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RESUMO

Introducdo/Objetivo: Mutagdes no gene LGII foram descritas como causa da Epilepsia

Parcial Autossomica Dominante com Sintomas Auditivos em algumas familias. Alguns
estudos apontam para um possivel envolvimento do gene LGII com migragdo e/ou
proliferacdo neuronal, porém a fungdo exata desse gene permanece desconhecida. O
objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de expressdo do gene Lgil em cérebro de
camundongos durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e na fase adulta
e, ainda, silenciar este gene em cérebros de camundongos utilizando a técnica de
interferéncia por RNA (RNAi). Métodos: Acasalamentos programados foram realizados,
utilizando camundongos Balb/c, para a obtengdo de fetos de diferentes idades. Os cérebros
de trés animais, nas seguintes idades, foram retirados e os hemisférios direito e esquerdo
separados: E15, E17, E18 dias (E:dias embriondrios), P1, P7, P14 dias (P: dias pds-natal),
4, 6, 8 e 24 semanas. Também utilizamos cabecas inteiras de animais E13. Além disso,
foram utilizados trés animais adultos para a andlise do gene Lgi/ em neocodrtex, hipocampo
e cerebelo. O perfil de expressdo gé€nico foi determinado pela PCR em tempo real
utilizando o sistema TagMan® e por western blot. A técnica de RNAi foi realizada
utilizando diferentes métodos de introducdo de pequenas moléculas interferentes no cérebro
de animais neonatos e adultos. Utilizamos também varios parametros diferentes no que se
refere ao desenho das moléculas interferentes, suas concentragdes, o local e o nimero de
injecdes. Além disso, experimentos de RNAIi in vitro foram realizados, utilizando uma
linhagem celular de glioblastoma humano, a U138MG, e uma linhagem de neuroblastoma
murino, a Neuro2a. A confirmacdo do silenciamento génico foi feita por PCR em tempo
real e, em alguns experimentos, também por western blot. Resultados: A expressdo do gene
Lgil se apresentou baixa durante as idades intra-uterinas, aumentando progressivamente.
Os animais em idade adulta apresentaram um aumento de expressdo de 35 vezes quando
comparadas as amostras E13, utilizando Gapdh como normalizador e de aproximadamente
28 vezes, utilizando fS-actina. Embora o teste estatistico ndo tenha encontrado diferenca na
expressdo do gene Lgil entre os hemisférios cerebrais, ele revelou uma diferenca
significativa entre as idades estudadas. Os experimentos de western blot confirmaram o

perfil de expressdo determinado pelos estudos de PCR em tempo real, encontrando-se, a
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proteina Lgil, em maior quantidade nas idades mais avangadas analisadas. O estudo de
expressdo das trés regides do cérebro ndo resultou em diferenca estatisticamente
significativa. O silenciamento do gene Lgi/ foi realizado com sucesso pela técnica de
RNAIi, em cérebro de animais adultos, sendo que os resultados mais consistentes, reducao
da expressdo de aproximadamente 50%, foram observados com o método de eletroporagao
local e confirmagdo do silenciamento por PCR em tempo real. Além disso, nds
conseguimos demonstrar silenciamento de até 99% do gene Lgil em cultura de células.

Conclusdes/Discussdo: O padrio de expressdo baixo do gene Lgil durante o

desenvolvimento, com aumento progressivo e alta expressdo na idade adulta aponta para
uma potencial funcdo inibitéria da proliferacdo celular. Tal suposi¢do encontra apoio em
achados de neuroimagem de alguns pacientes com mutacdo em LGI//. O silenciamento do
gene Lgil em cérebro de camundongos, utilizando a técnica de RNAI, foi alcancado, porém
com grande dificuldade técnica. Esses obstdculos encontrados apontam para a existéncia de
possiveis caracteristicas moleculares proprias do gene LGII que poderiam dificultar seu
silenciamento pela técnica da RNAI, tais como: um RNA mensageiro rico em proteinas
associadas, impedindo o acesso da maquinaria de RNAi ou, ainda, LG/I poderia ser um
gene essencial, onde a diminuicdo de sua expressdo ativaria processos celulares

compensatorios.
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ABSTRACT

Introduction/Objectives: Mutations in the LGII gene were described in some patients with

autosomal dominant partial epilepsy with auditory features and preliminary functional
studies point to a possible involvement of LGI/ with migration and/or neuronal
proliferation. However, the precise function of LG/I remains unknown. The objective of
the present study was to determine the expression pattern of the Lgi/ gene in mice brain
during central nervous system (CNS) development and in adult animals. In addition, we
aimed to silence Lgi/ in mouse brain using RNA interference (RNAi). Methods:
Programmed mating was carried with Balb/c mice in order to obtain embryos of different
ages. The brains of three animals at the following ages were removed and the right and left
hemispheres were separated: E15, E17, E18 days (E: embryo days), P1, P7, P14 (P: post-
natal days), 4, 6, 8 and 24 weeks old. We also studied E13 whole head animals. In addition
we studied three different regions from 5 weeks-old animal brains: neocortex, hippocampus
and cerebellum. Gene expression assays were carried out using real time PCR with the
TaqMan® system and western blot experiments. RNAi was performed using different
methods for injection of interfering molecules into the neonate and adult brains. We also
used different molecule designs and concentrations, as well as the number and the local of
injections was varied. Furthermore, we performed in vitro RNAi experiments using a
glioblastoma cell line, Ul138MG, and a murine cell line, Neuro2a. Gene silencing
confirmation was carried out by real time PCR and western blot assays. Results: Lgi/ gene
expression was significantly low during the intrauterine ages increasing progressively until
the adult stages. Samples from adult animals presented a 35 fold increase in expression as
compared to E13 samples, using Gapdh as endogenous control, and when we use S-actin,
adult samples presented approximately 28 fold increase in Lgil expression. There were no
statistical differences between Lgil/ gene expression test between right and left
hemispheres. However, a significant difference in expression was found among the
different ages studied. The western blot showed higher expression of the Lgil protein in the
most advanced ages analyzed, confirming the expression profile observed in the real time
PCR studies. However, we did not find any statistic difference between the three regions of

the brain studied. In addition, we achieved significant gene silencing of Lgil, reduction of
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expression of approximately 50%, in brain of adult animals using RNAi and the local
electroporation method. In addition, we demonstrated up to 99% silencing of LG/ in cell

culture. Conclusions/Discussion: The Lgil expression profile, which is characterized by

low expression in the initial stages of development with progressive increase as the animal
developed, could be explained by a possible inhibitory functional role in neuronal
proliferation during CNS development. Lgi/ gene silencing in adult brain using RNAi
technique was achieved after several attempts. These difficulties in gene silencing, point to
the presence of intrinsic molecular characteristics of LG// which could be preventing
silencing by RNAIi, such as a message RNA too rich of associated proteins that may
impairing the action of RNAi machinery; or LGII could be an essential gene, with very
strong and stringent compensatory mechanisms; therefore, when attempting to decreased its

expression one would activate the compensatory processes.
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1- INTRODUCAO GERAL

As epilepsias formam um grupo de sindromes neuroldgicas cronicas € possuem
grande variedade de manifestacdes clinicas, etiologias, graus de morbidade e progndstico,
podendo estar associadas ou nao a outras condicdes patoldgicas. No entanto, a caracteristica
comum a todas as sindromes epilépticas € a ocorréncia de crises. A crise epiléptica é
causada por descargas neuronais anormais que ocorrem de forma passageira, sincronica e
desorganizada (Zielinski, 1988), tendo manifestacdes clinicas dependentes da regido do
cérebro envolvida.

A prevaléncia das epilepsias € alta, atingindo aproximadamente 1 a 1,5% da
populacdo geral, fazendo da epilepsia uma das alteracOes neurolégicas mais comuns
(Zielinski, 1988). Um estudo brasileiro, realizado na populacdo urbana da cidade de Sao
José do Rio Preto (SP), encontrou uma prevaléncia de epilepsia de 18,6 em 1000 habitantes
(Borges et al., 2004). Destes, 8,2 por 1000 eram ativos, ou seja, tiveram pelo menos uma
crise nos ultimos dois anos. Tal observacdo ja havia sido descrita anteriormente em
populacdes de outras origens étnicas e geograficas (Hauser et al., 1990; 1991; Olafsson et
al.,, 1996), demonstrando que as epilepsias se distribuem mundialmente com uma alta
freqiiéncia.

Dentre os varios tipos de epilepsias existentes, a epilepsia do lobo temporal € a mais
freqiiente em adultos, representando cerca de 40% do total de casos (Sutula, 1990).
Somente nos Estados Unidos sdo 2,5 milhdes de pessoas afetadas, sendo cerca de 40% dos
pacientes refratarios ao tratamento (De Lanerolle et al., 2005).

Um dos subtipos de epilepsia do lobo temporal € a Epilepsia Parcial Autossdmica
Dominante com Sintomas Auditivos (EPADSA) que € uma sindrome benigna com inicio
das crises principalmente entre a segunda e a terceira década de vida e sem associacdo com
crises febris. Os individuos portadores desta sindrome apresentam a ocorréncia de aura com
componente auditivo e/ou afasia ictal, algumas vezes disparadas por ruidos ou sons no
ambiente, que precedem as crises parciais complexas (Cendes et al., 2005).

