-glutamina (Hovanessian e Galabru, 1987).
Algumas proteinas virais como tat, bem como o VAI RNA de adenovirus podem
bloquear a ligagdo da PKR ao RNA (McMillan e cols., 1995).

As moléculas de RNA ligam-se a PKR através de dois dominios reguladores
localizados na porcdo N-terminal, resultando na ativagcao da PKR e autofosforilagcao
(Clemens, 1997; Clemens e cols., 1997). Os dois dominios dsRBD, denominados RI
e RIl, consistem de 70 aminoacidos cada, localizados entre os residuos 11-77 (RI) e
101-167 (RII), homdlogos entre si e codificados pelos exons 4 e 6 do gene da PKR
humana conectados por uma cadeia de 20 aminoacidos. Estes dominios sé&o
encontrados em outras proteinas que ligam dsRNA como Staufen e Rnase Ill e
parecem constituir um dominio universal de reconhecimento de RNA (Saunders e
Barber, 2003). Na regido C-terminal, encontra-se o dominio catalitico, o qual
apresenta onze (I-Xl) subdominios consenso, encontrados em todas as proteinas

quinases (Proud, 1995) como mostrado na Figura C.
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— _/
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Dominio Regulatorio Dominio Catalitico
( ligagdo ao RNA) ( atividade quinase)

Figura C. Estrutura dos dominios regulatérios e cataliticos da PKR.
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A estrutura dos dominios reguladores Rl e RIl foi determinada por
ressonancia magnética e mostrou uma conformagao espacial que permite que o
dsRBD se enovele ao redor da molécula de RNA de modo a permitir uma interagao
ideal entre a proteina e a molécula de RNA.

Apds a ligacdo do dsRNA, a PKR sofre alteracbes conformacionais que
inibem as interagdes autoinibitérias da enzima e permitem o reconhecimento do seu
substrato. A PKR sofre entdo rapida autofosforilacdo principalmente nos residuos
Thr446 e Thr451 (Taylor e cols., 1996; Zhang e cols., 200; Dey e cols., 2005)
dimerizando-se durante esse processo de ativacdo, o que acaba por estabilizar a
enzima e aumentar a atividade catalitica da quinase (Figura D). Foi demonstrado
também que a enzima é ativada por baixos niveis de dsRNA e inibida por altas
concentracdes. Apos ocorrer a autofosforilacdo da PKR, a atividade desta proteina

quinase torna-se independente da presenca de dsRNA (Manche e cols., 1992).

PKR inativa

Dimerizacao RNA
(sintético, viral ou celular)

PKR.PKR + RNA

ATP
Autofosforilagao

ADP

PKR ativa

|

Fosforilacdo do elF2q, I-xBa
e outros substratos

Figura D. Mecanismo de ativagdo da PKR pelos RNAs sintéticos, virais ou
celulares.
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Os estudos sobre a PKR permaneceram, durante muitos anos, restritos ao
ambito do mecanismo de agéo dos IFN-o/f, acreditando-se que somente o RNA de
origem viral era capaz de ativar esta proteina quinase. E importante salientar que
embora a PKR esteja envolvida em importantes fungdes celulares, os estudos sobre
a regulacao desta proteina quinase foram realizados quase que exclusivamente com
RNA de origem viral (Clemens e cols., 1994; Clemens e Elia, 1997).

Considerando os dados recentes da literatura sobre o importante papel
desempenhado pela PKR na célula, é razoavel admitir que esta enzima seja também
regulada por RNAs celulares. E fato conhecido, ha varias décadas, que RNAs
extraidos de células de diferentes origens e denominados de RNAs exdgenos, sé&o
capazes de modular a atividade de células eucaritticas (Bhargava e Shanmugan,
1971; Dray e Braun, 1979). Entretanto, o mecanismo de agdo dos RNAs exogenos
n&o foi ainda elucidado.

O nosso laboratorio demonstrou a modulag&o de linfocitos e macrofagos com
RNAs exdgenos (De Lucca e cols., 1982; Bertolini e De Lucca, 1985; 1986a; 1986b;
Passos e cols., 1988; 1991; Sales e cols., 1996; Watanabe e cols., 1997) e sugeriu a
participacdo da PKR e do fator de transcricdo NF-kB neste fenbmeno (Souza e cols.,
2000; Watanabe e cols., 2005).

Foi também verificado que a PKR pode ser ativada por RNAs de fita simples
com estrutura secundaria estavel (Li e Petryshyn, 1991; Bommer e cols., 2002,
Murad e cols., 2006; Delgado André e De Lucca, 2007) e pela regido 3'-UTR (3’-
untranslated region) de RNAs mensageiros de células de mamiferos (Davis e
Watson, 1996; Nussbaum e cols., 2002). De Lucca e cols. também demonstraram

que fragcdes de RNA poli A (+) obtidas de RNA total extraido de linfécitos de animais
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imunizados com peptideos sintéticos do HIV-1 sdo capazes de ativar a PKR humana
(De Lucca e cols., 2002; 2003; Watanabe e cols., 2003; 2005; 2005b).

Em adicdo ao papel bem estabelecido como regulador traducional, a PKR
também esta envolvida na transducao de sinais. A primeira indicagdo veio da
observacao que a inibicdo da PKR com o nucleosideo 2-aminopurina interfere com a
resposta desencadeada pelo IFN (Sekellick e cols., 2000).

Além do seu papel na resposta ao RNA, tem se tornado claro que a PKR é
ativada por varios ativadores diferentes, como estimulos pré-inflamatérios, fatores de
crescimento, citocinas e estresse oxidativo (Tan e Katze, 1999), desempenhando
assim um papel crucial na inflamagao, crescimento celular, diferenciacao,
proliferacdo e indugao de apoptose em diferentes linhagens de células (Koromilas e
cols., 1992; Lengyel, 1993; Meurs e cols., 1993).

A PKR integra e transmite sinais nao apenas para o elF-2a e a maquinaria de
tradugdo, mas também para varios outros fatores como STAT (signal transducer and
activator of transcription), |IRF-1 (interferon regulatory factor-1), p53, JNK (Jun N-
terminal Kinase), p38, bem como para o fator de transcricdo NF-xB (Verma e cols.,
1995; Williams, 1999; 2001).

Apesar de bem caracterizada pela sua fungao na resposta antiviral, a PKR
possui também implicagdes na regulacdo da transcricdo, diferenciagao celular,
transducado de sinal e supressdo de tumor (Vorburger e cols., 2004; Watanabe e
cols., 2005a, Garcia e cols., 2006).

Os trabalhos pioneiros sobre a participacdo da PKR no controle da
proliferacdo celular revelaram que a PKR atua como supressor de tumor (Koromilas

e cols., 1992; Meurs e cols., 1993). Estes autores utilizaram mutantes da PKR de
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células NIH 3T3 e observaram que ocorria o desenvolvimento tumoral somente
quando as células injetadas nos camundongos possuiam mutantes inativos da PKR.

Donze e cols. (1995) demonstraram que a inibicdo da fosforilacdo da
subunidade o do fator de iniciagcéo elF-2 pela PKR resulta na transformagao maligna
das células NIH 3T3. Verificou-se ainda que mutantes da PKR com delecdo do
dominio | de ligagdo com o RNA, bem como no dominio catalitico desta proteina
quinase, também induzem transformagdo maligna em células NIH 3T3 (Barber e
cols., 1995).

E importante salientar que os resultados obtidos com animais transgénicos,
nos quais a expressdo da PKR estava abolida, ndo confirmam que esta proteina
quinase atua como supressor de tumor (Yang e cols., 1995; Abraham e cols., 1999).
Além disso, linhagens primarias de fibroblastos derivados de camundongos knockout
para o gene da PKR crescem mais lentamente do que aqueles derivados de animais
normais. Estes dados sugerem que a PKR €& necessaria para a propria proliferagcao
celular, uma vez que a inibicdo da PKR impede a passagem da fase G1 para fase S
durante o ciclo celular (Zamanian-Daryoush e cols., 1999).

Observou-se também um nivel aumentado da PKR em varios tipos de
tumores humanos, levantando a questdo da classificacdo da PKR como gene
supressor de tumor (Haines e cols., 1992; 1993; 1996; 1998). Os resultados indicam
que o papel desta quinase aparentemente varia de acordo com o tipo de cancer
envolvido (Kim e cols., 2000).

Foi demonstrado que células de carcinoma de mama apresentam elevados
niveis protéicos bem como elevada atividade da PKR e niveis elevados do fator
elF2o fosforilado quando comparado com células ndo transformadas. Verificou-se

ainda que o nivel do RNAmM da PKR é 3 a 8 vezes maior nas células transformadas e
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que esse aumento é devido ao aumento da transcricdo pelo promotor da PKR.
Todas essas observagdes indicam que a PKR ndo age como supressor de tumor em
cancer de mama, mas sim, sugere um papel positivo no controle do crescimento
celular. Além disso, foi também demonstrado que o nivel do inibidor p58 € muito
maior em células nao transformadas do que nas células de carcinoma de mama
(Kim e cols., 2000; Nussbaum e cols., 2003). Especula-se que, uma vez aumentada,
a PKR poderia ativar proto-oncogenes bem como vias que sdo necessarias para
indugdo ou manutengao do crescimento celular (Kim e cols., 2000)

As varias vias de transducido de sinal estdo constitutivamente ativas nas
células transformadas e tem-se especulado que a PKR em altos niveis ou ativada é
responsavel pela ativacdo do STAT-3 que é essencial para a proliferacao celular em
células de carcinoma de mama (Nussbaum e cols., 2003).

Kim e cols. (2002) demonstraram que culturas de células de melanoma
apresentam elevada expressdo da PKR bem como autofosforilagdo quando
comparadas com melandécitos normais. A analise do tumor revelou uma expressao
muito aumentada dos niveis do RNAm e da proteina PKR em metastase de
linfonodo quando comparado aos tumores primarios bem como uma maior
quantidade do elF2a fosforilado em células de melanoma do que em melandcitos,
sugerindo uma maior atividade da PKR nas células tumorais (Kim e cols., 2002).
Uma atividade aumentada da PKR também foi detectada em cancer de coldn,
carcinoma de tiredide e carcinoma hepatico no qual foi observado que tumores
pouco diferenciados e que apresentam menores niveis da PKR apresentam maior
indice de apoptose do que as células de carcinoma hepatico bem diferenciadas com

elevados niveis da proteina, resultados estes que ndo sugerem correlagdo direta
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entre niveis da PKR e a indugdo da apoptose (Haines cols., 1992; 1993b; 1996;
1998; Shimada e cols., 1998; Singh e cols., 1995; Terada e cols., 2000).

Em resumo, os dados da literatura sobre a participacdo da PKR no fenbmeno
da transformagao maligna séao controversos, pois sugerem que a PKR poderia atuar
tanto como supressor de tumor quanto como regulador positivo da proliferagéo
celular. Fica evidente, portanto, que a relacdo PKR e cancer deve ser investigada

com novas metodologias disponiveis para se estudar a fungao génica.
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1.4 RNAs reguladores

Um dos principais paradigmas da biologia molecular era de que os genes sao
principalmente codificadores de proteinas. De acordo com o dogma central da
biologia molecular, a informagao genética armazenada no DNA é transcrita em RNA
mensageiro (RNAm) e este posteriormente traduzido em proteinas nos ribossomos
com a participagdo dos RNA transportadores (RNAt), indicando que os genes séo
sinbnimos de proteinas e assim o genoma seria quase inteiramente traduzido em
proteinas. Esta conclusdo é essencialmente correta para os procariotos, modelos
dos experimentos iniciais de expressao génica onde as excegdes sdo genes que
codificam os RNAs estruturais (RNAs ribossdbmicos e RNAs transportadores)
necessarios para a sintese protéica, e um pequeno numero de genes que nao
codificam proteinas e estao envolvidos com fungdes regulatérias e que ocupam néo
mais de 1% do genoma (Wassarman e cols., 1999; Mattick, 2001).

Uma das maiores surpresas da histéria da biologia molecular foi a descoberta,
na década de 70, que muitos genes em eucariotos sdo fragmentados, apresentando
sequéncias nao codificadoras (introns) entre as sequéncias codificadoras de
proteinas (exons), sendo que as primeiras eram retiradas antes da tradugao pelo
processo denominado splicing. Além disso, a descoberta das propriedades
cataliticas do RNA ha mais de 20 anos, sugeriu que as fungdes do RNA vao muito
além deste papel passivo na expressdo de genes que codificam proteinas
(Szymanski e Barciszewski, 2002).

Nas analises das sequéncias gendmicas, 0s genes que sao transcritos em
RNA nado codificadores foram freqlentemente ignorados. Entretanto, o
sequenciamento do genoma humano e de varios eucariotos mostrou que quanto

maior a complexidade do organismo menor € a porcentagem de genes que
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codificam proteinas. E estimado que cerca de 98% dos transcritos do genoma
humano nao codificam proteinas (Mattick, 2001; Mattick e Gagen, 2001).

Apesar do conceito de que os RNAs intrénicos ndo eram funcionais, sendo
simplesmente degradados e reciclados apés o splicing, uma outra possibilidade tem
se fortalecido nos ultimos anos, na qual os RNAs intrbnicos seriam ativos e
formariam uma grande rede regulatéria nas células eucaridticas (Mattick, 1994;
Mattick e Gagen, 2001; Mattick, 2004).

O conceito de RNA regulador, que emergiu de forma convincente somente na
década de 90, representou um avanco extraordinario para a compreensao dos
eventos moleculares envolvidos na modulagcado da atividade de células eucaridticas
através de RNA. Nos ultimos anos, foram descritos varios tipos de RNA que nao
participam do processo de biossintese de proteinas e por esse motivo tém sido
classificados como RNAs reguladores. Uma caracteristica importante dos RNAs
reguladores € que essas moléculas nao sao traduzidas e, portanto, o produto do
gene € o RNA, o qual atua diretamente na regulacdo de importantes fungdes
celulares, entre as quais podemos salientar a regulagcao da expressao génica. Por
esse motivo, os RNAs reguladores sao também denominados de transcritos néo
codificadores de proteinas (non-coding RNAs, ncRNA) (Eddy, 2001; Erdmann e
cols., 2001a; 2001b; Szymanski e Barciszewski, 2002). Os ncRNAs estdo envolvidos
em varios processos incluindo regulagao transcricional, pés-transcricional, replicagéo
cromossbmica, imprinting gendmico, processamento do RNA, splicing alternativo,
estabilidade e traducdo do mRNA e degradacéao protéica (Mattick e Gagen, 2001;

Mattick, 2004).



Introdugéo 49

Os principais RNAs envolvidos na regulagdo da expressao génica em células
eucarioticas podem atuar tanto em nivel transcricional (RNAs ativadores da PKR)

como em nivel pés-transcricional (micro-RNA e RNA de interferéncia):

Replicacao @l DNA

Transcricao

!

A 4
RNA ribossémico RNAs regmadores

RNA transportador

A 4

RNA mensageiro Regulagéo de fungées celulares

l

Sintese protéica

A 4

Regulagao da expressao génica:

RNAs ativadores da PKR
Micro-RNAs
RNA de interferéncia

Ha varios anos o nosso laboratério tem investigado a presenga de RNAs
reguladores em linfécitos e macréfagos ativados. Os resultados do laboratério
demonstraram, pela primeira vez, a existéncia de ncRNAs que regulam a expressao
génica em nivel de transcricdo e cujos efeitos sdo mediados pela PKR através da
ativacado do fator de transcrigdo NF-xB (De Lucca e cols., 2002; Watanabe e cols.,
2003, 2005). Por esse motivo, esses riboreguladores foram denominados de RNAs

ativadores da PKR.
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Recentemente, tém sido descritos RNAs reguladores de baixo peso molecular
(21-22 nucleotideos) que regulam a expressao génica em nivel pds-transcricional, os
quais foram denominados de micro-RNAs (miRNAs) (Lee e cols., 1993; Lagos-
Quintana e cols., 2001; 2003; Lau e cols., 2001; Lee e Ambros, 2001; Ambros, 2004).
Os miRNAs fazem parte de uma grande familia de genes néo codificadores de
proteinas e que sdo altamente conservados. Estimativas indicam a existéncia de
cerca de 500 genes de miRNAs que corresponde aproximadamente a 1% dos genes
humanos preditos, o que permite classifica-los como uma classe abundante de
NcRNAs (Ambros e cols., 2003a; 2003b; Lim e cols., 2003; Bentwich e cols., 2005).

No final da década de 1990, foi descrito um fenémeno de silenciamento
génico pés-transcricional sequéncia especifico mediado por dsRNA de seqiéncia
homodloga a do gene alvo, fendmeno este que foi denominado RNA de interferéncia

(RNAI) (Fire e cols., 1998).
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1.5 RNA de Interferéncia

O RNAIi constitui uma promissora ferramenta que permite o estudo da
genbmica funcional através da degradagdo do RNA mensageiro especifico para o
gene de interesse com a grande vantagem de ser um processo natural das células.

O silenciamento génico pods-transcricional mediado por dsRNA é um
mecanismo de defesa celular conservado durante a evolugcdo para controlar a
expressao de genes estranhos exdégenos em protistas, fungos filamentosos, plantas
e animais (Fire, 1999; Bass, 2000; Cogoni e Macino, 2000; Hammond e cols., 2001;
Sharp e cols., 2001; Tuschl, 2001; Waterhouse e cols., 2001).

A primeira observagao de que transgenes poderiam induzir a degradagao do
RNA mensageiro de maneira sequéncia especifica foi feita na década de 1990 a
partir de genes envolvidos na pigmentagao de petunias, fendmeno denominado co-
supressao (Napoli e cols., 1990; Van de krol e cols., 1990).

O fenbmeno de silenciamento denominado quelling foi descrito
posteriormente por Cogoni e cols. (1996; 1997; 1997a) no fungo Neurospora crassa.

Entretanto, o principal avango na histéria do silenciamento génico foi a
descoberta de tal fenbmeno no nematdide Caenorhabditis elegans (Fire e cols.,
1998). Esses autores observaram o dsRNA era mais efetivo no mecanismo de
silenciamento do que a fita anti-senso e a senso estudadas separadamente. A
introducdo de fitas simples purificadas em animais adultos produziu um efeito
pequeno enquanto a mistura das duas fitas (dsRNA) levou a uma interferéncia
potente e especifica na expressdo génica. Esta interferéncia no genoma de
C.elegans pode ser induzida pela introdugcdo do dsRNA em qualquer regido do

animal (Fire e cols., 1998), introdugdo na alimentacéo através da Escherichia coli
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(Timmons e Fire, 1998) ou simplesmente submetendo-o a uma solugéo contendo
dsRNA. Apenas uma pequena quantidade de dsRNA foi necessaria para tal efeito,
sugerindo que possa haver um componente catalitico ou de amplificagdo no
processo de interferéncia (Fire e cols., 1998). Este novo fendmeno foi entdo
denominado RNA de interferéncia (RNAI).

Estes dsRNA foram inicialmente detectados em tecidos vegetais que
apresentaram silenciamento génico induzido por virus ou transgene (Hamilton e
Baulcombe, 1999), posteriormente em embrides de moscas, vermes (Parrish e cols.,
2000; Yang e cols.,, 2000) e em extratos de células Scheneider-2 (S2) de
Drosophila melanogaster que foram transfectadas com dsRNA (Hammond e cols.,
2000).

O processamento das moléculas longas de dsRNA em RNAs de 21-23
nucleotideos foi inicialmente estudada in vitro a partir de extratos de embrides de D.
melanogaster (Zamore e cols., 2000) e posteriormente em extratos de células S2
(Bernstein e cols., 2001). No caso do lisado de embrido, observou-se que o RNAm
alvo foi clivado em fragmentos de 21 nucleotideos (Zamore e cols., 2000) e que
dsRNAs sintéticos com 21 e 22 nucleotideos adicionados ao lisado foram capazes
de uma degradacao eficiente do RNAm, enquanto dsRNAs de 30 nucleotideos foram
ineficazes (Elbashir e cols., 2001b). Outra contribuicdo importante deste trabalho foi
a demonstragdo de que o fendbmeno da degradacdo do RNAm é dependente da
sequéncia do siRNA.

Apesar do RNAI ter sido descrito em uma variedade de eucariotos incluindo
plantas, protistas, fungos filamentosos e animais invertebrados e vertebrados
(Carthew e cols., 2001; Hammond e cols., 2001; Tuschl, 2001; Waterhouse e cols.,

2001; Zamore, 2002), apenas recentemente foi possivel silenciar genes humanos
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em cultura de células somaticas (Elbashir e cols., 2001b). A deteccdo do RNAi em
células somaticas de mamiferos tem sido dificultada pela presenga de um
mecanismo dependente de dsRNA que leva a supressdo da expressao génica de
maneira nao especifica (Clemens e Elia, 1997; Stark e cols., 1998; Kumar e
Carmichael, 1998; Geiss e cols., 2001). A introducdo de dsRNA longos em células
de mamiferos desencadeia um vigoroso e inespecifico bloqueio da transcricdo e
traducdo. O dsRNA é um potente indutor da sintese de IFN e da indugdo de duas
enzimas, a PKR, a qual leva a uma posterior fosforilagao e inativacao do fator elF2aq,
e da 2’-5 oligoadenilato sintetase, cujos produtos ativam a ribonuclease RNase L.
Esses trés fatores levam a interrupcdo da sintese protéica e apoptose celular
(Williams, 1997).

Uma importante caracteristica do mecanismo do RNAI é o processamento do
dsRNA em segmentos curtos de dsRNA, de 21 a 25 nucleotideos (Elbashir e cols.,
2001a) e que foram denominados de siRNAs (small interfering RNAs).

A caracterizagao bioquimica mostrou que os siRNAs sdo dsRNA de 21 a 23
nucleotideos com 2 ou 3 nucleotideos ndo pareados na extremidade 3’ (overhang),
grupos fosfato e hidroxila nas extremidades 5’ e 3’ respectivamente (Elbashir e cols.,
2001a). Esta estrutura é caracteristica de um padréao de quebra enzimatica do tipo
RNase lll, o qual permitiu a identificacdo da familia Dicer de enzimas RNAse IlI
altamente conservadas e que atuam na quebra das duplas fitas de RNA. Esta
enzima foi caracterizada a partir de extratos preparados de células de insetos
(Bernstein e cols., 2001), embrides de C. elegans (Ketting e cols., 2001) e cultura de
células de mamiferos (Billy e cols., 2001). Nas células de mamiferos, foi
demonstrado que a Dicer localiza-se no citoplasma, o que reforga a evidéncia de que

o RNAIi é um processo predominantemente citoplasmatico (Billy e cols., 2001). A
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Dicer tem um dominio de helicase RNA na parte N -terminal, um dominio PAZ
(proteinas piwi, argonaute e zwille) (Cerutti e cols., 2000; Bernstein e cols., 2001),
dois dominios RNase Ill e um sitio de ligagado para o dsRNA na porcao C-terminal.
Vaérias evidéncias genéticas e bioquimicas estdo aprimorando a compreensao da
maneira pela qual os dsRNA poderiam levar a degradagédo de RNAs mensageiros
homologos (Hannon, 2002; McManus e Sharp, 2002; Zamore e cols., 2002).

No primeiro passo, a enzima Dicer cliva moléculas longas de dsRNA para
produzir siRNAs. A Dicer interage com a proteina TAR, ligante de RNA (TRBP) que
direciona os siRNAs produzidos facilitando a incorporacdo destes em um complexo
multiprotéico de silenciamento induzido por RNA (RISC), cujo principal componente
foi identificado como sendo membro da familia das proteinas Argonauta (Hammond
e cols., 2001a).

Verificou-se ainda que o siRNA precisa ser fosforilado na extremidade 5’ para
entrar no RISC (Nykanen e cols., 2001), sendo que os siRNAs que ndao possuem
grupo fosfato sao rapidamente fosforilados por uma quinase endégena (Schwarz e
cols., 2002). Os siRNAs incorporados ao RISC sdo, por sua vez, clivados pela
Argonauta-2 de forma a liberar uma das fitas (fita passenger) e gerar assim o RISC
ativado com a fita simples de RNA guia que determina o reconhecimento do RNAmM
alvo através do pareamento de bases. O fator determinante na escolha da fita que
permanecera ligada ao RISC ativo é a estabilidade termodinédmica das extremidades
das fitas do siRNA. A fita cuja extremidade 5 possuir maior estabilidade
termodindmica se ligara por sua vez ao dominino PIWI da Argonauta-2. A
extremidade 5 nado pareada da fita guia, sequéncia seed, &€ pareada com a
extremidade 3’ do RNAm alvo guiando o RISC para o alvo correto (Martinez e

Patkaniowska, 2002, Schwarz e cols., 2002, Aagaard e John, 2007). Assim, ocorre o
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pareamento perfeito da fita guia do siRNA e do RNAm alvo, resultando na clivagem
do RNA mensageiro homoélogo em um processo dependente de ATP (Nykanen e
cols., 2001). O RNA mensageiro é entdo clivado em um unico sitio no centro da
dupla fita de siRNA e mRNA, a 10 nucleotideos da extremidade 5 do siRNA
(Elbashir e cols., 2001b) (Figura E). Os produtos da clivagem do mRNA alvo séo
rapidamente degradados pois eles ndo tém a estabilidade que é conferida pelo CAP
ou pela cauda poli (A). O pareamento parcial pode em certos casos reprimir a o

processo de traducao ou desestabilizar os transcritos.
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Figura E. Mecanismo de acao do RNA de interferéncia. Fonte: Sharp PA; Nat.
Rev. Mol. Cel.l Biol. 2003.
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O delineamento do siRNA para o silenciamento génico requer conhecimento
exato da sequéncia alvo no RNAm. As sequéncias intrénicas contidas no pré—RNAm
nao devem ser selecionadas como alvo uma vez que o RNAm que sofre um splicing
incompleto é retido no nucleo e se acredita que o silenciamento através do RNAI
ocorra predominantemente, sendo exclusivamente, no citoplasma (Elbashir e cols.,
2002). Um aspecto fundamental da degradacdo do RNAm alvo é que esse
fendbmeno depende da sequéncia do siRNA. Entretanto, nem todas as posi¢cdes do
SsiRNA contribuem da mesma maneira para o processo de reconhecimento da
sequéncia alvo (Elbashir e cols., 2001b). Foi observado que as mutag¢des no centro
do siRNA sao muito criticas e essencialmente abolem a degradacao da sequéncia
alvo. Em contraste, o ultimo nucleotideo da extremidade 3’ do siRNA ndo contribui
para o reconhecimento. Elbashir e cols. (2001a) demonstraram que a eficiéncia dos
siRNAs também depende do numero de nucleotideos n&do pareados na extremidade
3’. Verificou-se ainda que os siRNAs com quatro a seis nucleotideos overhang foram
incapazes de mediar o efeito de interferéncia bem como siRNAs com dois ou mais
nucleotideos nao pareados na extremidade 5. Os siRNAs que apresentam dois ou
trés nucleotideos ndo pareados na extremidade 3’ foram os mais eficazes na
degradacdo do mRNA alvo. Verificou-se que a eficiéncia da transfecgao,
concentracdo do siRNA, estrutura secundaria do siRNA e do RNAm alvo também
influenciam o processo de silenciamento génico (Pancoska e Moravek, 2004).

O silenciamento génico pode ser induzido pela administracdo de siRNA
diretamente no sistema a ser estudado, dsRNA de cadeia longa, ou vetores de
expressao (plasmidial ou viral) que permitem a expressao intracelular de shRNA, o
qual é posteriormente processado em siRNAs ativos dentro da célula, resultando em

um silenciamento génico mais duradouro (Paddison e cols., 2002; Brummelkamp e



Introducao 57

cols., 2002). E importante salientar que a entrada do RNA na célula é o maior
obstaculo para o uso clinico do RNA..

A otimizacdo da administracao sistémica envolve a estabilizagdo do siRNA, o
alcance do tecido desejado e a garantia da captagcao do siRNA pela célula alvo.

Vetores virais tém sido muito empregados uma vez que garantem uma alta
eficiéncia de transfeccdo devido sua habilidade de infectar as células alvo e assim
transportar o material genético para dentro das células. Entrentato vetores virais
apresentam riscos devido ao seu pontecial oncogénico e seus efeitos inflamatérios e
imunogénicos (Lehrman, 1999; Liu e Muruve, 2003).