O primeiro relato de uma grande familia com padrdo de heranga autossdmico
dominante com EPADSA foi realizado por Ottman e colaboradores (1995), que também

descreveram ligacdo no cromossomo 10q para esta sindrome. Familias com caracteristicas
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clinicas e padrao de heranca similar foram descritas, tendo o locus mapeado na mesma
regido (Poza et al., 1999; Brodtkorb et al., 2002). Apés oito anos de estudo, em 2002,
Kalachikov et al. descreveram o gene LGII (leucine-rich, glioma inactivated 1) como
sendo o responsadvel por essa sindrome. Estudos posteriores confirmaram a presenga de
diferentes mutacdes no gene LGII em varias familias com EPADSA, levando a troca de
aminoécido ou a uma proteina truncada (Gu et al., 2002, Morant-Redolat et al., 2002; Fertig
et al., 2003; Kobayashi et al., 2003; Michelucci et al., 2003; Pizutti et al., 2003; Berkovic et
al., 2004; Hedera et al., 2004; Ottman et al. 2004; Chabrol et al., 2007b). Entretanto,
algumas familias foram descritas com caracteristicas clinicas similares porém sem
alteracdes em LGI1 (Bisulli et al., 2002; Michelucci et al., 2003; Torres, 2008).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou, utilizando exame de ressonincia magnética,
que os pacientes de uma familia com EPADSA e mutagdes no gene LGII apresentam uma
malformacdo de lobo temporal, caracterizada por aumento de volume do lobo temporal,
principalmente do cértex temporal lateral (Kobayashi et al., 2003). Uma caracteristica
interessante € que essa hipertrofia do lobo temporal foi encontrada apenas no hemisfério
esquerdo (Kobayashi et al., 2003), dados estes corroborados por Tessa e colaboradores
(2007), mais recentemente. Além disso, foi descrita uma predominancia de alteracdes em
eletroencefalograma (EEG) no hemisfério esquerdo de pacientes com EPADSA (Gu et al.,
2005) e também uma disfun¢do no processamento do coértex auditivo esquerdo em
pacientes com essa sindrome (Brodtkorb et al., 2005; Pisano et al., 2005).

O gene LGII ocupa cerca de 40,3Kb e consiste de 8 exons que variam entre 72 e
1192 pares de base (pb) (Krex et al., 2002). O seu RNA mensageiro (RNAm) possui
aproximadamente 2,4Kb e prediz uma proteina de 557 aminoacidos, com peso molecular de
aproximadamente 64kD (Chernova et al., 1998). A estrutura da proteina LGI1 possui, na
porcdo N-terminal, um peptideo sinal (sinalizacdo para reticulo endoplasmdtico) e trés
repeticoes funcionais ricas em leucina (LRR — leucine rich repeat), flanqueadas por
seqiiéncias ricas em cisteina (Chernova et al., 1998). A regido C-terminal € composta por
sete repeticoes diretas em tandem de 44 aminodcidos, denominados de dominios EPTP
(epitempin) ou EAR (epilepsy-associated repeat) (Staub et al., 2002; Scheel et al., 2002) e

um possivel dominio transmembrana (Chernova et al., 1998). A seqiiéncia de aminoédcidos
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de LGI1 possui 97% de homologia a mesma seqiiéncia em camundongos e 91% quando se

compara a seqiiéncia de nucleotideos (Somerville et al., 2000).

LGI1 e cancer

O gene LGII foi primeiramente descrito como um supressor tumoral em gliomas,
uma vez que duas linhagens celulares de glioblastomas (um tipo de glioma) apresentavam
rearranjos cromossOmicos na regido de LG/!, resultando na auséncia completa da expressao
deste gene (Chernova et al.,, 1998). Corroborando estes resultados, Besleaga e
colaboradores (2003) encontraram uma expressdo diminuida de LGII em gliomas de alto
grau, comparando com tumores de menor gravidade. Por outro lado, refutando a hipétese
de supressdo tumoral, mutagdes em LG/ ou um padrio diferencial de metilagdo ndo foram
encontradas em células de glioblastomas (Somerville et al., 2000; Krex et al., 2002; Piepoli
et al., 2006). Além disso, ndo foi encontrado um aumento de risco de gliomas ou outros
tumores cerebrais em pacientes com EPADSA portadores de mutacdo em LGII (Brodtkorb
et al., 2005; Gu et al., 2005). Alguns trabalhos demonstraram que a expressao desse gene €
predominantemente em neurdnios (Kalachikov et al., 2002; Morante-Redolat et al., 2002;
Senechal et al., 2005; Piepoli et al., 2006), ndo sendo relevante em células gliais, o que
implicaria em uma reconsideracdo do envolvimento de LGII em gliomas. Contudo, em
2007, um animal transgénico, contendo a expressdo de LGII associada ao gene reporter
GFP, revelou por imunoistoquimica a presenca de LGII tanto em neurdnios como em
células da glia; além disso, foi identificada a presenca dessa proteina fora do sistema
nervoso central (SNC), em regides especificas de diferentes 6rgdos, como nas ilhotas de
Langerhans (apesar do pancreas quase ndo apresentar sinal); e nas glandulas sebéceas,
(embora a pele ndo expresse LGI1; Head et al., 2007). Também foram encontrados niveis
altos de expressao em regides glandulares da prdstata, tibulos renais, endométrio, ovéario e
testiculos (Head et al., 2007). Recentemente, dois trabalhos, envolvendo carcinomas néo
relacionados com o SNC, descreveram alteragdes na expressdo de LGII nos tecidos
afetados (Fialka et al., 2008; Peng et al., 2008). Um dos estudos comparou amostras de
tecido gastrico e de mucosa esofigica normais com amostras de adenocarcinomas
associados com esofago de Barret e encontrou uma reducdo de 100% da expressao de LGI1

nas amostras neoplasicas (Peng et al., 2008). O outro trabalho analisou carcinoma de
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células escamosas oral, a forma de cancer mais comum de cabega e pescoco, comparando
tecido neoplésico e mucosa normal de dois grupos de pacientes, divididos de acordo com a
gravidade do tumor (Fialka et al., 2008). Esses autores encontraram diminui¢do da
expressdo de LGII nas amostras de cancer em estdgios iniciais, comparadas as normais,
porém, nas amostras de pacientes com tumores em estdgios mais avangados, foi observada
uma reducao em ambos os tecidos, neopldsicos e normais, sendo proposto pelos autores que
a alta expressdo desse gene poderia ajudar a prevenir a propagacao tumoral (Fialka et al.,
2008). Desse modo, apesar de ndo totalmente elucidado, parace haver um claro
envolvimento de LGI] em alguma etapa da formacgdo e/ou propagacdo tumoral, pelo menos
em carcinomas gastricos e de mucosa oral; jA o papel inical proposto na patogénese de
gliomas permanece muito controverso (Chernova et al., 1998; Somerville et al., 2000; Krex

et al., 2002; Besleaga et al., 2003; Gu et al., 2005; Piepoli et al., 2006).

LGI1 e epileptogénese

Apenas recentemente dados interessantes sobre os possiveis papéis do gene LGII na
epileptogénese, assim como sua participacdo em eventos sindpticos, tém surgido. Schulte e
seu grupo (2006) demonstraram por espectrometria de massas que a proteina LGI1 se
complexa com Kv1.1, o maior constituinte dos canais pré-sinapticos tipo A que modulam a
transmissdo sindptica no SNC. Os autores propdem que a proteina LGI1 diminuiria a
velocidade de inativacdo desses canais de potédssio, mediada pela subunidade Kvbetal
(Schulte et al., 2006). Outro trabalho, também utilizando espectrometria de massa, mostrou
que ADAM?22, uma proteina presente na membrana neuronal, funciona como um receptor
para LGI1 e demonstra que essa ligagdo de LGI1 a ADAM?22 levaria a um aumento da
transmissao sindptica via receptores AMPA, um dos principais responsaveis por sinapses
excitatorias (Fukata et al., 2006). Vale a pena mencionar que apesar das evidénvias de
ligacdes de LGI1 com Kvl.1 e ADAM22, ndo foram encontradas mutagdes nos genes que
codificam essas proteinas em familias EPADSA, sem alteracdes em LGII (Chabrol et al.,
2007a; Diani et al., 2008).

Porém, anteriormente, Senechal e colaboradores (2005) apresentaram evidéncias
que a apontavam LGI1 como uma proteina que seria secretada, ou seja, ndo seria uma

proteina transmembrana e, portanto, ndo poderia participar de mecanismos intracelulares,
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como modular ligagcdes com canais de potdssio citosolicos. Sirerol-Piquer e colegas (2006)
confirmaram a secre¢do celular da proteina LGI1, além de demonstrar que tal secrecdo
apenas ocorre se a mesma estiver glicosilada e se seus dominios EPTP/EAR estiverem
intactos.

Neste momento, os dois achados anteriores de certa forma parecem contraditdrios,
porém, ndo podemos nos furtar de propor a hipdtese de que ambas evidéncias estejam
corretas € que as formas secretadas e as que atuam intra-celularmente com Kvl.1 e
ADAM?22 simplesmente ocorram como variantes (decorrentes, por exemplo, de splicing
alternativo) em tipos celulares diferentes, obedecendo as nececidades neurofisiolégicas
celulares especificas, sejam elas teciduais ou até de acordo com o estigio de
desenvolvimento do organismo.

O gene LGII foi o primeiro gene identificado envolvido com epilepsias idiopdticas
que ndo codifica um canal idnico ou um receptor de neurotransmissores e, apesar dos
diversos estudos publicados até o momento, sua fun¢do exata e seu envolvimento na

fisiopatologia da EPADSA permanecem controversos.
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2- OBJETIVOS GERAIS

1. Estudar o padrdo de expressdo do gene Lgil em cérebro de camundongos adultos,

neonatos € em desenvolvimento.