A meia vida dos siRNAs n&o modificados in vivo € muito curta, variando de
segundos a minutos (Soutschek e cols., 2004). Isto se da principalmente devido a
sua rapida eliminagdo através da filtragcdo glomerular em decorréncia do seu
pequeno tamanho (aproximadamente 7kDa). Além disso, também podem ser
degradados por RNAses que presentes em grandes quantidades no soro,
apresentando uma meia vida de aproximadamente 5 a 60 minutos. Observou-se que
a meia vida dos siRNAs circulantes pode ser prolongada a dias se a eles forem
ligados a outras moléculas ou particulas que nao sejam filtradas pelo rim (Soutschek
e cols., 2004; Layzer e cols., 2004; Schiffelers e cols., 2004) ou através de
modificacdes quimicas na estrutura do siRNA e pela protecao das extremidades, o
que os torna resistentes a degradacado pelas RNases sem perda aparente da
eficiéncia no processo de silenciamento génico (Braasch e cols., 2003; Sioud e cols.,
2007).

Outras alteragdes que visam direcionar o RNAIi para tecidos ou células
especificos incluem conjugacédo do siRNA com a molécula de colesterol, fusdo com

anticorpos, fusdo com nanoparticulas de ciclodextrina (Aagaard e Rossi, 2007).
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Apesar da grande expectativa, especificidade e poténcia do RNAI, alguns
fatores como estabilidade, administracdo do siRNA, os efeitos inespecificos, a
saturagdo da maquinaria do RNAI, a inibicdo incompleta do gene alvo e a duragao
do efeito devem ser consideradas a fim de se otimizar o uso dessa promissora
ferramenta tanto na pesquisa basica como na pesquisa clinica (Uprichard e cols.,
2005).

A inibicdo do crescimento e progressado tumoral € um dos principais desafios
da medicina. Apesar do significativo progresso no desenvolvimento de terapias
contra o cancer, estas sado efetivas em apenas um pequeno numero de casos. Uma
vez que se trata de uma doenga complexa, agentes que interferem com apenas uma
via oncogénica apresentam baixa eficacia devido aos diversos mecanismos de
resisténcia.

Nos ultimos anos, varias proteinas que levam ao cancer foram descobertas.
Estas proteinas representam alvos potenciais para uma terapia seletiva, com menos
efeitos colaterais do que a quimioterapia. Assim, varias moléculas pequenas e
anticorpos que tém como alvo oncoproteinas estido sendo desenvolvidos, mas estas
drogas tém sido eficazes em apenas alguns casos (Friedrich e cols., 2004).

Uma outra abordagem atraente para o tratamento de cancer € o uso de RNA.
Essas moléculas podem levar a inibicdo de genes especificos de um certo tipo de
cancer, resultando em menos efeitos colaterais uma vez que podem silenciar
proteinas mutadas ou expressas preferencialmente em um tipo de cancer (Friedrich
e cols., 2004).

Nesse contexto, o primeiro método a ser empregado para a inibigao
especifica da expressao génica foi o uso de oligonucleotideos anti-senso no final da

década de 70 (Zamecnik e Stephenson, 1978). Apds sua introdugdo na célula, o
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RNA anti-senso, bem como os oligodesoxinucleotideos anti-senso, s&o capazes de
hibridizar com o RNAm alvo através do pareamento das bases nitrogenadas levando
a degradacgao da dupla fita RNA-DNA através da RNAse H e consequentemente a
inibicdo da traducdo do RNAm alvo. Efeitos inibitérios no crescimento celular e
tumorigénse foram obtidos utilizando RNA anti-senso para silenciar varios genes tais
como a proteina anti-apoptoética Bcl-2, telomerase, IGF-IR, VEGF e EGFR (Reed e
cols., 1990; Oku e cols., 1998; Scotlandi e cols., 2002). Estes efeitos inibitérios, no
entanto, ocorriam também em células normais, levando assim a efeitos colaterias
indesejados, sendo necessario o desenvolvimento de estratégias que permitissem a
administragcao do RNA anti-senso apenas nas células tumorais.

No inicio dos anos 80 a descoberta das ribozimas veio expandir as
estratégias baseadas em uso de RNA (Cech, 1981; Guerrier-Takada e cols., 1983).
As ribozimas sdo RNAs que catalizam reacbes quimicas sem a presenca de
qualquer cofator protéico, apresentando um dominio catalitico que é flanqueado por
sequéncias complementares ao RNA alvo. O mecanismo de silenciamento envolve
ligacdo da ribozima ao RNA através do pareamento das bases nitrogenadas,
reconhecimento da porgao fosfodiéster carregada negativamente e a quebra da fita
de RNA (Nellen e Sczakiel, 1996). Entretanto, a atividade das ribozimas in vivo
depende do nivel de expressdo das ribozimas nas células, da sua especificidade,
estabilidade intracelular, co-localizagdo com o alvo, acessibilidade ao sitio de
ligacao, fatores estes que limitaram a aplicagdo das ribozimas in vivo e, portanto, o
seu uso clinico.

A descoberta do RNAI e, posteriormente, da existéncia de uma maquinaria
intracelular apropriada para o mecanismo de acao de dsRNA, tornou o RNAI a mais

potente tecnologia anti-senso descoberta até agora, uma vez que a concentragao de
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RNAI necessaria para silenciar o gene alvo € cerca de cem a mil vezes menor que a
concentragdo do oligonucleotideo anti-senso direcionado para o mesmo alvo
(Kretschmer-Kazemi e cols., 2003; Kobayashi e cols., 2004). Assim, o RNAi vem
sendo muito estudado tanto como uma ferramenta extremamente poderosa na area
da gendmica funcional, quanto como um método potencial para desenvolvimento de
terapias altamente especificas baseadas em silenciamento génico sequéncia

especifica.
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal do presente estudo foi investigar o papel da PKR e do
receptor de quimiocina CXCR4 sobre o crescimento tumoral e o potencial
metastatico das células de melanoma B16-F10 no modelo de melanoma murino

através da tecnologia do RNA de interferéncia.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar o silenciamento dos genes da PKR e do receptor CXCR4 através da
transfecgcdo das células B16-F10 com os plasmideos shRNA anti-PKR e
shRNA anti-CXR4, respectivamente. As analises da degradacdo dos RNA
mensageiros da PKR e do CXCR4, bem como os niveis das proteinas PKR e
CXCR4 foram realizadas por RT-PCR semi-quantitativo e Western blot,

respectivamente.

e Estudar os efeitos do silenciamento dos genes da PKR e do CXCR4 sobre o
desenvolvimento do melamona B16-F10 e a colonizag&o pulmonar através de
injegdes subcuténea e endovenosa das células B16-F10 transfectadas com
os plasmideos shRNA anti-PKR e shRNA anti-CXR4 em camundongos

C57BL/6.

e |nvestigar o efeito da inje¢ao intratumoral dos plasmideos shRNA anti-PKR e
shRNA anti-CXR4 sobre o desenvolvimento do melanoma subcutaneo em

camundongos C57BL/6.
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e Verificar o efeito da inje¢do endovenosa do plasmideo shRNA anti-CXCR4
associado com o agente transfectante policatibnico jetPEI™ sobre a

colonizacéo pulmonar das células de melanoma B16-F10.



3. Material e Métodos
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3.1 Cultura de células de melanoma B16-F10

Células de melanoma B16 clone F10, cedidas gentiimente pelo professor Dr.
Roy Edward Larson da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP), foram
cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco) (1,039g RPMI, 0,26g Hepes, 0,29
Bicarbonato de Sdédio g.s.p. 100mL) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen), 2mM L-glutamina (Invitrogen) e 1% penicilina/streptomicina (100
unidades/mL) (Gibco). Apds 48 horas, as células foram destacadas com solugao de
EDTA 10mM em 10mL de meio RPMI. As células foram recolhidas, contadas,
ressuspendidas em meio RPMI puro e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera

saturada de agua e 5% de COno.

3.2 Andlise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada com a utilizagao do corante Azul de Trypan
(Kruse e Patterson, 1973), onde a porcentagem de células viaveis pode ser
determinada por exclusao da populagdo de células mortas que sao coradas pelo
Azul de Trypan. As células foram ressuspensas em PBS (0,8g NaCl, 0,2g KClI, 1,449
NayHPO4). Quatro partes do corante 0,2% foram misturadas com uma parte de NaCl
4,25%. Para uma parte da solugdo de Azul de Trypan-NaCl adicionou-se uma parte
da suspensao celular. Foram contadas 100 células no quadrante central da camara
de Neubauer. Finalmente, a porcentagem de células viaveis foi determinada pela
relagdo entre o numero de células viaveis pelo numero de células viaveis mais

células mortas multiplicado por 100.



Material e Métodos 66

3.3 Delineamento do shRNA (short hairpin RNA)

Trés pares de oligonucleotideos foram selecionados para diferentes regides
do cDNA da PKR murina (GenBank accession N°. M93567) correspondendo aos
nucleotideos 24-42 (shRNA anti-PKR-1), 320-338 (shRNA anti-PKR-2) e 998-1016
(shRNA anti-PKR-3) e dois pares de oligonucleotideos correspondendo aos
nucleotideos 85-103 (shRNA anti-CXCR4-1) e 409-427 (shRNA anti-CXCR4-2) do
cDNA do receptor de quimiocina CXCR4 (GenBank, Accession number BC031665).
Cada shRNA contém uma fita senso de 19 nucleotideos seguidos de um espagador
curto (AAGTTCTCT), a fita anti-senso e o sinal de terminagédo (TTTTT) para RNA
polymerase lll. As sequéncias dos oligonucleotideos sintetizados foram: shRNA anti-
PKR-1: 5'- ACCGACGGAGGGCGAATAGATTTAAGTTCTCT AAATCTATTCGCCCT
CCGTCTTTTTC-3’; shRNA anti-PKR-2: 5-ACCGAAACGCTGCAGCCAAATTAAAG
TTCTCTTAATTTGGCTGCAGCGTTTCTTTTTC-3’); shRNA anti-PKR-3: 5-ACCGC
AATCACGTCAACATTAAGTTCTCTAATGTTGACGTGATTGAGTCTTTTTC -3’;
shRNA anti-CXCR4-1: 5- ACCGCGATCAGTGTGAGTATATAAAGTTCTCTT ATATA
CTCACACTGATCGCTTTTTC-3; shRNA anti-CXCR4-2: 5- ACCGGTAAGGCT
GTCCATATCATAAGTTCTCTATGATATGGACAGCCTTACCTTTTTC.

O delineamento dos oligonucleotideos foi feito com auxilio do programa
“Target Finder and Desing Tool* disponivel no website da Dharmacon
(http://www.dharmacon.com), considerando-se a estrutura secundaria tanto do
ShRNA como do cDNA da PKR e do CXCR4, a regido de anelamento do
oligonucleotideo com o cDNA alvo, bem como outros critérios descritos por
Elbashir e cols. (2001). As sequéncias determinadas foram posteriormente
analisadas pelo programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) com o

objetivo de se confirmar que o RNAmM da PKR e o RNAm do receptor CXCR4
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constituem os uUnicos alvos do shRNA anti-PKR e do shRNA anti-CXCRA4,
respectivamente. Como vetor de expressao utilizamos o psiSTRIKE U6 Hairpin
Cloning System (Promega), um plasmideo linearizado contendo o promotor
eucariotico U6 reconhecido pela RNA polimerase lll, o que permite a clonagem
dos shRNAs e sua expressdao em ceélulas de mamiferos. Utilizamos, como
controle, um shRNA que n&o apresenta homologia com o0 RNAm da PKR ou do
CXCR4 e cuja sequéncia nao esteja presente no genoma de camundongo. O
shRNA controle é: 5-ACCGAAGCGC TGCCGCGACGTTG AAGTTCTCTCAACG
TCGCG GCAGCGCTTCTTTTTC-3'. A confirmagado da clonagem de todos os
shRNAs foi feita por digestdo com Pst | (Promega). Os dois oligonucleotideos
(senso e antisenso) de cada shRNA foram pareados a fim de formar o inserto de
DNA dupla fita, cujas terminagdes sdo complementares a extremidade do vetor

psiSTRIKE U6 Hairpin Cloning System de acordo com o seguinte esquema:
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3.4 Preparo das células competentes

A cepa DH5-aF’ de Escherichia coli foi utilizada para transformacao por
choque térmico, com a finalidade de multiplicar a quantidade de plasmideos.

As bactérias foram inoculadas em 3mL de Meio Luria-Bertani (LB - 1%
Triptona, 0,5% Extrato de Levedura, 0,06% NaCl, 0,02% KCI), a partir do seu
estoque e cultivadas por 12-24 horas a 37°C sob agitagdo. Uma aliquota de 2,5mL
desta cultura foi inoculada em 50mL de LB e cultivada por 1,5 a 2,5 horas a 37°C,
até que fosse atingida uma absorbancia entre 0,4-0,5 em 550nm. A cultura foi entdo
colocada em banho de gelo por 5 minutos, as células foram recolhidas por
centrifugagcéo (9000 y g por 5 minutos a 4°C) e ressuspendidas em 125mL de
tampéao Tris-HCI 10mM, pH 7,5, contendo CaCl, 50mM. Esta mistura foi incubada
em banho de gelo por 15 minutos, as células foram recolhidas por centrifugagao,
ressuspendidas em 17,5mL de tampao Tris-HClI 10 mM pH 7,5, contendo CaCl,

50mM e glicerol 15% (v/v), divididas em aliquotas de 200uL e mantidas a - 80° C.

3.5 Pareamento dos oligonucleotideos

As fitas senso e antisenso de cada shRNA foram sintetizados separadamente
e posteriormente diluidos em agua milliQ Nuclease-Free para uma concentragéo
final de 1ug/uL. A seguir, 2uL de cada fita (2ug) foram misturados e diluidos em
tampéao de anelamento para uma concentracgéo final de 40ng/uL. A mistura foi entdo
aquecida a 90°C durante 3 minutos e em seguida transferida para banho-maria a
37°C e incubada por 15 minutos. Os oligos anelados foram utilizados imediatamente

para ligagao no vetor psiTRIKE.
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3.6 Clonagem

Os oligonucleotideos pareados (5uL) foram diluidos em 45ulL de agua
nuclease-free para uma concentracdo final de 4ng/uL. Cada oligonucleotideo
pareado foi entdo ligado overnight pela agdo da enzima T4 DNA ligase ao plasmideo
psiSTRIKE U6 Hairpin Cloning Systems (Tabela 1) fornecido na sua forma
linearizada e assim ndo sendo assim necessaria nenhuma manipulagcado prévia do
vetor.

Tabela 1. Protocolo da reagao de ligagao do shRNA ao vetor psiSTRIKE

Reagentes Ligagao do inserto Controle negativo
(PKR, CXCR4 ou controle)
Tampao de ligagao 2X 5uL 5ulL
Vetor psiTRIKE (50ng/uL) 1ulL 1uL
T4 DNA ligase (3 unidades/uL) 1ulL 1ulL
Agua Nuclease-Free 2uL 3ul
Oligonucleotideos anelados 1ulL -
(4ngluL)

Posteriormente, a reacado de ligagao (10uL) foi adicionada a 50uL de células
de E.coli competentes, as quais foram incubadas em banho seco a 42°C por 45-50
segundos sem agitacéo e entdo imediatamente colocadas em banho de gelo por 2
minutos, a fim de submeter as células a um choque térmico necessario para abertura
dos poros das bactérias e incorporacdo do DNA plasmidial. A seguir, foram
adicionados as bactérias 950uL de meio LB liquido e os tubos incubados a 37°C por
uma hora e meia sob agitagdo de 150rpm. Apds este intervalo de tempo, uma
aliquota de 50uL da cultura foi plaqueada em meio LB sélido (1% Triptona, 0,5%

Extrato de levedura, 0,06% NaCl, 0,02% KCI, 1,5% Agar) acrescido de ampicilina
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(50ug/mL), e incubadas por 18 horas a 37°C. Apds este periodo as células
transformadas foram transferidas para tubos falcon estéreis contendo 3mL de LB e
3uL de ampicilina (50ug/mL), tendo sido mantidas sob agitagdo a 37°C por cerca de
16 horas até atingerem uma absorbancia de 0,4-0,5 em comprimento de onda de

550nm.

3.7 Extragcao de DNA plasmidial

Apds o crescimento das bactérias selecionadas foi realizada a extragao do
DNA plasmidial com o kit FlexiPrep (Amersham). O método emprega o procedimento
padrao de lise celular alcalina, incluindo tratamento com RNase e precipitacdo com
isopropanol. O DNA plasmidial foi subsequentemente purificado através da resina

Sephaglas FP de acordo com as instrugbes do fabricante.

3.8 Digestao de DNA plasmidial
O controle da ligagéao foi feito mediante a digestdo com a enzima de restricao
Pst | (Tabela 2). A inser¢ao do oligonucleotideo no vetor psiSTRIKE cria um segundo
sitio de restricdo dessa enzima, permitindo que a digestdo resulte em dois
fragmentos (959bp e 2299bp) faciimente visualizados em gel de agarose 1% com
brometo de etideo.

Tabela 2. Protocolo da reacao de digestao do DNA plasmidial

Reagentes Quantidade
DNA 1ug
Tampéo 1uL
Pst | 1ul
Agua milliQ g.s.p 10uL
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3.9 Preparo do complexo lipofectamina-shRNA

Antes da transfecg¢do, 30ug de cada shRNA e 30uL de lipofectamina 2000
foram diluidos separadamente em 750uL de meio RPMI sem soro fetal bovino e
mantido a temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir foram misturados e
incubados a temperatura ambiente por 20 minutos para formagao do complexo
lipofectamina-shRNA. O meio de cultura foi entdo removido e o complexo
lipofectamina-shRNA foi adicionado a cultura. A eficiéncia da transfecgao foi avaliada
por meio do plasmideo pEGFP (Invitrogen) que expressa GFP (green fluorescent

protein).

3.10 Transfeccao de células de melanoma B16-F10
Células de melanoma B16-F10 foram plaqueadas em garrafas de cultura de

75cm? (7 x 10° células/garrafa). As células foram incubadas overnight e ao
atingerem uma confluéncia de cerca de 70-80% as células tumorais foram
transfectadas com 30ug de DNA plasmidial expressando shRNA especificos para
regides diferentes do RNA mensageiro da PKR ( shRNA anti-PKR-1, shRNA anti-
PKR-2 ou shRNA anti-PKR-3), shRNA especificos para CXCR4 (shRNA anti-
CXCR4-1 ou shRNA anti-CXCR4-2) ou shRNA controle e 30uL de lipofectamina
2000 (Invitrogen) por 5 horas. Cloroquina foi adicionado ao meio (2mg/mL), droga
que inibe a acidificagdo dos endossomos, aumenta a eficiéncia da transfeccédo e
inibe a ativagao da resta imune inata. A seguir, as células foram lavadas com PBS,
ressuspendidas em meio RPMI puro sendo feita extracdo de RNA de uma parte da
cultura (tempo de 5 horas) e a outra parte cultivadas até completar 24 ou 48 horas.
ApoOs estes periodos de incubacdo, as células tumorais transfectadas foram

utilizadas para a extracdo de RNA e preparo de extratos celulares para a analise da
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expressao da PKR e CXCR4 por RT-PCR semi-quantitativo e dos niveis de proteina

por Western Blot, respectivamente.

3.11 Extracao de RNA

Apos os intervalos de tempos determinados de 5, 24 e 48 horas de
transfecgao, foi extraido o RNA celular total com Trizol (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foi adicionado ao precipitado de células cloroférmio para
desproteinizagdo e apds centrifugagdo, o RNA celular presente na fase aquosa foi
transferido para um microtubo de 1,5mL estérii RNase-free, precipitado com
isopropanol, centrifugado a 10000rpm em temperatura de 5°C durante 10 minutos e

posteriormente lavado com etanol 70%.

3.12 Dosagem de RNA

O RNA utilizado nos ensaios foi seco em corrente de nitrogénio gasoso para
retirar o excesso de etanol 70%. As concentragdes de RNA foram determinadas por
espectrofotometria em um comprimento de onda de 260nm (uma unidade de
absorbancia a 260nm equivale a 40ug de RNA/mL). Foram também realizadas
leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de 220 e 280nm. Foram
utilizadas nos experimentos, as preparacdes de RNA que apresentaram relagdes de
absorbancia 220/260 = 0,65 - 0,80 e 260/280 = 1,9 - 2,0, pois sdo consideradas
livres de fenol e de proteinas, respectivamente (White e De Lucca, 1977). A
integridade das preparagdes de RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1,5% na presenca de brometo de etideo. As amostras integras foram utilizadas

posteriormente para RT-PCR semi-quantitativo.
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3.13 Eletroforese de RNA

Um micrograma de RNA foi ressuspendido em 5uL de &agua DEPC
(dietilpirocarbonato) e entéo diluido em solugdo de amostra (Tabela 3) na proporgao
de 1:1 (v/v). A amostra foi entdo aquecida por 2 minutos em banho seco a 95°C e
em seguida colocada em banho de gelo por 5 minutos. Posteriormente foi
acrescentado 1,5uL de tampao de aplicagdo da amostra (Tabela 4), 0,5uL de
brometo de etideo (1mg/mL) e a seguir aplicado em gel de agarose desnaturante 1%
(15,5mL de agua milliQ, 4,5mL de formaldeido 12,3M, 5,0mL de tampdo MOPS

(Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico) (5X) (Tabela 5) .

Tabela 3. Composicao da solugao da amostra

Reagentes Volume (uL)
Tampao MOPS 5X 100

Formaldeido 200

Formamida 500

Tabela 4. Composi¢cao do Tampao de Aplicagao da amostra

Reagentes Volume (uL)
MOPS 5x 320
Formamida 720
Formaldeido 260
Glicerol 80% 100
Agua Destilada 20
Azul de Bromofenol 80
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Tabela 5. Composicao do Tampao MOPS 5X (pH7)

Reagentes Volume (mL)
MOPS 20,6
NaOAc 50mM 800
EDTA 0,5M 10
Agua milliQ 1000
NaOH 2N g.s.p. pH 7,0

3.14 Reacao de transcrigao reversa

A partir de uma quantidade inicial de 1,2ug de RNA total foi realizada reagao
de transcricdo reversa em volume de reacdo de 25uL. As condi¢gées do RT foram 5
minutos de denaturagcdo a 65°C, 60 minutos a 37°C e 5 minutos a 75°C em
termociclador (PCR-Sprint ThermoHybaid). A reacédo foi feita com 0,5ug de
oligonucleotideo iniciador Oligo d(T) (Invitrogen), 1 unidade da enzima transcriptase

reversa MMLV, 1 unidade de inibidor de RNase ( Invitrogen), 1 unidade de DNase

( Invitrogen), SuL tampé&o 5x e 4uL MgCl, (Promega).
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3.15 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Com o objetivo de analisar a degradagdo do RNAm da PKR e CXCR4 foi
feito RT-PCR semiquantitativa a partir das amostras de RNA obtidas das células
B16-F10 transfectadas com shRNA anti-PKR-2, shRNA anti-CXCR4 ou shRNA
controle, usando oligonucleotideos iniciadores especificos para os gene de
interesse.

Primeiramente, foram utilizado oligonucleotideos iniciadores especificos para
o gene constitutivo da B-actina, a fim de avaliar a qualidade da amostra. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram delineados com base na sequéncia
armazenada no GenBank (Accession number BC014861), cujas sequéncias sao: 5'-
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3' (senso) e 5-TAAAACGCAGCTCAGTAA
CAGTCCG-3' (antisenso). As condigdes de PCR para a B-actina foram: um ciclo de
94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C por 2
minutos e finalmente 1 ciclo de 10 minutos de alongamento a 72°C em
termociclador (PCR-Sprint Hybaid).

A proxima etapa foi investigar a degradacdo do RNA mensageiro da PKR
(GenBank, Accession number BC014861) tendo sido utilizados os oligonucleotideos
iniciadores: 5'-GTGGACATCTTTGCTTTGGGCCTT-3'(senso) e 5-TGTTC CTCCAT
TCAGCCAAGGTCT-3" (anti-senso). As condi¢cdes de PCR para PKR foram: um ciclo
de 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 67°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto e finalmente 1 ciclo de 10 minutos de alongamento a 72°C.

Para avaliar a degradacdo do RNA mensageiro do receptor CXCR4
(GenBank, Accession number BC031665) foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores:  5-ACAGGTACATCTGTGACCGCCTTT-3' (senso) e 5-TGCT

CTCGAAGTCACATCCTTGCT-3’ (anti-senso).
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As condi¢des de PCR para CXCR4 foram: um ciclo de 94°C por 5 minutos, 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, 51°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e finalmente 1

ciclo de 10 minutos de alongamento a 72°C.

3.16 Eletroforese de DNA
Os produtos de PCR da B-actina (364bp), PKR (290bp) e CXCR4 (291bp)
foram analisados em gel de agarose 1,5% em tampao TBE (89mM Tris, 89mM Acido

borico, 2mM EDTA) com brometo de etideo durante 1hora a 100V.

3.17 Obtenc¢ao de extrato de células de melanoma B16-F10

As células B16-F10 incubadas em RPMI contendo 10% de soro fetal foram
recolhidas, lavadas e lisadas, em banho de gelo, com tamp&o A (Tris-HCI 20mM, pH
7,6, contendo KCI 50mM, NaCl 400mM, 2-mercaptoetanol 5SmM, Triton X-100 1%,
EDTA 1mM, fenilmetilsulfonilfluoreto 0,2 mM, aprotinina (100 unidades/mL) e 20%
de glicerol (v/v)). A seguir, o lisado foi centrifugado a 12.000 y g durante 20 minutos

a 4°C e o sobrenadante recolhido e mantido a -70°C.

3.18 Solubilizagao de proteina transmembrana

Uma vez que o receptor de quimiocina CXCR4 é uma proteina
transmembrana, foi necessaria a solubilizagdo da proteina do precipitado obtido
apos centrifucao.

As células B16-F10 foram destacadas com 10mM de EDTA em RPMI sem
soro fetal bovino e centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos. A seguir o precipitado
foi ressuspendido em 300uL de PBS gelado com 2% PMSF, 0,1% de aprotinina e

0,1% de leupepsina e 1% de Triton. A amostra foi incubada em banho de gelo por 20
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minutos sob agitagcdo constante. Posteriormente foi centrifugada por 20 minutos a
12000 rpm na temperatura de 4°C e a proteina solubilizada dosada pelo método de

Cadman (1979).

3.19 Dosagem de proteina

A dosagem de proteina dos extratos obtidos a partir das células tumorais
B16-F10 transfectadas com shRNA controle, shRNA especifico para PKR, bem
como das células ndo submetidas a transfecgcao, foi feita pelo método de Lowry .
Os extratos obtidos com o tampédo A foram diluidos na propor¢cao de 1:50 em um
volume final de 200uL. A seguir foi acrescentado 1000uL de solugao A (Tabela 6). A
amostra foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e entdo adicionado
100uL de Folin Ciocalteau na proporgao de 1:1. Apods incubagéo por 30 minutos as

amostras foram lidas em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 660 nm.

Tabela 6. Composicao da Solugao A do método de Lowry

Reagentes Volume
Na;CO3 2% em NaOH 0,1N 50mL
CuS041% 500uL

Tartarato de Sddio e Potassio 1% 500pL
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Dosagem de proteina com detergente

O extrato solubilizado com detergente contendo a proteina CXCR4 foi
dosado pelo método de Cadman (1979). Foram mistutrado 350uL de amostra
(diluida 1:50 em agua milliQ) com 500uL de solugdo A, composto por volumes iguais
das solugcées A1, A2, A3, A4 (Tabela 7). As amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. A seguir foram adicionados
250uL de SDS 20% e a amostra foi agitada. Posteriormente adicionou-se 50uL do
reagente de Folin Ciocalteu diluido 1:1 e apds agitar bem a amostra foi incubada por
mais 15 minutos a temperatura ambiente. Ao final desse tempo as amostras foram

lidas em espectrofotometro no comprimento de onda de 500nm.