2. Silenciar o gene Lgil através da técnica de interferéncia por RNA.

De acordo com estes objetivos, a tese foi divida em dois capitulos:
e Capitulo 1: Estudo da expressdo do gene Lgil em cérebro de camundongos

e Capitulo 2: Silenciamento génico de Lgil por RNAi
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CAPITULO 1

ESTUDO DA EXPRESSAO DO GENE Lgil EM
CEREBRO DE CAMUNDONGOS

53



3.1- INTRODUCAOQO

As caracteristicas de um organismo sdo determinadas pela expressdo dos seus
genes, sendo esses niveis de expressdo dindmicos. Assim, o estudo da expressdo génica e
também das mudancas nos padrdes de expressdo, podem ser cruciais para o entendimento
de diversos processos bioldgicos (Roth, 2002).

Nos ultimos anos, diversas ferramentas tém sido desenvolvidas para o estudo da
expressdo génica, entre elas se destacam os microarrays, a anélise em série de expressao
génica, ou SAGE, e a PCR em tempo real. Elas se baseiam no dogma central da biologia
molecular, em que moléculas de DNA sdo transcritas em RNAs, que sdo traduzidos,
gerando proteinas. Essas técnicas utilizam a quantificacdo do RNAm em um determinado
tecido ou em amostras de células para a andlise da expressao.

As técnicas de microarrays e SAGE permitem uma andlise em paralelo de varios,
no caso de microarray, de milhares de genes em poucas amostras, normalmente dois
grupos de comparacdo, de uma sé vez (Schena et al., 1995). Ja a PCR em tempo real
promove a quantificagdo de um numero limitado de genes, porém, permitindo a andlise
simultanea de diferentes amostras ou tecidos (Vandesompele et al., 2002).

A PCR em tempo real, ou PCR quantitativa, ganhou muita popularidade e tem sido
freqiientemente utilizada para a quantificagcdo de transcritos, sendo a inovagdo mais
promissora aplicada a RT-PCR convencional (Tanic et al., 2007; Vanguilder et al., 2008).
Assim como a RT-PCR, a PCR quantitativa infere a quantidade inicial de um determinado
cDNA pelo comportamento da cinética de amplifica¢do, porém com resultados muito mais
acurados e reprodutiveis.

A quantificacio em tempo real é baseada no aumento da intensidade da
fluorescéncia, que é proporcional a quantidade de moléculas amplificadas. Existem vdrios
tipos de moléculas fluorescentes utilizadas para a PCR quantitativa, que podem estar
ligadas aos iniciadores ou as sondas empregadas ou podem estar presentes no tampao
utilizado para a reacdo, como é o caso do SYBR®Green, que sdo moléculas com alta
afinidade por duplas-fitas de DNA (Gachon et al., 2004). Esse sistema de detec¢cdo pode ser
utilizado para qualquer seqiiéncia, por isso oferece uma grande vantagem econdOmica para
laboratérios que estudam um grande nimero de genes, porém, tem como desvantagem a
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inespecificidade (Gachon et al., 2004). O equipamento de PCR em tempo real faz a leitura
da fluorescéncia emitida pela formacdo de novas moléculas durante a reacdo de
amplificacdo e faz a coleta de dados a cada ciclo de amplificag@o, permitindo a visualizagdo
em tempo real de toda as fases da cinética da reacdo.

A cinética de amplificagdo de uma PCR € composta por trés fases, como ilustrado
na Figura 1: a geométrica, caracterizada por apresentar alta precisdo na duplicacdo do
nimero de moléculas, uma vez que todos 0s reagentes necessirios estdo presentes em
quantidade suficiente para todas as moléculas de DNA ou cDNA iniciarem sua replicagdo;
na segunda fase, a linear, a taxa de producao de novas cadeias passa gradualmente de uma
progressao geométrica para uma progressao linear, devido a diminui¢do na quantidade dos
reagentes; € na ultima fase, chamada de platd, a produgdo de novas fitas é baixa ou nula.
Vale ressaltar que no inicio da reacdo existe uma linha basal que corresponde a um numero

muito pequeno de produtos de PCR para ser detectado (Figura 1).
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Figura 1: Cinética de amplificacdo, evidenciando-se a fase geométrica utilizada para a

quantificacdo das moléculas iniciais de cDNA.

A fase geométrica, ou exponencial, por ser o momento de maior eficiéncia de
amplificacdo, € a fase utilizada para o cdlculo da quantidade inicial de moléculas, na PCR
em tempo real.

A quantificacdo de expressdo pode ser absoluta ou relativa (Livak e Schmittgen,
2001). Na quantificacdo absoluta sdo obtidos valores numéricos com uma unidade de
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medida, como nimero de cdpias ou nanogramas, utilizando-se amostras padrdes com
concentracoes previamente conhecidas para comparacdo. J4 a quantificacdo relativa
descreve a expressdo génica de uma amostra relativa a outra, sendo assim, os resultados
desta forma de quantificacdo representam ordens de grandeza, como por exemplo, duas
vezes mais expresso ou cinco vezes menos expresso. A quantificagdo relativa ¢ um método
mais f4cil e mais barato de se quantificar a expressdo génica, j4 que nio necessita da
utilizacdo de uma curva padrdo para cada corrida (Livak e Schmittgen, 2001).

Em ambos os tipos de quantificacdo € necessdria a utilizacdo de um controle
enddgeno, isto é, um gene de referéncia com expressdo homogénea entre as amostras
analisadas, para a normaliza¢do dos dados (Vandesompele et al., 2002; Tanic et al., 2007).
A utilizacdo de um controle interno corrige possiveis diferencas de amplificacdo causadas
por erro de quantificacdo de RNA, de pipetagem ou variagdes na reacdo de transcri¢ao
reversa, levando a uma diferenga na quantidade inicial de cDNA (Tanic et al., 2007).

Além da PCR em tempo real, existem outras técnicas que permitem a andlise da
expressdo génica através do RNAm, como northern blot e hibridizacdo in sifu, porém sao
métodos menos sensiveis, as vezes caros ou muito laboriosos para serem aplicados em um

grande nimero de amostras (Richards e Poch, 2002).
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3.2- OBJETIVOS

O objetivo principal deste capitulo foi determinar o perfil de expressdo do gene Lgil
em cérebro de camundongos durante o desenvolvimento do sistema nervoso central e na
fase adulta.

Os objetivos especificos foram:

e obtencdo de camundongos em idades precisas intra-titero e pds-natal;
e analisar a expressdo de Lgil:

o em cérebros de diferentes idades;

o nos hemisférios cerebrais nas diferentes idades;

o em diferentes regides do cérebro em animais adultos.
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3.3- MATERIAIS E METODOS

Animais

Para os estudos de expressdao génica nods utilizamos camundongos (Mus musculus)
SPF (specific pathogen free), pertencentes a linhagem BALB/c, com diferentes idades.
Esses animais foram produzidos e mantidos no Centro de Estudos Multidisciplinares de
Investigagao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica de Experimentagio Animal do IB —

UNICAMP (CEEA _IB 827-1, 8 jun 05).

Acasalamentos programados

Fémeas prenhes, para a obtencdo de animais em idades intra-utero, ndo sdo
adquiridas facilmente em biotérios. Desta forma, foi necessaria a realizagdo de
acasalamentos programados, para a obtencao de fetos com idades bem estabelecidas. Os
animais em idades neonatais também foram obtidos por este método, que utiliza o
conhecimento do ciclo estral das fémeas para o acasalamento.

O ciclo estral (correspondente ao ciclo menstrual em mulheres) de camundongos
tem duracdo de quatro a cinco dias e ¢ composto por quatro fases: proestro (duragdao de
aproximadamente 12 horas), estro (12h), metaestro (21h) e diestro (57h), sendo durante a
fase de estro que a fémea estd receptiva ao macho (Guimardes e Mazaro, 2004; Hafez,
1970).

Essas fases podem ser determinadas pelos tipos celulares observados na lavagem
vaginal, que ¢ feito aplicando na vagina da fémea 10uL de 4gua destilada com auxilio de
micropipeta e ponteira estéril. A secrecao vaginal coletada ¢ colocada sobre uma ldmina de
vidro e o material pode ser observado diretamente em microscopio optico (lentes de 10X e
40X), sem a utilizagao de corantes (Marcondes et al., 2002).

Na fase de proestro sdo observadas predominantemente células epiteliais (células
redondas), ja na fase de estro as células sdo cornificadas, em diestro ha predominancia de
uma grande quantidade de leucocitos (células bem pequenas) e a fase de metaestro, que é
intermedidria entre as duas tltimas citadas, apresenta os trés tipos celulares em proporcoes

semelhantes.
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Foram utilizados dois grupos de nove fémeas (um grupo em margo € o outro em
maio de 2005) e cinco machos, com 2 a 3 meses de idade. A lavagem vaginal era feita no
periodo da manha, entre 8h00 e 9h00, e as fémeas que estavam em proestro ou em estro
eram colocadas na presenca de um macho, no periodo da tarde, entre 15h00 e 16h00. Eram
colocadas de uma a trés fémeas com um macho, por gaiola, que eram separados no dia
seguinte, pela manha, para garantir a precisdo na idade da gestacao.

A confirmacdo da prenhez era feita pelo acompanhamento do peso e por apalpacao

abdominal (Onojafe, 2005).

Preparacao dos tecidos

A retirada dos cérebros de camundongos neonatos e adultos foi realizada a partir da
decaptacdo dos animais e posterior remo¢ao com o auxilio de pinga e tesoura. Os cérebros
dos animais em diferentes estdgios de desenvolvimento intra-itero foram removidos
cirurgicamente pelo Prof. Dr. Lourengo Sbragia Neto, do Departamento de Cirurgia da
FCM-UNICAMP.

Os cérebros de animais foram cortados sagitalmente, separando os hemisférios
cerebrais, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C, para posterior extragao
de RNA e proteina.

Foram coletados tecidos nervosos das seguintes idades: E15, E17, E18, P1, P7, P14,
4, 6, 8 e 24 semanas de idade (E: dias embrionarios; P: dias pos-natal). Também utilizamos
animais E13, porém destes foi utilizada a cabeca inteira, devido ao tamanho reduzido do
animal. Vale ressaltar que a gestacao de camundongos BALB/c dura cerca de 19 dias.

Também foram estudadas, em animais com 5 semanas de idade, trés diferentes
regides do encéfalo: neocortex, hipocampo e cerebelo. A por¢ao do neocortex removida foi
uma area retangular: 3mm a partir do vértice do lambda, descendo até a por¢do mais
inferior, na base do cérebro, como mostrado na Figura 2. Foram dissecados hipocampos
direito e esquerdo e as regides do neocdrtex de ambos hemisférios, enquanto que o cerebelo
foi retirado inteiro. Este procedimento foi auxiliado pelo Prof. Dr. Francesco Langone, do

Departamento de Fisiologia e Biofisica, IB-UNICAMP.
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Virtioe do lambda

Figura 2: Por¢do do neocortex retirada para anélise de expressao génica.

PCR em tempo real

O padrao de expressio do gene Lgil foi verificado por PCR em tempo real,
utilizando cérebro de trés camundongos nas 11 diferentes idades estudadas. Igualmente,
para as analises das diferentes regides cerebrais, foram utilizados trés animais.

O RNA total foi extraido a partir dos tecidos nervosos utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen), seguindo-se protocolo do fornecedor. A determinagdao da concentragdo e
pureza do material foi realizada com o auxilio do aparelho GeneQuant pro (Amersham
Biosciences). A qualidade dos RNAs obtidos foi verificada por eletroforese em gel de
agarose 1,0% corado com SYBR Safe (Invitrogen).

A sintese de cDNA necessaria para os experimentos de PCR em tempo real foi
realizada utilizando a enzima SuperScriptllI'™ Reverse Transcriptase (Invitrogen). Dois
microgramas de RNA total de cérebro de camundongo foram incubados com 250ng de
oligos randémicos (Invitrogen), 1pL de dNTP mix (10mM) e 4gua para um volume de
14puL, a 65°C por 5 minutos, e entdo resfriado em gelo. A seguir foram adicionadas a
reacdo: 4uL de 5x First-Strand Buffer, 1uL de DTT (0,1M) e 200U da enzima Superscript
III RT, sendo a amostra incubada a 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e 70°C por 15
minutos.

Antes de iniciarmos os experimentos de PCR em tempo real, fizemos algumas
reagoes de RT-PCR, a fim de testar a transcri¢cao reversa, utilizando 1U da enzima Taq
DNA Polymerase (Fermentas), 10pmol de iniciadores especificos para o gene Lgil (senso:
5’AAGTTGAAGTGGCTGGTGGAA e anti-senso: 5’ATAACAGGGCGCTGAGAACTA)
e para o controle endégeno a-tubulina (senso: 'S5 CTCTCTGTGGATTACGGAAAG e anti-
senso: 5" GGTGATCTCTGCTACAGAAAG). Os ciclos da reagdo de PCR foram: um ciclo

63
Capitulo 1 — Materiais e Métodos



de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C
por 1 minuto e 20 segundos, seguido de um ciclo a 72°C por 10 minutos.

As reagdoes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento ABI 7500
(Applied Biosystems 7500 Real Time PCR system), utilizando o sistema TagMan®
(Applied Biosystems), que ¢ constituido por um par de iniciadores ¢ uma sonda marcada
com fluordforo. Foi utilizado um ensaio ja otimizado e validado (Assays-on-Demand®™ -
Applied Biosystems) para o nosso gene de interesse (Mm00522315 ml), o qual a empresa
apenas fornece a seqiiéncia da sonda (5'GCTGCAGCTCTTGTTATTTACGTCG),
mantendo em sigilo as dos iniciadores. Essa sonda ¢ marcada com o fluor6foro FAM e esta
localizada no final do exon 2 ¢ inicio do exon 3, evitando contaminagdo de DNA, na
posi¢do 276 da seqiiéncia do CDS do Lgi/ (NM_020278; www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os genes escolhidos como controles enddgenos das reagdes de PCR quantitativo
foram Gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e f-actina, sendo estes ensaios
marcados com VIC e também ja otimizados (Mouse GAPD endogenous control e Mouse
ACTB Endogenous Control; Applied Biosystems).

Decidiu-se fazer os experimentos de expressdo génica utilizando o sistema
TagMan® devido a sua grande especificidade ao gene de interesse e também a grande
reprodutibilidade dos resultados. Uma outra vantagem do sistema ¢é reduzir as chances de
competicdo por reagentes devido a contaminacdo da reagdo com DNA, uma vez que a
sonda ¢ desenhada no limite de dois exons. A escolha por ensaios ja otimizados nos reduziu
tempo e reagente gastos com padronizagdes de experimentos.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata ou triplicatas, a
partir de: 6,25uL de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625uL da solugdo de
iniciadores e sonda, 1,625uL de agua e 4,0ul. de cDNA; com volume final de 12,5ul. As
reagOes para o gene alvo e para o controle enddogeno foram realizadas separadamente, na
mesma placa (singleplex). Os reagentes, com exce¢do do cDNA, foram todos pipetados
dentro de um fluxo laminar (livre de acidos nucleicos), a fim de proteger os reagentes de
contaminagdo de cDNA de experimentos anteriores. Para todas as corridas e para cada par
de iniciadores foi feito um “branco” (reagdo com todos os reagentes e agua substituindo o

cDNA). As condigdes de ciclagem para amplificagdo utilizadas foram: 50°C por 2 minutos,
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95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, ocorrendo a
leitura da fluorescéncia neste tltimo passo.

As analises de quantificacdo relativa de Lgi/ foram calculadas pelo método de Ct
comparativo (AACt). “Ct” vem da sigla em inglés threshold cycle e quer dizer, ciclo em que
cada curva de amplificagdo atravessa threshold, sendo esta uma linha de referéncia
estabelecida pelo usudrio. Essa linha de referéncia (threshold) deve ser posicionada na
regido de amplificacdo exponencial da reacdo, servindo como base para comparagdo entre
amostras.

O método de Ct comparativo ¢ determinado pela equacdo (Livak e Schmittgen,

2001):

RQ=2 AACt

A média dos Cts de cada amostra ¢ calculada, tanto para o gene alvo, como para o

controle endodgeno e, entdo, ¢ determinado o valor de ACt (i Ct avo — X Ct endog)- O AACt €
calculado, subtraindo-se o ACt do calibrador pelo ACt da amostra. O calibrador ¢ a amostra
escolhida pelo usudrio como referéncia, que terd o valor de RQ = 1 (Livak e Schmittgen,
2001). O valor de RQ (Relative Quantification) expressa quantas vezes a amostra em
questdo estd mais expressa em relagdo ao calibrador.

Os célculos de RQ, para a analise da expressdo, sdo realizados pelo aplicativo 7500
System SDS Software (Applied Biosystems). As barras verticais presentes nos graficos

resultantes dessas analises representam os valores maximos € minimos obtidos.

Validacao dos ensaios

Para se iniciar os experimentos de PCR em tempo real foi necessdrio primeiramente
fazer a validacdo dos ensaios utilizados, demonstrando que as eficiéncias de amplificagao
dos iniciadores para o gene de interesse e para o controle endégeno eram semelhantes.

A eficiéncia ¢ calculada através da férmula:

E = 10(-1/slope) _1,

onde slope ¢ a inclinagdo da curva padrdo gerada pelos dados: log da concentragdo das
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amostras x Ct (Figura 3). O valor da eficiéncia deve ser 1 + 0,1, ou seja proxima a 100% e
deve ser semelhante entre controle endogeno e gene alvo. O valor de R2 também gerado a
partir da curva padrdo indica o quanto as réplicas estdo parecidas, ou seja, indica o grau de
confiabilidade dos dados. Este valor deve ser maior que 0,95, o que indica maior de 95% de

confiabilidade.

4 (3 7500 System SDS Software - [Validacao_Lgi1_GAPD_170106_analise.sds (Absolute Quantification)]
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Figura 3: Curva padrio para validagdo das reagdes de PCR em tempo real. Tela do
aplicativo “7500 System SDS Software” mostrando a curva padrdo gerada a partir do /og da
concentragdo das amostras (eixo x) e os Cts (eixo y). Notar quadro destacando o valor de

slope (inclinacdo da reta) que ¢ utilizado no célculo da eficiéncia da amplificagdo.

Para a validagdo dos trés ensaios, Lgil, Gapdh e f-actina, foram feitas triplicatas de
uma amostra de cDNA de cérebro de camundongo com diferentes concentracdes (dilui¢des
seriadas de 1 log = 10 vezes menos concentradas; e de 0,7 log para Gapdh e f-actina,
respectivamente). Essa grande variagdo de concentracdes nos permite conhecer se
posteriormente poderemos trabalhar com seguranga com possiveis amostras que tenham a

expressdao muito baixa, por exemplo.
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Apos o célculo das eficiéncias de amplificagdo dos genes alvo e enddgeno, foi
construida uma curva, como indicado pelo protocolo, fora do aplicativo do “7500 System
SDS Software”, utilizando no eixo x os mesmos valores de /og da concentragdo das
amostras e no eixo y a diferenga entre as médias dos Cts do controle endogeno e dos Cts do
gene de interesse. O valor da inclinagao da curva deve ser menor que 0,1.

Desta forma, a validacdo ¢ importante para dar confiabilidade para os resultados:
primeiro, garantindo que o controle endégeno escolhido tenha uma eficiéncia parecida ao
do gene alvo e, portanto, podem ser utilizados juntos; segundo, validando a faixa de valores
de Ct confiaveis, tanto para endégeno como para alvo, para se aceitar os resultados de RQ

gerados.