Tabela 7. Composicao da Solugao A do método de Cadman

Reagentes Concentragao
A1 NaEDTA 0,2349 q.s.p 250mL
A2 CuS04.5H,0 0.157g q.s.p 250mL
A3 Na,COs 8%
A4 NaOH 0,4M

3.20 Eletroforese de proteina

Trinta microgramas dos extratos das células B16-F10 foram submetidos a
eletroforese em gel de acrilamida 10% (Tabela 8 e 9), corado com Comassie Blue
(Comassie 0,25%, Metanol 50%, Acido Acético 7%) e descorado com solugdo
descorante (Acido Acético 10%, Etanol 30%) a fim de se confirmar a integridade das

amostras controle e transfectadas.
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Tabela 8. Protocolo utilizado no preparo do Gel de Empilhamento

Reagentes

Volume (uL)

Tampao Tris-HCI pH6,8 - 0,5M
Acrilamida-Bis 30%/0,8%
Agua milliQ
SDS 4%

Temed

Persulfato

1000
665
2210
100
5
20

Tabela 9. Protocolo utilizado no preparo do Gel de Separagao (10%- com SDS)

Reagentes

Volume (uL)

Tampao Tris-HCI pH8,8 2,25mM
Acrilamida-bis 30%/0,8%
SDS 40%

Agua milliQ
Temed

Persulfato

1500
3000
225
4237
3,75
37,5

3.21 Transferéncia

Para a imunodeteccdo da PKR total, PKR fosforilada, CXCR4, B-actina e I-

kBp, foi realizada, apds eletroforese, a transferéncia do extrato para membrana de

nitrocelulose (Amersham) durante 4horas a 35V (Tabela 10).
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Tabela 10. Composi¢cao do Tampao de Transferéncia

Reagentes Quantidade
Tris 3,949
Glicina 18,89
SDS 10% 13mL
Etanol 240mL

Agua destilada g.s.p. 1300mL

3.22 Imunodeteccao da PKR total, PKR fosforilada (PKR-P), I-xB} e CXCR4

As membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado a 10% em TBS
(20mM Tris, 500mM NaCl)-Tween 20 (0,05%) overnight a temperatura ambiente e
entdo lavadas com TBS-Tween 20. As membranas foram posteriormente incubadas
com anticorpo monoclonal de camundongo anti-PKR (1:300), anticorpo policlonal de
coelho anti-I-xBpB(1:300), anticorpo policlonal de coelho anti-CXCR4 (1:250) (Santa
Cruz Biotecnologia) ou anticorpo policlonal de coelho anti-PKR [pT**'] (1:1000)
(BioSource) diluidos em TBS-Tween 20 (0,05%) durante 90 minutos a temperatura
ambiente e entdo lavadas 3 vezes com TBS-Tween 20 (0,05%) por 10 minutos cada.
Adicionou-se anticorpo anti-lgG de camundongo ou anti-coelho conjugado com
peroxidase (Santa Cruz) na diluicdo de 1:500 (CXCR4), 1:1000 (I-xBf), 1:2000
(PKR), 1:20000(PKR-pT**") por 1 hora sob agitacdo, seguida de 3 lavagens com
TBS-Tween 20 (0,05%) por 10 minutos cada. As membranas foram incubadas com
as solugdes do kit ECL (Amersham) por 5 minutos e acondicionadas em cassete
(Kodak) em presengca de Hiperfiim (Amersham), que apds a sensibilizagdo foi
revelado em processador X-Omatic. A quantificacdo das bandas da PKR e CXCR4
referentes ao PCR e Western Blot foi feita utilizando o software ImageQuant versao,

3.3 e os resultados foram expressos em termos de porcentagem. O nivel da proteina
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PKR e CXCR4 nas células B16-F10 incubadas com meio foi considerado 100%.
Resultados foram expressos como média * desvio padrao de trés experimentos e as

bandas sao representativas de um experimento.

3.23 Imunodetecc¢ao da B-actina

Western Blot de um segundo gel com concentragdes idénticas das amostras
foi realizado utilizando-se anticorpo anti B-actina e a detecgao foi feita como descrito
para PKR. Para detecgédo da B-actina foi utilizado anticorpo primario anti-p-actina
(Santa Cruz) na diluicdo de 1:400 e anti-IgG de camundongo (Promega) conjugado

com peroxidase na diluicdo de 1:2500.

3.24 Animais

Foram utilizados camundongos machos isogénicos C57BL/6 (20-25g) obtidos
do Centro de Criacdo de Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP. O desenvolvimento do presente projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (certificado No. 062/2006) da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - USP.

3.25 Modelo de tumor subcutaneo
As células B16-F10 cultivadas em meio RPMI e transfectadas com vetor

psiSTRIKE shRNA anti-PKR-2, shRNA anti-CXCR4-1 ou controle foram inoculadas,

pela via subcutanea, em camundongos C57BL/6 (4x105 células/animal). Apos 14
dias, os camundongos C57BL/6 foram sacrificados por deslocamento cervical e o
tumor removido e pesado em balanga analitica Sartorius supermicro, modelo S4,

Goettingen, Germany.
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3.26 Injecao intratumoral dos plasmideos shRNA anti-PKR e shRNA anti-
CXCR4

As células B16-F10 provenientes da cultura foram inoculadas, pela via

subcutédnea, em camundongos C57BL/6 (4 x105 células/animal). Apds 7dias da
inoculagado das células os camundongos receberam uma dose unica intratumoral de
2ug dos plasmideos shRNA anti-PKR-2, shRNA anti-CXCR4-1 ou shRNA controle.
Apoés 14 dias da inoculagédo das células B16-F10, os camundongos C57BL/6 foram

sacrificados por deslocamento cervical e o tumor removido e pesado.

3.27 Modelo de Colonizagao Pulmonar

As ceélulas B16-F10 foram injetadas via retro-orbital em camundongos
C57BL/6 (10° células/animal). Estes animais foram separados randomicamente em
grupo controle (tratado com shRNA nao especifico), grupo tratado com shRNA
especifico para o gene da PKR ou com shRNA especifico para o gene do CXCR4,
sendo 10 animais por grupo. Os camundongos foram sacrificados 21 dias apods a
injegdo de células tumorais e os noédulos pulmonares contados com auxilio de uma

lupa de disseccéo.

3.28 Administragao endovenosa do plasmideo shRNA anti-CXCR4

As células B16-F10 foram injetadas por via retro-orbital em camundongos
C57BL/6 (10° células/animal). Estes animais foram separados randomicamente em
grupos de 10 animais. Dez microgramas do plasmideo psiSTRIKE (shRNA controle,
shRNA anti-PKR-2 ou shRNA anti-CXCR4-1) foram diluidos em solugdo de glicose
10% na proporgédo 1:1 e a seguir misturados com jetPEI™ (Polyplus Transfection)

na propor¢ao de 1:1 e incubados a temperatura ambiente por 20 minutos (Boussif e
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cols., 1995). O plasmideo foi entdo injetado por via retro-orbital nos camundongos
C57BL/6 12 horas ap6s a inoculagao das células B16-F10. Os camundongos foram
sacrificados 21 dias apds a injecao de células tumorais € os nédulos pulmonares

contados com auxilio de uma lupa de disseccéo.

3.29 Analise Estatistica
A analise estatistica foi feita utilizando-se o teste-t de Student. A diferenca

com valor de p < 0,05 foi considerada significativa.



4. Resultados
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4.1 Identificacao da PKR e do CXCR4 em células de melanoma B16-F10

A primeira etapa deste trabalho foi a identificacdo da expressao da PKR e do
receptor CXCR4 em células de melanoma murino B16-F10 através da analise da
expressao génica por RT-PCR. A integridade das preparagdes de RNA foi analisada
por eletroforese em gel de agarose desnaturante 1%. A figura 1 mostra o perfil
eletroforético das amostras integras com os picos caracteristicos do RNA
ribossémico 28S e RNA ribossémico 18S.

Uma vez confirmada a integridade da amostra, utilizamos a técnica de RT-
PCR semi-quantitativo a fim de detectar o RNA mensageiro referente a PKR, CXCR4
e B-actina, que foi utilizada como controle da integridade do RNA e para posterior
normalizag&o dos resultados. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose 1,5% corados com brometo de etideo (Figura 2).
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Figura 1: Integridade das amostras de RNA obtido de células de melanoma
B16-F10. O RNA (1ug) foi submetido a eletroforese em gel de agarose desnaturante
1% na presenga de brometo de etideo por 1 hora a 100V. Em seguida foi realizada a

transiluminagao com luz ultravioleta e fotodocumentagao.

250pb —

Figura 2: Expressao dos genes da PKR e CXCR4 em células de melanoma B16-
F10 atraves da técnica de RT-PCR semi-quantitativo. (1) Marcador molecular de
250pb, (2) B-actina (364pb), (3) CXCR4 (291pb), (4) PKR (290pb).



Resultados 87

4.2 Extracao de DNA plasmidial

Depois do anelamento dos oligonucleotideos senso e anti-senso de cada
shRNA, clonagem e transformacdo das cepas DH5-aF de Escherichia coli
competentes, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial através de lise celular
alcalina e precipitagdo com isopropanol. O controle da ligagcdo do DNA no vetor

psiSTRIKE foi feito mediante a digestdo com a enzima de restricdo Pst | (Figura 3).

3000pb —» w

1000pb —»

Figura 3: Controle da ligagcao dos shRNAs no vetor psiSTRIKE através da
digestdao do DNA plasmidial. Amostras de DNA plasmidial (1ug) extraidas com o
kit flexiprep foram incubadas overnigh a 37°C com a enzima Pst | e entdo
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo por
50 minutos a 100V. (1) Marcador molecular de 100 pb, (2) controle negativo da
reacdo de ligacdo, (3) shRNA controle, (4) shRNA anti-PKR-2, (5) shRNA anti-
CXCR4-1.
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4.3 Transfeccgao de células de melanoma B16-F10

ApoOs obtencao das amostras de DNA plasmidial expressando os shRNAs
especificos para PKR e CXCR4 foi feita a transfeccdo das células de melanoma
B16-F10.

Com o objetivo de analisar o possivel silenciamento génico induzido pelos
shRNAs especificos para PKR (shRNA anti-PKR-1, anti-PKR-2, anti-PKR-3) e
CXCR4 (shRNA anti-CXCR4-1, anti-CXCR4-2) ao final de cada intervalo de tempo
(5, 24 ou 48 horas) as células foram submetidas a extragdo de RNA pelo método do
Trizol e preparo de extratos celulares com tampé&o A para a analise da expressao da
PKR e CXCR4 por RT-PCR semi-quantitativo e Western Blot respectivamente. Uma
aliguota das amostras de RNA foi submetida a eletroforese para confirmar sua

integridade depois do processo de transfecgao (Figura 4).

28S
188

Figura 4: Integridade das amostras de RNA obtidos das células de melanoma
B16-F10 transfectadas. Amostras de RNA (1ug) das células de melanoma B16-F10
transfectadas com shRNA controle (1) shRNA anti-PKR-2 (2) e shRNA anti-CXCR4-
1 (3) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose desnaturante 1% na
presenca de brometo de etideo por 1 hora a 100V. Em seguida foi realizada a

transiluminagédo com luz ultravioleta e fotodocumentagao.
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4.4 Analise do silenciamento génico da PKR por RT-PCR semi-quantitativo

A expressao do gene da PKR das células transfectadas com os plasmideos
shRNA anti-PKR-1, shRNA anti-PKR-2, shRNA anti-PKR3 ou shRNA controle foi
avaliada pelo método de transcricao reversa utilizando-se o primer oligo d(T). O
cDNA obtido foi entdo utilizado na recédo de PCR. A integridade das amostras foi
ainda comprovada através da analise da expressdo do gene constitutivo B-actina,
utilizada posteriormente para normalizagao dos resultados.

Nossos resultados mostraram que apenas o vetor shRNA anti-PKR-2 reduziu
significativamente a expresséo da PKR in vitro. A figura 5A indica uma reducéo da
expressdo do RNA mensageiro da PKR de cerca de 58% apos 5 horas de
transfeccdo quando comparada com as células transfectadas com o shRNA controle,
reduzindo para cerca de 82% apds 24 horas (Figura 6 A) e 98% depois de 48 horas
de transfecgdo com o shRNA anti-PKR-2 (Figura 7 A). O RT-PCR das ceélulas
transfectadas com shRNA controle ndo apresentou variagéo significativa no nivel da

do RNAm da PKR (Figura 5 B, 6 B e 7 B respectivamente).
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Figura 5: Reducao da expressdao do RNAm da PKR em células de melanoma
B16-F10 apds 5 horas de transfecgao. Células foram transfectadas com auxilio de
lipofectamina 2000 e 30ug do vetor psiSTRIKE expressando (A) shRNA anti PKR-2
ou (B) shRNA controle. Os produtos de RT-PCR referentes ao RNA mensageiro da
PKR (290 pb) e B-actina (364 pb) foram obtidos 5 horas apoés transfecgdo e foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etideo. O
RNAm da B-actina foi usado como controle. Os resultados foram expressos como
média * desvio padrdo. Os dados mostrados nessa figura sdo representativos de
trés experimentos independentes. * p <0,01(teste-t de Student).
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Figura 6: Reducao da expressdao do RNAm da PKR em células de melanoma
B16-F10 ap6s 24 horas de transfecgdo. (A) shRNA anti-PKR-2, (B) shRNA
controle. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao. Os dados
mostrados nessa figura sdo representativos de trés experimentos independentes.* p
<0,001(teste-t de Student).
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Figura 7: Reducao da expressao do RNAm da PKR em células de melanoma
B16-F10 apés 48 horas de transfecgao. (A) shRNA anti-PKR-2, (B) shRNA controle.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. Os dados mostrados nessa figura sao

representativos de trés experimentos independentes. *p <0,001 (teste-t de Student).
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4.5 Analise do silenciamento da expressao da PKR por Western Blot

Além de analisar o efeito do silenciamento génico da PKR por RT-PCR semi-
quantitativo, foi feito extrato celular total das células transfectadas com vetor
expressando shRNAs especificos para PKR (shRNA anti-PKR-1, anti-PKR-2 ou anti-
PKR-3) ou shRNA controle ao final de cada intervalo de tempo (5, 24 ou 48 horas).
Trinta microgramas do extrato celular foram primeiramente aplicado a um gel de
acrilamida 10% a fim de se confirmar a integridade da amostra. Um segundo gel foi
posteriormente aplicado a partir do qual foi feita a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose (Amersham) e detecgéo por Western Blot.