Western blot

A andlise semiquantitativa da proteina Lgil foi realizada por western blot,
utilizando extratos protéicos de cérebro de um animal E13 e do hemisfério direito de um
animal nas idades E15, E17, E18, P1, P7, P14 e 8 semanas de vida.

A extracdo de proteinas do tecido nervoso desses animais foi realizada conforme
descrito por Deshane e colaboradores (2004), com pequenas modificagdes. O tecido foi
homogeneizado em tampao de lise (uréia 7M, tiouréia 2M, [(3-colamidopropil)
dimetilamoénio,]-1- propanossulfonato (CHAPS) a 4%, DTT 70mM e amidosulfobetaina-14
(ASB-14) a 2%, suplementado com coquetel de inibidores de proteases a 1%), com o
auxilio do aparelho Politron (Fischer Scientific). Apds centrifugagdo a 14000 rpm por 15
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi coletado e a concentragdo das proteinas
foi obtida pelo método de Bradford.

Nos experimentos de western blot foram testados dois anticorpos policlonais contra
Lgil: PO1C258 e sc-9583 (Santa Cruz Biotechnology®, inc). O primeiro foi produzido pelo
grupo de Morante-Redolat (2002) contra uma seqiiéncia na por¢do N-terminal, localizada
entre os aminoacidos 201-220. O segundo é um anticorpo comercial, produzido contra a
porcao C-terminal da proteina.

O anticorpo contra Lgil PO1C258 nos foi gentilmente cedido pelo Prof® Jordi
Perez-Tur, do Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biomedicina de Valéncia,
Espanha. Esse anticorpo estava em uma solugdo de sulfato de amoénio e, para utiliza-lo, fez-
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se necessaria purificacdio por cromatografia liquida (AKTA FLPC, GE Healthcare).
Inicialmente foi realizada uma didlise do anticorpo em tampao de fosfato (20mM) durante a
noite e, no dia seguinte, esta amostra foi centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Utilizamos uma coluna de Sefarose A, Hitrap rPrtotein AFF (GE Healthcare) para a
purificacao. As amostras coletadas foram verificadas por eletroforese em gel SDS-PAGE
10% (Sambrook et al., 1989), utilizando 3uL do purificado adicionado a 3uLL de tampao da
amostra 2X SDS (0,125M Tris-HCI pH 6,8, SDS 4 %, glicerol 20 %, B-mercaptoetanol
10%), que foram aquecidas a 95°C por 3 minutos antes de serem aplicadas no gel. A corrida
do gel foi realizada a 60V por 2 horas, seguido de 120V por mais 25 minutos e a coloracao
foi feita com Coomassie brilliant blue R 250.

Para os experimentos de western blot, o extrato proteico total foi separado em gel de
SDS-PAGE 10% (Sambrook et al., 1989) a 120V por 1 hora e 30 minutos e transferido para
uma membrana de nitrocelulose Hybond C (GE Healthcare) usando o aparelho de eletroblot
Multiphor II (GE Healthcare) a 3500V por 2 horas. O bloqueio foi realizado em solucdo de
TBS 1X contendo 5% de leite em pé magro por 2 horas e lavado duas vezes com TBS 1X.
Em seguida, a membrana foi incubada por 16 horas com os anticorpos primdrios, em
diferentes concentragdes, contra a proteina Lgil e contra J-actina (Abcam), utilizada como
controle. No dia seguinte, a membrana foi lavada duas vezes com TBS 1X e incubada com
o anticorpo secundario anti-IgG de coelho (diluido 1:20000) conjugado com fosfatase
alcalina (Sigma-Aldrich). As bandas foram detectadas pela incubacdo da membrana com
tampao de revelagdo acrescido de BCIP (5-Bromo—4-Cloro-3-Indol-fosfatase) ¢ NBT
(NitroBlue Tetrazolico) (ambos da Sigma-Aldrich). Para os experimentos com o anticorpo
sc-9583 foi acrescido um passo anterior a incubagdo com anticorpo secundario, pois ele foi
produzido em cabra ndo sendo reconhecido pelo anticorpo secundario anti-IgG de coelho.
Desta forma, a membrana foi incubada com um anti-IgG de cabra produzido em coelho
(Sigma-Aldrich) (diluido 1:5000) por 2 horas, permitindo o reconhecimento pelo anticorpo
secundario anti-IgG de coelho.

Para a densitometria das bandas dos géis de western blot foi utilizado o programa
Imagel (Abramoff et al., 2004), com o objetivo de quantificar a presenga da proteina Lgil

normalizada com a [3-actina presente no cérebro dos animais estudados.
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Analises estatisticas

Para verificar a existéncia de diferengas na expressao génica entre as idades e entre
os dois hemisférios, foi empregado o teste estatistico ANOVA. Quando uma variacao
significativa foi encontrada, utilizou-se o teste de Tukey para identificar diferencas entre
grupos especificos.

A diferenca entre as regides do cérebro estudadas foi verificada pelo teste de
Friedman. Ja o teste de Wilcoxon foi aplicado para testar diferengas entre os lados direito e
esquerdo do neocoértex e hipocampo.

Para as andlises estatisticas foram empregados o aplicativo SAS Systems for
Windows (SAS v8.02) e o programa BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003). O nivel de

significancia utilizado foi 5%.
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3.4- RESULTADOS

Acasalamentos programados

Para se adquirir fémeas prenhes e ainda com idade gestacional exata, faz-se
necessario fazer um cronograma de acasalamento juntamente com os funcionarios do
CEMIB (UNICAMP) e, mesmo assim, existe a possibilidade de se obter um nimero
pequeno ou nulo de animais prenhes. Isso ocorreu por duas vezes, o que nos fez perder dois
meses de trabalho esperando fémeas que ndo ficaram prenhes. Por esse motivo resolvemos
fazer o acasalamento dos animais.

Iniciamos os acasalamentos baseados na lavagem vaginal que indicava a fase do

ciclo estral na qual a fémea se encontrava (Figura 4).

Figura 4: Fotomicrografias de lavagem vaginal de camundongos (aumento de 40X). A.
Estro: presenca de células cornificadas (fémeas receptivas ao macho); B. Diestro tardio:
presenca de grande quantidade de leucocitos e inicio do aparecimento de células epiteliais

que caracteriza a fase seguinte, o proestro.

Durante quatro meses trabalhamos com os acasalamentos e obtivemos fémeas
phenhes para a retirada do encéfalo de 10 fetos com 15 dias de desenvolvimento (E15), 16
fetos com 17 dias (E17) e 16 com 18 dias (E18). Desses acasalamentos também utilizamos
neonatos com 1, 7 e 14 dias de vida para a retirada do encéfalo: 12 animais P1, 8 P7 ¢ 9

P14.
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PCR em tempo real

O RNA total de 63 amostras foi extraido para a curva de expressdo de Lgil
(hemisférios direito e esquerdo de dez idades e cabega inteira de uma idade, sendo trés
animais por idade, temos 3 x [(10 x 2) + 1] = 63 amostras) e para a analise das trés regides
foi extraido RNA de outras 15 amostras (hipocampos e neocortex direito e esquerdo de trés
animais e cerebelo também de trés animais, 3 x 2 x 2 + 3). A qualidade dos RNAs foi

verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0%, como mostra a Figura 5.
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Figura 5: RNA total extraido de algumas amostras de cérebro de camundongo em
diferentes idades. Gel de agarose 1%. 1. E15_HD; 2. E15 HE; 3. E17 HD; 4. E17_HE; 5.
E18 HD; 6. E18 HE; 7. P1 HD; 8. P1_HE; 9. P7 HD; 10. P7_HE; 11. P14 HD; 12.
P14 HE. HD: hemisfério direito; HE: hemisfério esquerdo.

Antes de utilizarmos o equipamento para PCR em tempo real, fizemos testes de RT-
PCR para confirmagao das reagdes de transcri¢do reversa (Figura 6).
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Figura 6: RT-PCR do gene Lgi! e a-tubulina. Gel de agarose 1%. 1. a-tubulina (430pb); 2.

Lgil (692pb); 3. a-tubulina + Lgil. M: marcador de peso molecular 1Kb Plus (Invitrogen).
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Validacao dos ensaios

A validagdo para Lgil e Gapdh foi realizada utilizando sete concentragdes de
cDNA, iniciando as dilui¢des com 200ng (200; 20; 2; 0,2; 0,02; 0,002; 0,0002ng) (Figuras
7 e 8). Ja para a validagdo de Lgil e f-actina utilizou-se seis concentragdes, iniciando com
100ng de cDNA (100; 20; 4; 0,8; 0,16; 0,032ng) (Figura 9). Essa massa de cDNA inicial ¢
estimada, levando em consideracdo que a conversdo de RNA durante a reacdo de RT tem
100% de eficiéncia. A massa exata de cDNA que se estd iniciando a reagdo ndo ¢
importante, visto que a validacdo trabalha com a relagdo dos numeros € o que nos importara

para as analises futuras sdo os Cts encontrados.
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Figura 7: Cinética de amplificacdo do gene Lgi/ da PCR em tempo real. Grafico gerado
pelo programa “7500 System SDS Software” mostrando a cinética de amplificacdo em

escala logaritmica do gene Lgil com diferentes concentragdes de cDNA.
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{5 7500 System SDS Software - [Validacao_ L ei1_GAPD_170106_analise.sds (Absolute Quantification)]
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Figura 8: Cinética de amplificagdo do gene Gapdh. Gréfico gerado pelo programa “7500
System SDS Software” mostrando a cinética de amplificagdo em escala logaritmica do

controle endogeno Gapdh com diferentes concentragoes de cDNA.
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Figura 9: Cinética de amplificacdo dos genes Lgil e [-actina. Grafico gerado pelo
programa “7500 System SDS Software” mostrando a cinética de amplificacdo em escala
logaritmica de Lgil/ (rosa) e do controle endogeno p-actina (azul) com diferentes

concentragdes de cDNA.

Com os dados da cinética das reagdes de amplificacdo, o programa “7500 System

SDS Software” constréi uma curva padrdo para cada ensaio (Figura 10), cuja inclinagdo
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(slope) ¢ utilizada para calcular a eficiéncia. Os valores das eficiéncias se apresentaram
iguais (Lgil e f-actina) ou semelhantes (Lgil e Gapdh) nos nossos ensaios, estando dentro

do valor indicado de 1 = 0,1 (Tabela 1). A confiabilidade desses resultados, medida pelo

parametro R2, foi superior a 99% para todas as reacdes (Tabela 1).

P~ 1] ~~ f
S ]

s
060 040 ] 7] [ 130 [ x

Log €0

Figura 10: Validagdo dos iniciadores ¢ sondas (ensaios) utilizados. A. Curvas padrao de
Lgil (verde) e Gapdh (roxo). B. Curvas padrao de Lgil (verde) e f-actina (roxo). Notar que
as inclinagdes das curvas, utilizadas para o célculo da eficiéncia das reacdes, sdo

semelhantes entre o alvo e controle end6geno nas duas figuras.

Tabela 1: Resultado da validagdo dos diferentes iniciadores e sondas (ensaios) utilizados.
Valores de slope, utilizados para célculo da eficiéncia, e de R2 sdo gerados pelo programa

SDS Software v1.3 (Applied Biosystems).

Ensaio | Inclinaciio (slope) Eficiéncia R2
Lgil -3,163 1,07 0,996
Gapdh 3,317 1,00 0,997
Lgil -3,336 0,99 0,997
B-actina -3,336 0,99 0,999

Finalizando nossas validagdes, plotamos em um grafico o /og das concentragdes de
cDNA utilizadas inicialmente nas reagdes (eixo x) e a diferenca de Cts entre o gene de
interesse e o normalizador (eixo y). Com isso obtivemos uma reta com inclinagdo igual a
0,0763 para Lgil e Gapdh e 0,0124 para Lgil e f-actina, valores menores que 0,1,
mostrando que o ACt das nossas amostras nao estao variando significativamente entre as

diferentes diluigdes (Figura 11).
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A Validagdo: ultimo passo B Validac¢ao: ultimo passo
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Figura 11: Ultimo passo da validagio. Graficos mostrando que ndo ha diferenca
significativa entre os ACts nas diferentes concentra¢des analisadas (valor de “a” da equacao
da reta deve ser menor que 0,1). A. Lgil e Gapdh com inclinagao de 0,0763. B. Lgil e f-

actina com inclinacgao de 0,0124.

Desta forma, validamos todos os ensaios. Para Lgil e Gapdh foram validados seis
pontos, de 200 a 0,002ng, com Cts entre 21 e 37 para Lgil e 14 e 30 para Gapdh. Para Lgil
e f-actina foram validados de 100 a 0,16ng, correspondendo a Cts entre 21 e 31 para Lgil e

18 e 27 para f-actina. Utilizamos 100ng de cDNA para todas as reagdes de de PCR em

tempo real.

Perfil de expressao do gene Lgil

A expressdo do gene Lgil se apresentou baixa durante as idades intrauterinas,
aumentando até a idade adulta (Figuras 12 e 13; Tabela 2). Analisando os hemisférios
direito e esquerdo dos trés animais em conjunto, observamos que as idades de 4, 6, 8 e 24
semanas apresentaram em média um aumento da expressio de 34 vezes, quando
comparadas a idade E13 (calibrador), utilizando o Gapdh como controle endogeno (Figura
12). Quando utilizamos a f-actina como controle endégeno, observamos um aumento

médio da expressao nas idades adultas de 28 vezes (Figura 13).
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Figura 12: Quantificagao relativa da expressao do gene Lgil, por PCR em tempo real, em

encéfalo de camundongos de diferentes idades, utilizando Gapdh como controle endégeno

e como calibrador a idade E13. Os valores de cada idade sdo referentes aos dados

agrupados dos hemisférios direito e esquerdo dos trés animais analisados. Barras verticais

indicam quantificagdo relativa minima e maxima (RQmin e RQmax).

Perfil de expressao do gene Lgi1 em encéfalo de
camundongo (nhormalizado com B-actina)
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Figura 13: Quantificacdo relativa da expressao do gene Lgil, por PCR em tempo real, em

encéfalo de camundongos de diferentes idades, utilizando como calibrador a idade E13 e

como controle enddgeno f-actina. Os valores de cada idade sdo referentes aos dados

agrupados dos hemisférios direito e esquerdo dos trés animais estudados. Barras verticais

indicam RQmin e RQmax.
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Tabela 2: Resultados da quantificagdo relativa da expressao de Lgi/, por PCR em tempo

real, em diferentes idades, utilizando E13 como calibrador.

Gapdh p-actina
Idade RQ RQ min RQ max RQ RQ min RQ Max
E13 1.00 0.76 1.32 1.00 0.63 1.59
E15 4.48 3.47 5.77 1.18 0.87 1.59
E17 10.90 9.69 12.27 2.39 1.84 3.10
E18 8.17 6.97 9.57 3.46 2.30 5.22
P1 12.77 9.74 16.74 4.44 3.17 6.22
P7 21.40 16.97 27.00 4.95 3.33 7.37
P14 26.81 23.18 31.01 8.67 541 13.90
4 sem 35.05 31.11 39.50 29.85 22.08 40.37
6 sem 34.80 28.62 42.32 25.41 20.55 31.42
8 sem 34.68 31.29 38.43 23.72 19.08 29.49
24 sem 29.75 26.02 34.01 32.60 25.66 41.41

A andlise estatistica ANOVA revelou uma diferenca significativa da expressao de
Lgil entre as idades estudadas, quando normalizada com Gapdh (p = 0,0001) e com
S-actina (p < 0,0001). O teste de Tukey indicou a presenga de quatro grupos com diferentes
padrdes de expressao, que sdo diferentes entre os dois controles endogenos (Tabela 3). As
amostras E13 ndo foram incluidas nas andlises estatisticas pois ndo tinhamos os valores dos

hemisférios direito e esquerdo desta idade.

Tabela 3: Os quatro grupos apontados pelo teste de Tukey com padrdes de expressao

estatisticamente diferentes para os dois controles enddgenos estudados.

E15,E17,EI8 E15,El17
E17, EI8, P1 E17,EI8, P1, P7

P7, P14, 24 sem
P14, 4,6, 8, 24 sem

E18, P1, P7, P14

Gapdh || f-actina
4,6,8, 24 sem

Quando analisamos os hemisférios cerebrais separadamente nas diferentes idades,
ndo encontramos nenhuma diferenga estatisticamente significativa de expressdo do gene
Lgil, para ambos normalizadores (ANOVA, p = 0,7969 para Gapdh ¢ p = 0,8329 para p-
actina) (Figuras 14 e 15). As amostras da idade E13 ndo participaram desta andlise, ja que

nesses animais nao separamos os hemisférios cerebrais.
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Expressao do gene LgiT nos hemisférios cerebrais de camundongos
(Gapdh como normalizador)
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Figura 14: Quantificacdo relativa da expressdo do gene Lgil, por PCR em tempo real, nos
hemisférios cerebrais de camundongos de diferentes idades, utilizando como calibrador a
amostra E13 3 e Gapdh como controle endogeno. Os valores de cada idade sao referentes
aos dados agrupados dos trés animais estudados. Barras verticais indicam RQmin e

RQmax.

Expressdo do gene Lgi1 nos hemisférios cerebrais de camundongos
(B-actina como normalizador)

= 70

£ 60

2 50 ( mE

§40 | f f hem direi
8 30 1 [Jhem direito
:g 20 T [Jhem esquerdo
@

s 10 ﬁ

& TN B

Idades

Figura 15: Quantificacdo relativa da expressdao do gene Lgi/, por PCR em tempo real, nos
hemisférios cerebrais de camundongos de diferentes idades, utilizando como calibrador a
amostra E13 3 e f-actina como controle enddgeno. Os valores de cada idade sdo referentes
aos dados agrupados dos trés animais estudados. Barras verticais indicam RQmin e
RQmax.
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As andlises realizadas a partir dos dados de PCR em tempo real das trés regidoes do
cérebro estudadas revelaram uma maior expressdo de Lgi/ em hipocampo, quando
comparado ao neocoértex e ao cerebelo, porém o teste de Friedman ndo apontou diferengas
estatisticamente significativas para ambos os controles endogenos (p = 0,097) (Figura 16).

Nao encontramos diferencas na expressao entre os lados direito e esquerdo em neocortex e

hipocampo.
Expressdo do gene Lgi1 nas trés regides estudadas
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Figura 16: Quantificagdo relativa da expressdo do gene Lgi/ comparando trés regides do
encéfalo de camundongos com cinco semanas de idade, utilizando como calibrador a
amostra de hipocampo, para os normalizadores Gapdh e [-actina. Os valores de cada
regido sdo referentes aos dados agrupados dos trés animais estudados e, para hipocampo e
neocortex, também estdo reunidas amostras dos hemisférios direito e esquerdo. Barras

verticais indicam RQmin e RQmax.

Western blot

Para os experimentos de western blot, nds testamos dois anticorpos policlonais
contra Lgil: PO1C258, produzido pelo grupo de Morante-Redolat (2002), e sc-9583 (Santa
Cruz Biotechnology®, inc).