A analise do Western Blot mostrou uma reducdo de 39,4% no nivel da
proteina PKR nas células B16-F10 transfectadas com o plasmideo expressando
shRNA anti-PKR-2 depois de 24 horas de transfeccdo e a 98% apods 48 horas de
transfecgdo (Figura 8 A). O Western Blot das células transfectadas com shRNA
controle n&o apresentou variagao significativa no nivel da proteina PKR (Figuras 8
B). A transfeccdo com o vetor expressando shRNA anti-PKR-1 e anti-PKR-3 nao
apresentou efeito significativo na expressdo do RNA mensageiro da PKR nem no
nivel da proteina. Western Blot de um segundo gel com concentragdes idénticas das
amostras foi realizado utilizando-se anticorpo anti B-actina e a detecgéo foi feita

como descrito para PKR.
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Figura 8: Nivel da proteina PKR nas células melanoma B16-F10 transfectadas
com o vetor shRNA anti-PKR-2. (A) Nivel da proteina PKR nas células de
melanoma B16-F10 apds 24h e 48h de transfecgao com shRNA especifico para PKR
(shRNA anti-PKR-2) ou (B) shRNA controle. A B-actina foi usada como controle. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdao. Os dados mostrados
nessa figura sédo representativos de trés experimentos independentes. * p < 0,05 ; **
o < 0.001(teste-t de Student).
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4.6 Efeito do silenciamento da expressdao da PKR sobre o desenvolvimento
tumoral

Baseado nos nossos resultados in vitro da diminuicdo significativa do RNA

mensageiro e dos niveis da proteina PKR, o plasmideo shRNA anti-PKR-2 foi

selecionado para os experimentos in vivo. As células B16-F10 (4x105
células/animal) transfectadas com o plasmideo por 5 horas foram inoculadas via
subcutdnea em camundongos C57BL/6. A analise do peso tumoral indicou uma
reducdo de 86% no crescimento tumoral dos animais inoculados com as células
transfectadas com shRNA anti-PKR-2 quando comparado aos animais inoculados

com as células transfectadas com shRNA controle (Figura 9).
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Figura 9: Efeito da transfeccao das células de melanoma B16-F10 com o
plasmideo shRNA PKR-2 sobre o desenvolvimento tumoral. As células B16-F10
transfectadas em cultura com plasmideo psiSTRIKE por 5 horas foram inoculadas,

pela via subcutdnea, em camundongos C57BL/6 (4x105

células/animal). Apos 14
dias, os camundongos C57BL/6 foram sacrificados por deslocamento cervical e os
tumores foram removidos e pesados. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo. Os dados mostrados nessa figura sao representativos de trés

experimentos independentes. * p <0,01(teste-t de Student).



Resultados 96

4.7 Injecao intratumoral do plasmideo shRNA anti-PKR-2
Com base nos resultados da inoculagao das células B16-F10 transfectadas o
préximo passo foi avaliar a injecao intratumoral do plasmideo expressando o shRNA

anti-PKR-2 ou controle. Uma unica dose (2ug) do plasmideo foi injetada no tumor

apdés o sétimo dia da inoculacdo via subcutanea das células B16-F10 (4x105
células/animal). Apos 14 dias da inoculagédo das células B16-F10, os camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical e o tumor removido e pesado. A figura
13 mostra a redugao significativa de cerca de 82% do peso tumoral apos injegao de

uma dose unica do plasmideo intratumoral.
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Figura 10: Efeito da injecao intratumoral do plasmideo psiSTRIKE shRNA PKR-
2 sobre o desenvolvimento do tumor subcutdaneo em camundongos C57BL/6.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Os dados mostrados
nessa figura sao representativos de trés experimentos independentes. * p <

0,01(teste-t de Student).
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4.8 Efeito do silenciamento da expressao da PKR sobre o potencial metastatico

das células de melanoma B16-F10

Ap6s analise da influéncia das células B16-F10 transfectadas no
desenvolvimento do tumor primariol, as células transfectadas durante 5 horas com
shRNA anti-PKR-2 ou shRNA controle foram inoculadas via retro-orbital em
camundongos C57BL/6 a fim de se avaliar o efeito do silenciamento do gene da
PKR no modelo de colonizagédo pulmonar.

A figura 11 mostra que o numero de nodulos metastaticos foi reduzido (cerca
95%) em camundongos transfectados com shRNA anti-PKR-2 quando comparado
com animais inoculados com células incubadas apenas com meio RPMI ou
transfectadas com shRNA controle. Resultados similares foram obtidos com células
transfectadas com shRNA anti-PKR-2 durante 5 horas e entdo lavadas com PBS e

mantidas em cultura por 24 e 48 horas.
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Figura 11: Efeito da transfeccdao das células de melanoma B16-F10 com o
plasmideo shRNA anti-PKR-2 sobre o seu potencial metastatico pulmonar em
camundongos C57BL/6. As células foram cultivadas em meio RPMI e transfectadas
com shRNA anti-PKR-2 especifico ou shRNA controle por 5 horas. Foram utilizados 10
camundongos por grupo. Cada animal recebeu 10° células melanoma B16-F10
incubadas com RPMI, shRNA especifico para PKR ou shRNA controle. Os animais
foram sacrificados no vigésimo primeiro dia e os ndédulos pulmonares foram contados
sob microscépio de dissecao. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. Os dados mostrados nessa figura sdo representativos de trés experimentos
independentes. * p < 0,001(teste-t de Student).
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4.9 Efeito do silenciamento da expressado da PKR sobre a degradagao do I-xBf

A fim de tentar propor um mecanismo que permita explicar o efeito
significativo do silenciamento da PKR no desenvolvimento do tumor primario e na
diminuicdo do potencial metastatico das células de melanoma B16-F10, avaliamos a
fosforilagdo da PKR, e consequentemente sua ativagdo nos extratos das células
transfectadas com shRNA anti-PKR-2 ou shRNA controle por 24 e 48 horas. A figura
12 mostra que as células transfectadas com shRNA anti-PKR-2 ndo apresentaram
atividade da PKR mas niveis aumentados do inibidor I-kBf3 ao passo que as células
transfectadas com vetor expressando shRNA controle apresentaram alta atividade

da PKR e auséncia o inibidor I-xBp.

I-xBp - _ _
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Figura 12: Niveis da PKR ativada (fosforilada) e do I-k<Bp em células de
melanoma B16-F10 transfectadas com plasmideo shRNA anti-PKR-2. As células
tumorais foram transfectadas com shRNA anti-PKR-2 por 24 horas ou 48 horas e os
niveis da PKR autofosforilada (ativada) e do inibidor I-xBf3 foram determinados por
Western Blot. (A) Nivel da PKR ativada em células tumorais apos 24 e 48 horas de
transfeccao com shRNA anti-PKR-2. (B) Nivel do inibidor I-xBB em células tumorais

apos 24 e 48 horas de transfecgao com shRNA controle.
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4.10 Analise do silenciamento da expressao do receptor de quimiocina CXCR4
através de RT-PCR semi-quantitativo

A estratégia de silenciamento do CXCR4 foi a mesma utilizada para a PKR.
Assim, depois de detectada a expressdo do receptor de quimiocinas nas células
B16-F10 foram empregados dois shRNAs para diferentes regides do cDNA do
CXCR4 (shRNA anti-CXCR4-1 e shRNA anti-CXCR4-2) a fim de tentar silenciar o
gene alvo. As células foram transfectadas com shRNA anti-CXCR4-1, anti-CXCR4-2
ou shRNA controle e ao final de 5, 24 ou 48 horas foi feita extragdo de RNA para
posterior analise da reducido da expressao através de RT-PCR semi-quantitativo. A
B-actina foi utilizada como controle da integridade da amostra e para posterior
normalizacdo dos dados obtidos.

Nossos resultados mostraram que apenas o vetor expressando shRNA anti-
CXCR4-1 reduziu significativamente a expressao da PKR in vitro. A Figura 13 A
indica uma reducdo de cerca de 35% na expressdo do RNAm do CXCR4 apods 5
horas de transfecgao, tendo reduzido 52% apds 24horas (Figura 14 A) e 81% depois
de 48 horas de transfeccdo com o shRNA anti-CXCR4-1 (Figura 15 B). O RT-PCR
das células transfectadas com shRNA controle ndo apresentou variagéo significativa

no nivel da do RNAm do CXCR4 (Figura 13 B, 14 B e 15 B respectivamente).
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Figura 13: Redugado da expressao do RNAm do CXCR4 em células de melanoma
B16-F10 apés 5 horas de transfecgao. Células foram transfectadas com 30ug do vetor
psiSTRIKE expressando (A) shRNA anti-CXCR4-1 ou (B) shRNA controle e 30uL de
lipofectamina 2000. Produtos de RT-PCR referentes ao RNA mensageiro do CXCR4
(291pb) e B-actina (364pb) foram obtidos 5 horas apds transfeccéo e foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etideo. RNA mensageiro
da B-actina foi usado como controle. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdao. Os dados mostrados nessa figura sédo representativos de trés

experimentos independentes. *p <0,05 (teste-t de Student).
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Figura 14: Redugcdo da expressao do RNAmM do CXCR4 em células de melanoma
B16-F10 apos 24 horas de transfecgdo. (A) shRNA anti-CXCR4-1 ou (B) shRNA
controle. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Os dados
mostrados nessa figura sdo representativos de trés experimentos independentes. *p
<0,01(teste-t de Student).
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Figura 15: Reducdo da expressao do RNAmMm do CXCR4 em células de
melanoma B16-F10 apds 48 horas de transfec¢ao. (A) shRNA anti-CXCR4-1 ou
(B) shRNA controle. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
Os dados mostrados nessa figura sao representativos de trés experimentos
independentes. *p<0,001 (teste-t de Student).
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4.11 Analise do silenciamento da expressao do CXCR4 por Western Blot

Depois da analise do silenciamento através do RT-PCR analisamos o nivel da
proteina a partir dos extratos obtidos das células B16-F10 transfectadas com
shRNAs especificos para CXCR4 (shRNA anti-CXCR4-1 ou shRNA anti-CXCR4-2)
ou shRNA controle. A analise do Western Blot mostrou que houve uma reducao de
24% no nivel da proteina CXCR4 nas células B16-F10 transfectadas com o
plasmideo shRNA anti-CXCR4-1 depois de 24 horas e uma redugao de 68% apos 48
horas de transfecgéo (Figura 16).

O Western Blot obtido com o extrato das células transfectadas com shRNA
controle ndo apresentou variagao significativa no nivel da proteina PKR (Figuras 16
B) e a transfeccdo com o vetor shRNA anti-CXCR4-2 nao apresentou efeito

significativo na expressao do RNAm da PKR nem no nivel da proteina.
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Figura 16: Nivel da proteina CXCR4 nas células melanoma B16-F10
transfectadas com o vetor shRNA anti-CXCR4-1. (A) Nivel da proteina CXCR4
nas células de melanoma B16-F10 apos 24h e 48h de transfecgdo com shRNA
especifico para CXCR4 ou (B) shRNA controle. A B-actina foi usada como controle.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Os dados mostrados
nessa figura sao representativos de trés experimentos independentes. * p < 0,01
(teste-t de Student).
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4.12 Efeito do silenciamento da expressao do CXCR4 sobre o desenvolvimento
tumoral

Depois de realizados os ensaios in vitro e selecionado o shRNA que
eficientemente silenciou o gene do receptor CXCR4, foram feitos ensaios in vivo a
fim de avaliar a participagdo do CXCR4 no crescimento do tumor primario bem como
no padrdo preferencial de metastase das células de melanoma B16-F10, classico
modelo de colonizag&o pulmonar.

Com essa finalidade, injetamos as células transfectadas com o shRNA anti-
CXCR4-1 via subcutanea e avaliamos o peso tumoral apés 14 dias da inoculagao
das células. A figura 17 mostra uma reducao significativa de 66% no crescimento do
tumor subcutédneo. Posteriormente células B16-F10 n&o transfectdas foram
inoculadas e apds 7 dias uma unica dose do plasmideo expressando CXCR4-1 ou
shRNA controle foi inoculado via intratumoral levando a uma redugao de 70% no
crescimento tumoral (Figura 18).

Quando inoculadas por via retro-orbital, as células transfectadas mostraram
uma redugdo muito significativa na formagdo de nddulos metastaticos, de

aproximadamente 94% como mostrado na figura 19.
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Figura 17: Efeito da transfeccc¢ao das células B16-F10 com o plasmideo shRNA
anti-CXCR4-1 sobre o desenvolvimento do tumor subcutineo em
camundongos C57BL/6. As células B16-F10 transfectadas em cultura com

plasmideo psiSTRIKE por 5 horas, foram inoculadas, pela via subcutédnea, em

camundongos C57BL/6 (4x105 células/animal). Apos 14 dias, os camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical e o tumor removido e pesado. Os
resultados foram expressos como média * desvio padrdo. Os dados mostrados
nessa figura sdo representativos de trés experimentos independentes. *p<0,001; *
p<0,01(teste-t de Student).
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Figura 18: Efeito da injecao intratumoral do plasmideo shRNA anti-CXCR4-1
sobre o desenvolvimento do tumor subcutineo em camundongos C57BL/6.
Uma unica dose (2ug) do plasmideo foi injetada no tumor apds o sétimo dia da

inoculagao via subcutanea das células B16-F10 (4x105

células/animal). Apds 14
dias da inoculagao das células B16-F10, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e o tumor removido e pesado. Os resultados foram expressos
como meédia * desvio padrdo. Os dados mostrados nessa figura sdo representativos

de trés experimentos independentes. *p<0.001:; * p <0.01(teste-t de Student).
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Figura 19: Efeito da transfecc¢ao das células B16-F10 com o plasmideo shRNA
anti-CXCR4-1 sobre o seu potencial metastatico em camundongos C57BL/6. As
células foram cultivadas em meio RPMI e transfectadas com shRNA especifico para
CXCR4-1 ou shRNA controle por 5 horas. Foram utilizados 10 camundongos por
grupo. Cada animal recebeu 10° células melanoma B16-F10 incubadas com RPMI,
shRNA anti-CXCR4-1 ou shRNA controle. Animais foram sacrificados no vigésimo
primeiro dia e os nddulos pulmonares metastaticos foram contados sob microscopio
de disseccdo. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao. Os
dados mostrados nessa figura s&o representativos de trés experimentos
independentes. *p<0,001; * p <0,001(teste-t de Student).
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4.13 Administragdo endovenosa do plasmideo psiSTRIKE em camundongos
C57BL/6

As células B16-F10 foram injetadas, por via retro-orbital, em camundongos
C57BL/6 (10° células/animal). Estes animais foram separados randomicamente em
grupos de 10 animais. Dez microgramas do plasmideo psiSTRIKE (shRNA controle,
ou shRNA anti-CXCR4-1) foram diluidos em solugdo de glicose 10% na proporgéo
1:1 e a seguir misturados com jetPEI™ (na proporgdo de 1:1) e incubados a
temperatura ambiente por 20 minutos. Os plasmideos foram entdo injetados em
dose unica endovenosamente nos camundongos C57BL/6 12 horas apds a
inoculagéo das células B16-F10. Os camundongos foram sacrificados 21 dias apés
a injecéo de células tumorais e os nddulos pulmonares contados com auxilio de um
microscopio de dissecgao.