Antes de utilizar o anticorpo PO1C258, foi necessaria uma purificagdo por
cromatografia liquida. Algumas aliquotas resultantes dessa purificagdo foram aplicadas em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10%, que mostrou a eficiéncia da purificagdo a partir da

aliquota 23 e o desaparecimento do anticorpo a partir da aliquota 24A (Figura 17).
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Figura 17: Anticorpo purificado por cromatografia liquida. Algumas das amostras

—

resultantes da purificagdo do anticorpo PO1C258 em gel SDS-PAGE 10%.

Foram realizados trés experimentos de western blot testando diferentes dilui¢des da
aliquota la do anticorpo PO1C258, 1:1000, 1:500 e 1:200 e utilizando o anticorpo contra -
actina na dilui¢do de 1:4000. Aplicamos de 30 a 60ug de extrato protéico de cérebro, porém
todos os testes mostraram uma marcacao muito fraca da proteina Lgil, levando-nos a testar
0 anticorpo sc-9583.

Fizemos um teste com 30ug de proteina de duas amostras (P7 ¢ P14) utilizando a
diluicao de 1:200 do anticorpo sc-9583 e 1:1000 do anticorpo contra B-actina e obtivemos
uma boa marcagdo. Desta forma, partimos para o experimento aplicando 30ug de extrato
protéico das idades E13, E15, E17, E18, P1, P7, P14 e 8 semanas, utilizando as mesmas
dilui¢des usadas no teste.

A proteina Lgil apresentou-se em maior quantidade nas idades mais velhas
estudadas, P14 e 8 semanas de vida (Figuras 18, 19 e 20). A densitometria de bandas
revelou uma diferenga pequena entre as idades intra-utero, aparecendo um aumento da
presenga da proteina nas primeiras semanas de vida e apresentando a maior quantidade com
8 semanas de idade, onde obtivemos 89 vezes maior quantidade de Lgil, quando

comparada a amostra E13 (Figura 19 e 20).
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Figura 18: Western blot da proteina Lgil (~60KDa) nas diferentes idades estudadas, em
gel SDS-PAGE 10%. Como controle interno foi utilizada a fB-actina (41,7KDa). As
amostras siao referentes ao hemisfério dircito de cada idade, com excecdo de E13,

proveniente de cabega inteira. M: marcador de peso molecular de proteina.

Perfil de expressao da proteina Lgi1 em
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Figura 19: Quantificacdo relativa da expressdo da proteina Lgil nas diferentes idades
estudadas, realizada por densitometria de bandas resultantes dos experimentos de western
blot (Figura 18), utilizando o programa ImageJ (Abramoff et al., 2004). A idade E13 foi

utilizada como calibrador.
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Resultado dos experimentos de PCR em tempo
real e western blot nas diferentes idades
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Figura 20: Diagrama de dispersao mostrando os resultados de PCR em tempo real, com

Gapdh e f-actina como controles enddgenos, e de western blot, utilizando como calibrador

a idade E13. Para os experimentos de PCR em tempo real, estdo representados os trés

animais estudados em cada idade, analisando em conjunto apenas os hemisférios direito e

esquerdo, como uma Unica amostra, com excecao de E13.
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3.5- DISCUSSAO

A técnica de PCR em tempo real tem sido amplamente utilizada na andlise de
expressao génica, porém, diversos parametros precisam ser controlados para a obtengdo de
uma quantificacdo confidvel. Alguns desses parametros sdo: quantificacdo inicial da
amostra, integridade do RNA e, principalmente, a normalizacdo dos dados (Tanic et al.,
2007). Para normalizar a reagdo é imprescindivel o uso de um gene como controle
enddgeno, cuja expressao nao seja influenciada pelas varidveis experimentais. Em nossos
estudos essas varidveis foram a idade dos animais, as regides e os hemisférios cerebrais.
Desta forma, nds nos preocupamos em selecionar cautelosamente dois genes para serem
utilizados como controles endégenos, Gapdh e p-actina. Esses genes foram observados
como os mais estdveis em estudos de quantificacao de expressdo, quando se analisou cortex
de rato em diferentes idades (Tanic et al., 2007). Além disso, um outro aspecto importante a
se considerar, em relagcdo a confiabilidade dos experimentos de quantificacdo de expressao
génica por PCR em tempo real, é a especificidade da sonda utilizada. No sistema TagMan®
(Applied Biosystems), a sonda é composta por duas fluorescéncias: reporter e quencher.
Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade da fluorescéncia quencher reduz
expressivamente a fluorescéncia emitida pelo repdrter. Quando a seqii€éncia alvo de cDNA
estd presente, a sonda se anela e € clivada durante a amplificacio do fragmento, pela
atividade da DNA polimerase. A quantificacio em tempo real é baseada no aumento da
intensidade da fluorescéncia, que € proporcional a quantidade de amplicons produzidos.
Conseqilientemente, a especificidade da sonda é um fator critico para a quantificacdo. Para
confirmar essa especificidade, nés fizemos uma busca por seqiiéncias complementares a
sonda utilizada por noés (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) e encontramos
complementaridade apenas com o gene Lgi/.

N6s decidimos fazer nossos experimentos de expressdo génica utilizando o sistema
TaqMan® devido a sua grande especificidade ao gene de interesse e também a grande
reprodutibilidade dos resultados. Uma outra vantagem do sistema € reduzir as chances de
competi¢do por reagentes devido a contaminacdo da reacdo com DNA, uma vez que a

sonda é desenhada no limite de dois exons (final do exon 2 e inicio do exon 3). A escolha
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por ensaios ja otimizados nos reduziu tempo e reagentes gastos com padronizagdes de
experimentos.

Alguns estudos, utilizando imunoistoquimica ou hibridiza¢do in situ, determinaram
a expressao de Lgil em cérebro de camundongos adultos (Kalachikov et al., 2002;
Morante-Redolat et al., 2002; Senechal et al., 2005; Piepoli et al., 2006; www.gensat.org).
Embora esses métodos localizem precisamente a proteina Lgil ou seu RNAm em
compartimentos celulares especificos, eles ndo sdo métodos quantitativos. Com 1ss0, n0ssos
resultados determinam, pela primeira vez, exatamente a expressdo de Lgil/ durante o
desenvolvimento do SNC e a compara com os niveis de expressdo encontrados em animais
adultos. Nossos dados mostraram claramente um aumento da expressao de Lgi/ durante o
desenvolvimento até as idades adultas, onde encontramos os niveis mais elevados de
expressdo.

Trabalhos recentes indicam uma possivel dupla fun¢ao para LGI1, atuando de forma
pré-sindptica, modulando a taxa de inativacao de canais de potdssio (Schulte et al., 2006) e
de maneira pos-sindptica, sendo secretada e regulando a expressdo de receptores AMPA
(Fukata et al., 2006). Ja que os receptores AMPA e as subunidades Kv1.1 aumentam com o
envelhecimento do animal (Liao et al., 1999; Grosse et al., 2000), devido ao aumento da
ativacdo dos circuitos neuronais, € possivel que o aumento gradual na expressao de Lgi/
durante o desenvolvimento do SNC esteja simplesmente refletindo a maturacdo dos
circuitos neuronais, uma vez que os animais adultos t€m novas experi€ncias, aumentando
seus estimulos sensoriais.

Alternativamente, nés propomos que o perfil crescente de expressao de Lgil e sua
estagnacdo nas idades adultas, poderia ser explicado por uma fun¢do inibitéria da
proliferacdo neuronal. Assim, em idades mais avancadas, quando os neurOnios ja estdo
diferenciados, sua fun¢do inibitéria seria importante, o que pode ser sugerida pela alta
expressao encontrada no cérebro dos animais adultos. Kunapuli e colaboradores (2003)
demonstraram que a expressao forcada de LG/ em linhagens celulares de glioma reduziu
significativamente a habilidade de proliferacdo e de migracao destas células. Desta forma,
nés levantamos a hipdtese de que o aumento do lobo temporal lateral, encontrado em
pacientes com EPADSA (Kobayashi et al., 2003), poderia estar relacionado a perda de

funcdo de LGII devido as mutagOes encontradas neste gene.
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Os experimentos de western blot corroboraram a quantificagdo de Lgi/ por PCR em
tempo real (Figura 20), mostrando uma expressd@o aumentada da proteina Lgil nos estigios
de desenvolvimento mais avancados estudados (P14 e 8 semanas). Um estudo anterior,
utilizando esse mesmo método de quantificagdo, também identificou um aumento
progressivo da proteina Lgil durante a maturacdo do animal (Fukata et al., 2006). Existem
algumas limitacdes com os experimentos de western blot: além de ser um método
semiquantitativo, ha relatos de reacdo cruzada entre o anticorpo contra LGI1 (Santa Cruz
Biotechnology®, inc) e as outras proteinas da familia LGI (Senechal et al., 2005; Head et
al., 2007), fazendo da quantificagdo de RNAm um método mais confidvel.

Além disso, nés observamos uma expressao mais elevada de Lgi/ em hipocampo,
quando comparado ao neocortex e ao cerebelo, em camundongos adultos; entretanto, estas
diferencas ndo foram estatisticamente significativas. Estudos prévios com
imunoistoquimica (Morante-Redolat et al., 2002; Schulte et al., 2006) e hibridizacdo in situ
(Kalachikov et al., 2002; Senechal et al., 2005; Fukata et al., 2006) mostraram igualmente
uma expressao mais alta de Lgi/ em hipocampo, porém, ambas as técnicas nao sao
quantitativas e podem apresentar um viés devido ao grande nimero de corpos celulares
presentes na regido do hipocampo. Este efeito ndo estd presente na técnica de PCR em
tempo real usado em nosso trabalho.