A figura 20 mostra uma redugao significativa (49%) no numero de nddulos
pulmonares metastaticos nos animais que receberam a dose uUnica do plasmideo
shRNA anti-CXCR4-1 quando comparado com animais 0s que receberam plasmideo

expressando shRNA controle.
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Figura 20: Efeito da administragao endovenosa do plasmideo shRNA anti-CXCR4-
1 sobre o numero de nédulos pulmonares em camundongos C57BL/6. As células
B16-F10 foram injetadas, por via endovenosa, em camundongos C57BL/6 (10°
células/animal). Estes animais foram separados randomicamente em grupos de 10
animais. O plasmideo shRNA controle ou shRNA anti-CXCR4-1 (10ug) foram diluidos
em solucéo de glicose 10% e a seguir misturados com jetPEI™. O plasmideo foi entdo
injetado endovenosamente 12 horas apdés a inoculagédo das células B16-F10 nos
camundongos C57BL/6. Os camundongos foram sacrificados 21 dias apos a injegao de
células tumorais e os nddulos pulmonares contados com auxilio de uma lupa de
disseccao. Os resultados foram expressos como média £ desvio padrdo. Os dados
mostrados nessa figura sdo representativos de trés experimentos independentes.
*p<0,001; * p <0,01(teste-t de Student).
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No presente trabalho, utilizamos o RNAi como ferramenta bioquimica para
avaliar o papel exercido pela PKR nas células de melanoma B16-F10 durante o
crescimento do tumor primario e na colonizagdo pulmonar em camundongos
isogénicos.

O RNAIi pode ser administrado como siRNA diretamente no sistema a ser
estudado ou através de vetores de expressao, plasmidial e viral, que induzem a
expressao de shRNAs na célula alvo por um periodo relativamente longo de tempo.
Uma vez que o principal objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do silenciamento
génico in vivo em experimentos que variariam de 14 a 21 dias, optamos pelo
emprego de um vetor de expressao plasmidial que contém o promotor eucariético U6
o qual permite a expressao do short-hairpin na célula de melanoma B16-F10. Os
cassetes de expressao foram preparados e a seguir foi examinada a capacidade de
trés shRNAs especificos para PKR em reduzir a expressao da PKR in vitro. Assim,
as células tumorais foram transfectadas durante 5, 24 ou 48 horas com o plasmideo
expressando shRNA anti-PKR-1, shRNA anti-PKR-2, shRNA anti-PKR3 ou shRNA
controle e lipofectamina 2000. A lipofectamina € uma formulacédo de lipossomos, os
quais sao vesiculas que possuem um compartimento polar limitado por uma camada
bilipidica que permitem a fusdo do lipossomo com a membrana da célula alvo,
permitindo assim a entrada da matéria polar, no caso DNA plasmidial, que estava na
porcao interna do lipossomo ( Li e Szoka, 2007).

Apds a transfecgdo, a integridade dos RNAs foi monitorada através de
eletroforese em gel de agarose desnaturante (Figura 4) e o silencimanto do gene da
PKR foi monitorado por RT-PCR semi-quantitativo e Western blot. Os nossos
resultados mostraram que apenas o shRNA PKR-2 reduziu significativamente a

expressao do RNAm da PKR nas células de melanoma B16-F10 nos ensaios in vitro.
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A reducéo foi de 58% apds 5 horas de transfecgao (Figura 5 A), 82% apds 24 horas
(Figura 6 A) e 98% depois de 48 horas de transfeccao (Figura 7A).

Os resultados do Western blot mostraram uma reducao significativa de 39,4%
no nivel da proteina PKR nas células B16-F10 transfectadas com o plasmideo
expressando shRNA anti-PKR-2 depois de 24 horas de transfeccao e de 98% apos
48 horas de transfecc¢ao (Figura 8).

As transfecgdes com os shRNAs anti-PKR-1 e anti-PKR-3 nao foram eficazes
em silenciar a expressdo da PKR. E possivel que a estrutura secundaria do RNAm
da PKR nas regides complementares aos shRNAs anti-PKR-1 e anti-PKR-3 né&o
permitiu um silenciamento eficaz como ja foi descrito em trabalhos anteriores que a
eficiéncia do silenciamento é dependente da localizagdo da regido alvo no RNA
mensageiro. O shRNA também pode nao ser efetivo apesar do delineamento
criterioso e da incorporacao eficiente do siRNA no complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) uma vez que o complexo ndo € capaz de interagir com
regides do RNAm ligadas a proteinas (Cullen, 2006).

Com base nos resultados obtidos in vitro, o plasmideo shRNA anti-PKR-2 foi
selecionado para a realizacdo dos experimentos in vivo. A fim de se analisar o efeito
do silenciamento da expressao da PKR no desenvolvimento do tumor subcutaneo,
as células B16-F10 transfectadas foram inoculadas via subcutdnea em
camundongos isogénicos C57/BL6. Apdés 14 dias, os camundongos foram
sacrificados e os tumores foram pesados mostrando uma reducgao significativa de
cerca de 86% no peso tumoral quando comparado com animais inoculados com
células transfectadas com plasmideo expressando shRNA controle (Figura 9).

A administracdo intratumoral do RNAi é uma abordagem atrativa para

validacado funcional de genes que induzem a tumorigénese (Behlke, 2006; Xie e
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cols., 2006). Assim, analisamos o efeito da injegao intratumoral do plasmideo
psiSTRIKE expressando o shRNA anti-PKR-2 no desenvolvimento do tumor
subcutdneo em camundongos C57BL/6. Uma unica dose do plasmideo foi injetada
no tumor apds o 7° dia da inoculagdo via subcutanea das células B16-F10, o que
levou a uma reducgao significativa de cerca de 82% do peso tumoral (Figura 10).

A célula B16 clone F10 € uma linhagem celular derivada do melanoma B16
que se mostrou altamente metastatica para os pulmdes quando injetada via retro-
orbital em camundongos C57BL/6 (Fidler, 1970; 1975; 1990). Este modelo de
metastase experimental apresenta algumas vantagens uma vez que surgiu
espontaneamente em camundongos isogénicos como ocorre no melanoma humano,
além da cultura apresentar rapido crescimento in vitro e o alto teor de melanina dos
nddulos metastaticos permitir a facil visualizagéo e a contagem dos nédulos na lupa
de dissecgao. A fim de se avaliar o efeito do silenciamento do gene da PKR sobre o
potencial metastatico das células B16-F10 no modelo de metastase experimental, as
células transfectadas com o plasmideo shRNA anti-PKR-2 foram inoculadas via
retro-orbital em camundongos C57BL/6. Apds 21 dias da inoculagdo os animais
foram sacrificados e os resultados mostram que animais inoculados com esse clone
apresentaram uma reducao drastica de 95% no numero de nodulos metastaticos
pulmonares (Figura 11).

Estudos recentes revelam que o RNAi é capaz que ativar a PKR com
subsequente ativacao da resposta via interferon, levando a uma inibigao inespecifica
da sintese protéica (Carlson e cols., 2003; Moss e Taylor, 2003; Sledz e cols., 2003).
Entretanto, a possibilidade dos efeitos observados neste projeto resultarem a
ativacao inespecifica da PKR foi descartada uma vez que mostramos que ocorre o

silenciamento da expressdao da PKR nas células B16-F10 transfectadas com
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plasmideo que expressa o shRNA anti-PKR-2, além de mostrar que células
transfectadas com esse plasmideo apresentaram reducdo da PKR ativada quando
comparadas com as células transfectadas com shRNA controle e com as células nao
transfectadas.

Estudos recentes mostraram que siRNAs sdo capazes de ativar a imunidade
inata e que essa ativacdo ndo depende da sequéncia destes RNAs reguladores. O
complexo siRNA lipossomo sao internalizados via endocitose e dentro dos
endossomos as moléculas de RNA podem se ligar aos receptores TLRs (Toll-like
receptors), em particular ao TLR7 presente nas células dendriticas e o TLR8 em
mondcitos, levando a ativagdo do fator de transcricdo NF-xB e IRF-7 (interferon
regulatory factor-7), sendo que essas vias de sinalizagdo levam a producédo de
citocinas pro-inflamatérias. Uma vez que a internalizacdo do RNA e maturacao do
endossomo € uma condi¢cdo necessaria para ativagao da resposta imune, utilizamos
no processo de transfeccdo a droga cloroquina, que leva a neutralizagdo do
endossomo e desestabilizacdo da membrana, inibindo assim a sua maturagao
(Sioud e cols., 2007). E importante salientar que ja foi demonstrado que a utilizagao
dessa droga bloqueia a ativagao da resposta imune sem, no entanto, interferir com a
via do RNA. (Sioud, 2007).

E fato conhecido que a fosforilacdo dos inibidores I-kBs constitui uma etapa
essencial para a ativacao do fator de transcricdo NF-kB. A PKR tem se mostrado um
importante regulador da familia dos fatores de transcricdo NF-xB e foi sugerido que
essa modulacado seria feita pela fosforilacdo do I|-kB diretamente pela PKR
(Zamanian-Daryoush e cols., 2000). Kumar e cols. (1994) demonstraram que a ela é

capaz de fosforilar o I-kBa in vitro e, consequentemente, ativar o NF-xB.
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O fator de transcricdo NF-kB foi inicialmente descrito em 1986 como um fator
nuclear necessario para a transcricdo da cadeia leve (kappa) das imunoglobulinas
em células B e, por esse motivo, foi denominado de fator nuclear kB (Sen e
Baltimore, 1986). O NF-xB € um dimero de proteinas da familia rel. Cada membro
da familia contém 300 aminoacidos conservados na regido N-terminal conhecidos
como dominio de homologia rel (RHD). Nos humanos, esta familia inclui NF-xB1
(p50), NF-xB2 (p52), RelA (p65), RelB, c-Rel e as proteinas p100 and p105. O
mecanismo que regula a ativacdo do NF-xB é sua retencgéo citoplasmatica mediada
pela interagdo com moléculas inibidoras da familia do IxB (Verma, 1995).

Neste contexto é importante notar que a PKR pode ainda ativar o fator de
transcricdo NF-xB através do complexo IKK. As proteinas IkB sao fosforiladas pelo
complexo IKK em dois residuos de serina em resposta a uma variedade de
estimulos, o que culmina com a degradacgao pela via ubiquitina proteassoma (Roff e
cols., 1996). Este evento permite a translocagdo do NFxB do citoplasma para o
nucleo, onde ele regula a transcrigdo génica. Desde a descoberta do NF-kB, sitios a
ele responsivos (sitios kB) foram identificados em promotores e enhancers de
numerosos genes e, portanto, os sitios kB constituem um importante componente na
inducdo da expressdao de muitas proteinas, incluindo sequéncias Ig-kappa,
moléculas de adesao, citocinas e receptores de citocinas, matriz metaloproteinases,
fatores angiogénicos, protooncogenes como c-myc e ciclina D1 entre outros, os
quais estdo envolvidos na regulacdao da resposta de fase aguda, inflamacgao,
ativacao de linfocitos, crescimento celular, diferenciacao e apoptose (Ghosh e cols.,
1998).

Com base nos dados de literatura, formulamos a hipotese de trabalho

segundo a qual os efeitos da PKR no nosso modelo de metastase experimental
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podem ser mediados pela ativacdo do NF-kB através da degradacgao do seu inibidor
IxBpB. Para testar essa hipoétese, investigamos os niveis da PKR ativa (fosforilada) e
de IkBp nas células de melanoma B16-F10 transfectadas com plasmideo PKR-2 ou
shRNA controle. Os nosso resultados demonstraram que as células de melanoma
B16-F10 nao transfectadas apresentam niveis elevados da PKR ativada e niveis
praticamente ausentes do inibidor IxBf. Por outro lado, o silenciamento da PKR nas
células transfectadas com shRNA PKR-2 resultou na redugdo dos nivies da PKR
ativada (fosforilada), o que foi acompanhado por um aumento nos niveis de I1kBf
(Figura 12). Ja foi demonstrado que o IkBf ndo é rapidamente re-sintetizado apds
degradacao o que tem sido implicado em uma ativagao persistente do NF-xB, o que
estaria de acordo com niveis elevados do NF-xB elevado em varios tipos de tumores
humanos, entre eles cancer de mama, linfoma de células B, mieloma multiplo,
melanoma, cancer de proéstata, ovario e pulmao (Biswas e cols., 2000; Huang e
cols., 2000a; 2000b; Jones e cols.,2000; Davis e cols., 2001; Hideshima e cols.,
2002; 2001)

O diagrama abaixo (Figura 21) mostra os possiveis eventos moleculares
envolvidos na reducédo do crescimento tumoral, bem como do numero de nddulos
pulmonares metastaticos em camundongos injetados com células de melanoma

B16-F10 transfectadas com plasmideo shRNA anti-PKR.
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Figura 21: Diagrama de possiveis eventos moleculares envolvidos na redugao
dos nédulos pulmonares metastaticos em camundongos injetados com células
de melanoma B16-F10 transfectadas com plasmideo psiSTRIKE shRNA anti-
PKR. As seguintes abreviacbes foram utilizadas: PKR = Proteina quinase

dependente de RNA; NF-kB= Fator nuclear — kappa B; I-xB = inibidor de NF-kB;
IKK= |-xB quinase.
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Nossos resultados indicam que o silenciamento transitério da PKR foi
eficiente em inibir tanto o crescimento do tumor primario como a formacado de
nddulos pulmonares metastaticos, sugerindo que a PKR exerce um papel critico nos
primeiros estagios deste fendmeno. Assim, investigacbes adicionais serao
necessarias para se determinar o efeito do silenciamento da PKR na proliferacao
celular, sobrevivéncia e capacidade de formacdo de colbnias. Estes estudos
poderao contribuir para confirmar nossa hipotese de trabalho e classificar a PKR
como um novo alvo para o tratamento de cancer com a tecnologia do RNA de
interferéncia especialmente em tumores que a expressao da PKR esteja aumentada
e que apresentem alvo potencial metastatico como o melanoma humano e o cancer
de mama.

As estratégias atuais para se estudar o envolvimento do CXCR4 em céancer
sdao baseadas no bloqueio do receptor na superficie das células tumorais com
antagonistas ou anticorpos especificos. No presente estudo, o RNA de interferéncia
foi usado para inibir a expressdao do CXCR4 nas células de melanoma B16-F10, o
que permite avaliar a participagcao deste receptor no desenvolvimento do tumor
primario, bem como na colonizagao pulmonar.

Com o objetivo de silenciar a expressdo do CXCR4 na superficie das células
B16-F10 de melanoma murino, utilizamos um vetor plasmidial que expressa shRNAs
especificos para o receptor. Assim, dois shRNAs especificos para diferentes
posicoes do RNAmMm CXCR4 murino (shRNA anti-CXC4-1 e shRNA anti-CXCR4-2)
foram delineadas e clonadas no plasmideo psiSTRIKE que possui o promotor UG,
levando a expressdo dos shRNAs pela RNA polimerase Ill. Como controle, foi

utilizado um shRNA cuja sequéncia ndo é encontrada no genoma do camundongo.
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Os nossos resultados mostraram que apenas o shRNA anti-CXCR4-1 reduziu
significativamente a expressdo do RNAmM do CXCR4. A andlise da expressao por
RT-PCR semi-quantitativo mostrou uma redugao de cerca de 35% na expressao do
RNA mensageiro do CXCR4 apds 5 horas de transfecgao (Figura 13 A), tendo
reduzido 52% apos 24horas (Figura 14 A) e 81% depois de 48 horas de transfecgao
com o shRNA anti-CXCR4-1 (Figura 15 A). O RT-PCR das células transfectadas
com shRNA controle ndo apresentou variagao significativa no nivel da do RNAm do
CXCR4 (Figura 13 B, 14 B e 15 B, respectivamente). As analises de Western blot
confirmaram uma reducgao de 24% no nivel da proteina CXCR4 nas células B16-F10
transfectadas com o plasmideo shRNA anti-CXCR4-1 depois de 24 horas e uma
reducao de 68% apds 48 horas de transfecgao (Figura 16), indicando uma redugao
da proteina CXCR4 nas células tumorais, o que é compativel com a reducido da
expressao do RNAm deste receptor.

Com o objetivo de se determinar os efeitos do silenciamento do CXCR4 sobre
o crescimento do tumor primario, avaliamos a taxa de crescimento das células
transfectadas por 5 horas com o shRNA anti-CXCR4-1 apds a injegcao das células
através das vias subcutdnea em camundongos isogénicos C56/BL6. Os animais
inoculados com as células transfectadas com o plasmideo shRNA anti-CXCR4-1
apresentaram uma reducgao significativa (65%) no crescimento tumoral (Figura 17)
quando comparados aos camundongos inoculados com células nao transfectadas
ou transfectadas com plasmideo expressando shRNA controle.

E importante salientar que os nossos resultados estdo de acordo com dados
recentes da literatura que mostram a importancia da sinalizacdo SDF-1/CXCR4 no
microambiente tumoral. Assim, os dados da literatura demonstraram que células de

cancer de prostata transfectadas com CXCR4 e injetadas via subcutanea levaram a
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um maior crescimento tumoral com aumento da densidade vascular e invasao da
musculatura quando comparadas com células nao transfectadas com este receptor
de quimiocina (Kukreja e cols., 2005; Engl e cols., 2006). Allinen e cols. (2004)
propuseram que o0 SDF-1 no microambiente do tumor atuaria de modo a promover a
proliferagdo, migracéo e invasao de células de cancer de mama.

A expressao do receptor CXCR4 nas células de melanoma podem contribuir

para motilidade celular durante invasdo, bem como para regulagéo da proliferacéo e
sobrevivéncia celular (Robledo., 2001).
A ativacdo de RhoA e Rac, moléculas chave na regulagdo da organizagao do
citoesqueleto por Mig e SDF1-a, pode representar um mecanismo que contribui para
a migragao e invasdo das células do melanoma (Hall., 1998; Kaibuchi e cols., 1999;
Robledo e cols., 2001). A fosforilagdo de MAP (mitogen activated protein) quinases
p44/42 e p38 esta também aumentada em células de melanoma por Mig e SDF1-q,
podendo estar relacionada ao controle da proliferagdo de células de melanoma,
sobrevivéncia e apoptose (Nebreda e Porras, 2000). O SDF1-a também induz a
secrecao de metaloproteinases e de seus inibidores tissulares pela medula dssea,
podendo também contribuir para invasao tecidual (Janowska-Wieczorek e cols.,
2000; Lane e cols., 2000).

Uma vez visto que as células de melanoma B16-F10 com reduzida expressao
de CXCR4 apresentaram uma diminuigdo significativa no crescimento tumoral,
decidimos investigar a possibilidade de se utilizar o vetor shRNA anti-CXCR4 no
tratamento do tumor primario. Desta maneira, depois de 7 dias da inoculagcdo das
células B16-F10 nao transfectadas, injetamos via intratumoral uma unica dose (2ug)
do plasmideo shRNA anti-CXCR4-1 e avaliamos o peso tumoral apds 7 dias da

administracdo do plasmideo. Os nossos resultados mostraram uma redugao
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significativa (70%) no crescimento tumoral, o que nao foi observado nos animais que
receberam apenas meio ou o plasmideo contendo o shRNA controle (Figura 18).
Estes dados confirmam a importancia da sinalizagdao SDF-1/CXCR4 no inicio do
desenvolvimento tumoral, sugerindo que o tratamento do tumor primario com shRNA
anti-CXCR4 pode ser uma estratégia clinica viavel para o controle do crescimento
tumoral.

A seguir, avaliamos se a reducao significativa do CXCR4 em células
transfectadas com plasmideo expressando shRNA anti-CXCR4-1 poderia reduzir o
potencial metastatico deste clone de melanoma. Verificamos que os camundongos
inoculados com as células transfectadas com plasmideo shRNA anti-CXCR4-1
apresentaram uma redugcdo de 94% no numero de ndédulos pulmonares quando
comparados com o numero de noédulos metastaticos observado em camundongos
inoculados com as células incubadas com meio ou transfectadas com plasmideo
shRNA controle (Figura 19). Este resultado pode ser considerado relevante, pois
demonstra claramente que o receptor CXCR4 esta envolvido no processo de
metastase observado no modelo de melanoma murino.

E importante salientar que trabalhos anteriores demonstraram que células
B16 transfectadas com CXCR4 humano apresentaram um aumento de 10 vezes na
metastase pulmonar depois da inje¢gdo endovenosa desses clones e aumento da
adesdo dessas células nas células endoteliais dos vasos da derme e pulmao
(Murakami e cols., 2002). Liang e cols. (2004) também demonstraram redugao
significativa da metastase pulmonar em camundongos SCID injetados com células
de cancer de mama humano apés tratamento dos animais com peptideo sintético

anti-CXCRA4.
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Dados da literatura demonstraram que células de cancer de mama humana,
MDA-MB-231, transfectadas com siRNA anti-CXCR4 nao se mostraram invasivas
nos ensaios de invasao in vitro, ao passo que células que expressavam o receptor
foram altamente invasivas em resposta a estimulagdo com o ligante SDF-1,
demonstrando a importancia do CXCR4 na migracao celular (Chen e cols., 2003;
Lapteva e cols., 2005.

Lapteva e cols. (2005) verificaram ainda que nao houve crescimento tumoral
em animais SCID inoculados com células MDA-MB-231 transfectadas com siRNA
anti-CXCR4 sendo que animais inoculados com células nao transfectadas
desenvolveram tumor no intervalo de 3 semanas. Esses autores avaliaram também
o surgimento de metastases pulmonares, tendo mostrado o aparecimento de
nodulos pulmonares metastaticos apenas nos animais inoculados com células MDA-
MB-231 nao transfectadas com siRNA.

Assim, os nossos resultados estdo de acordo com dados da literatura que
indicam uma importante participacdo deste receptor na indugdo de metastase,
principalmente na colonizagdo pulmonar, pois o pulmido expressa quantidades
significativas do ligante SDF-1 (Nagasawa e cols., 1999).

O método que utiliza moléculas sintéticas de polietilenoimina linear (PEI) tem
demonstrado alta eficiéncia na administragao in vivo de siRNAs ou shRNAs (Hassani
e cols., 2005; Urban-Klein e cols., 2005; Dif e cols., 2006). O PEI possui
grupamentos amino protonados que interagem com o DNA e sao assim capazes de
interagir com a superficie anibnica dos proteoglicanos da superficie celular e entrar
na célula por endocitose. O continuo influxo de prétons leva a alteracdo da
osmolaridade e consequente ruptura do endossomo, o0 que permite um mecanismo

de escape das particulas de DNA para o citoplasma (Kichler, 2004).
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Com o objetivo de se testar o efeito do PElI em nosso modelo de metastase
experimental, células de melanoma B16-F10 nao transfectadas foram injetadas, por
via retro-orbital, em camundongos C57BL/6 (10° células/animal) e 12 horas apds a
injecao das células, 10ug do plasmideo psiSTRIKE (shRNA controle ou shRNA anti-
CXCR4-1) foram diluidos em solugao de glicose jetPEI™ e injetados em dose unica
endovenosamente nos camundongos C57BL/6. A figura 20 mostra redugdo de
48,9% no numero de nodulos pulmonares metastaticos nos animais que receberam
a dose unica do plasmideo shRNA anti-CXCR4-1 quando comparado com animais
que receberam plasmideo expressando shRNA controle. Estes dados reforcam os
nossos resultados anteriores que mostraram uma redugao da colonizagdo pulmonar
das células B16-F10 transfectadas com shRNA-anti-CXCR4-1, sugerindo ainda uma
papel critico deste receptor durante os estagios iniciais da colonizagao pulmonar.

Murakami e cols. (2003) demonstraram que a administragao intraperitoneal do
peptideo inibidor de CXCR4 (T22) em células tumorais somente nos dois primeiros
dias da inoculagao das células B16 transfectadas com CXCR4, foi tdo efetiva quanto
a administragdo da droga durante os 14 dias do crescimento tumoral, o que sugere
um papel critico do receptor CXCR4 nas fases iniciais do desenvolvimento tumoral.

Varias evidéncias sugerem que a 1 integrina expressa por células de
melanoma contribuem para adesao, invasdo, motilidade e desenvolvimento de
metastases (4, 24—-26 papaer integrina). Cardones e cols. (2003) demonstraram que
a ativacdo do CXCR4 aumenta a afinidade da integrina por VCAM-1, estimulando
assim a adesdo das células B16 a matriz extracelular, levando ao aumento da
formacao de metastases e colonizagcao pulmonar.

Todos esses resultados indicam que o silenciamento precoce do CXCR4

pode reduzir significativamente a formacéo de metastases, sendo que tratamentos
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tardios com inibidores de CXR4 ou SDF-1 podem nao bloquear efetivamente o
surgimento de metastases, uma vez que as células tumorais podem se tornar
independentes dessas vias de sinalizacdo. Assim, terapias anti-CXCR4 podem ser
efetivas no periodo de estabelecimento das metastases, podendo nao ser eficazes
no caso de metastases ja estabelecidas.

Estes resultados sugerem que o receptor de quimiocinas CXCR4 exerce um
papel fundamental no crescimento do tumor primario e principalmente na
colonizacéo pulmonar pelas células de melanoma B16-F10 desde que a reducgao de
68% deste receptor levou a redugdo de 94% no numero de ndédulos pulmonares,
sugerindo também que o tratamento do tumor primario com shRNA pode ser uma

estratégia clinica viavel na prevengao de metastases.



Discussao 127

5.1 Consideragoes Finais

O presente trabalho demonstrou que a tecnologia do RNAi pode ser
aplicada, com éxito, nas células de melanoma B16-F10 para se estudar a fungao dos
genes da PKR e do receptor CXCR4. A estratégia de se utilizar um plasmideo de
expressao transitoria dos shRNA anti-PKR e shRNA anti-CXR-4 permitiu verificar
que a PKR e o receptor CXCR4 desempenham um papel critico nas fases iniciais do
desenvolvimento do melanoma murino e na colonizagdo pulmonar das células de
melanoma B16-F10 em camundongos C57BL/6.

Os resultados obtidos ndo sao compativeis com o conceito de que a PKR
atua como um supressor de tumor pelo menos no modelo de melanoma murino e
sugerem que a PKR exerce um papel positivo na proliferacéo celular, o qual seria
mediado pelo fator de transcricdo NF-xB. O presente estudo mostrou que o
silenciamento dos genes da PKR e do receptor CXCR4 reduz significantemente a
progressdo tumoral, bem como produz uma diminuigdo drastica do potencial
metastatico das células de melanoma B16-F10. Assim, os genes da PKR e do
receptor CXCR4 seriam alvos potenciais para o tratamento de cancer com a
tecnologia do RNAI, especialmente em tumores que apresentam um aumento da
expressao da PKR e do receptor CXCR4 e um elevado potencial metastatico como

observado nos casos de melanoma humano e de cancer de mama.



6. Conclusoes
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As principais conclusdes obtidas a partir dos resultados deste trabalho foram:

e Os genes da PKR e do CXCR4 das células de melanoma B16-F10 foram

silenciados através do uso da tecnologia do RNA de interferéncia.

e O silenciamento dos genes da PKR e do CXCR4 reduziu significantemente o
desenvolvimento do melanoma B16-F10 subcutdneo e a colonizacio

pulmonar das células de melanoma B16-F10 em camundongos C57BL/6.

e A injecao intratumoral dos plasmideos shRNA anti-PKR e shRNA anti-CXR4
reduziu significantemente o desenvolvimento do melanoma subcutaneo em

camundongos C57BL/6.

¢ A injegcdo endovenosa do plasmideo shRNA anti-CXCR4, associado com o
agente transfectante policatibnico jetPEI™, foi capaz de reduzir
significantemente a colonizag&o pulmonar das células de melanoma B16-F10

camundongos C57BL/6.
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