A compreensao de padrdes de expressdo génica pode nos fornecer pistas sobre os
complexos mecanismos neurobioldgicos envolvidos na epileptogénese e em outras
sindromes neuroldgicas. Este estudo foi o primeiro a determinar um perfil especifico da
expressao do gene Lgil durante o desenvolvimento do SNC, sugerindo uma possivel
funcdo inibitéria durante o desenvolvimento. Apesar de nao encontrarmos diferencas na
expressdo de Lgil nos hemisférios cerebrais que pudessem explicar a predominancia de
alteragdes no lado esquerdo em pacientes com EPADSA.

Os resultados apresentados neste capitulo geraram uma publica¢do cientifica,
“Expression Profile of Lgi/ Gene in Mouse Brain During Development” na revista Journal
of Molecular Neuroscience, 2008; 35(3):323-9 (Anexo 1).

O trabalho que realizamos para obtencdo de cérebro de camundongos em diferentes
idades, apesar de ter consumido vérios meses de trabalho, resultou em amostras suficientes

para que outros colegas pudessem também utilizd-las, o que resultou em mais uma
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publicacdo cientifica, ja aceita: Danyella B. Dogini, Patricia A. O. Ribeiro, Cristiane

Rocha, Tiago C. Pereira, Iscia Lopes-Cendes. “MicroRNA Expression Profile in Murine
Central Nervous System Development”. Journal of Molecular Neuroscience, 2008;

35(3):331-7 (Anexo 2); além de outras possiveis produgcdes para os proXimos meses.

88
Capitulo 1 - Discussdo



CAPITULO 2

SILENCIAMENTO GENICO DE Lgil POR RNAi

89



4.1- INTRODUCAOQO

Nos ultimos anos, um grande nimero de novos genes foi identificado e agora, na era
pOs-gendmica, tem-se a necessidade de conhecer a funcdo de tais genes. A técnica de
interferéncia por RNA surgiu recentemente e, desde entdo, vém contribuindo de maneira
significativa com tais estudos funcionais, pela genética reversa: silencia-se um gene e
observa-se o fenétipo.

O termo “interferéncia por RNA”, ou RNAi, foi primeiramente usado por Fire e
colaboradores, em 1998, para definir o silenciamento génico potente e especifico
encontrado, utilizando duplas-fitas de RNA (dsRNA). Esse grupo estudava a funcdo de
genes do nematoda Caenorhabditis elegans, utilizando a técnica de RNA anti-senso, que
consiste na inoculacdo de moléculas longas de RNA (no caso deste trabalho, 369 a
1033pb), complementares ao RNA alvo, levando a um bloqueio da tradugao da proteina de
interesse e conseqiiente inibicdo da expressdo génica (Fire at al., 1998). Esses
pesquisadores, além de testarem apenas as moléculas anti-senso, também fizeram a injecao
de uma mistura de moléculas senso e anti-senso nos vermes, descobrindo um silenciamento
cem vezes mais efetivo do que utilizando somente oligo anti-senso (Fire et al., 1998).

A RNAIi € uma técnica que se utiliza de uma via enddgena presente nos organismos,
com a funcdo de defesa celular, ativada na presenca de dsRNAs, que s3o geradas na
replicagdo viral ou mobilizacdo de elementos transponiveis (Rutz e Scheffold, 2004;
Duchaine et al, 2006). Assim, dsSRNAs sinalizam perigo e ddo inicio a um processo de
reconhecimento e degradacdo de RNAs que sdo similares a molécula estranha de dsRNA,
utilizando a prépria como modelo para esta busca. Essa via natural de defesa é conhecida
como PTGS, para a sigla em inglés de silenciamento génico pds-transcricional.

O inicio do processo de RNAi se d4 com a presenca de dsRNAs nas células que sdo
reconhecidas por Dicer, uma endonuclease citoplasmatica do tipo III (Bernstein et al.,
2001), clivando-as em pequenos duplexes de 21 a 25 nucleotideos, denominados pequenos
RNA de interferéncia ou siRNAs (small interfering RNAs) (Hamilton e Baulcombe, 1999)
(Figura 21). Essas pequenas moléculas possuem um grupo fosfato nas extremidades 5° e
dois nucleotideos ndo pareados nas extremidades 3’, o que define sua assinatura molecular.

O siRNA € reconhecido por uma proteina acoplada a Dicer, a R2D2, cuja funcao € analisar
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a estabilidade termodindmica das extremidades das moléculas (Tomari et al., 2004). R2D2
se liga ao oligo do duplex cuja extremidade 5° € mais estdvel e uma proteina RNA helicase
separa as duas fitas do siRNA (Dalmay et al., 2001). O oligo com extremidade 5’ menos
estdvel, chamado de fita funcional, é preferencialmente transferido para um complexo
proteico denominado complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) (Hammond et
al., 2000), que efetivara o silenciamento génico. O complexo RISC busca no transcriptoma
um RNA complementar a fita funcional associada a ele e, depois de identificado, o RNA
alvo € clivado por RISC e degradado, promovendo o silenciamento génico (Figura 21). A
fita funcional permanece intacta e associada ao complexo, permitindo sua utilizagdo no
silenciamento de no minimo mais outros nove RNAs (Hutvagner e Zamore, 2002) (Figura

21).
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Figura 21: Esquema da via de silenciamento génico poés-transcricional de RNAi

(modificado de Pereira, 2008).
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Essa via que leva ao silenciamento génico através de dsRNA € extremamente
conservada, ocorrendo na grande maioria dos eucariotos (Hannon, 2002; Duchaine et al,
2006; Lee et al., 2006).

Virios trabalhos foram realizados demonstrando silenciamento génico através de
RNAIi em diferentes organismos, como protozodrios, plantas, cnidérios, invertebrados (Ng6
et al., 1998; Hamilton e Baulcombe, 1999; Lohmann et al., 1999; Hughes e Kaufman, 2000;
Klink e Wolniak, 2000; Schoppmeier € Damen, 2001), porém em células de mamiferos os
resultados nao foram promissores (Caplen et al, 2000; Ui-Tei et al., 2000).

Moléculas de dsRNA maiores que 30pb, introduzidas em células de mamiferos,
ativam a via da proteina kinase dependente de dsRNA (PKR), levando a uma resposta
interferon e conseqiiente morte celular (Elbashir et al, 2001). Desta forma, em 2001, um
grupo demonstrou silenciamento génico, em vdrias culturas celulares de mamiferos, sem
induzir a resposta interferon, com a inoculacao de oligos de siRNA de 21 a 22 nucleotideos,
imitando o produto da enzima Dicer (Elbashir et al, 2001). A partir deste trabalho,
inimeros outros foram realizados e publicados utilizando linhagem celulares de mamiferos
e também aplicando RNAI in vivo.

Os primeiros artigos que demonstraram silenciamento em SNC foram publicados
em 2002, analisando 4reas especificas do cérebro de camundongos adultos (Makimura et
al., 2002; Xia et al., 2002). O primeiro estudo silenciou um gene exogeno, o GFP (Xia et
al., 2002), e o outro, um gene enddgeno, Agrp (Makimura et al., 2002). Os dois trabalhos
utilizaram cassetes de expressdo, que produziam dentro da célula as moléculas de RNA, os
chamados shRNAs, ou seja, pequenas moléculas de RNA em formato de hairpin.
Makimura e colaboradores (2002) também injetaram oligos de siRNA e obtiveram redugdo
de 50% na expressdo do gene Agrp. O shRNA € um siRNA contendo um loop de cinco a
nove nucleotideos, mantendo as fitas senso e anti-senso conectadas (Fountaine et al., 2005).
Essas moléculas sdo transcritas no nicleo da célula e processadas por Dicer, que elimina o
loop e forma o siRNA funcional. Essa estratégia permite um silenciamento mais duradouro,
porém, além de ser uma metodologia mais laboriosa, a dificuldade da entrada das
moléculas é aumentada, no caso dos plasmideos, uma vez que elas sdo maiores e precisam
alcancar o nucleo celular. Ja a utilizacdo de vetores virais € limitada pelas questdes de

biossegurancga.
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A técnica de RNAI tem sido amplamente aplicada devido a suas vantagens frente a
outros sistemas de silenciamento génico, como por exemplo, a sua maior efici€éncia quando
comparada a técnica de RNA anti-senso, uma vez que, utilizando apenas uma molécula de
siRNA, consegue-se silenciar pelo menos dez RNAs alvo, enquanto que a técnica de anti-
senso tem uma estequiometria 1:1, ou seja, para cada oligo inoculado, apenas um RNA alvo
ndo é traduzido. Por ser mais eficiente, se torna mais econdmica, pois a quantidade de
oligos utilizada € menor, além disso, o tamanho das moléculas também sdo menores,
diminuindo o seu custo.

A utilizacdo de siRNA também apresenta vantagens quando comparada a producdo
de um animal knockout: primeiro, é mais rapida e mais econdmica; segundo, a funcido de
genes, cujo knockout em cérebro € letal, ainda pode ser estudada pela inoculacdo de
siRNAs; e terceiro, a possibilidade de se reduzir a expressdo de uma proteina, ao invés de
elimind-la completamente, evita uma possivel inducdo de mecanismos compensatdrios
observados em alguns animais knockout (Bai et al., 2003; Zeringue e Constantine-Paton,
2004).

Estudar a funcdo de um gene, ou de genes, como na gendmica funcional (Fraser et
al., 2000; Gonczy et al., 2000), ndo € a dnica aplicacdo da técnica de RNAi, que também ja
tem sido utilizada na produ¢do de modelos animais (Bai et al., 2003; Kunath et al., 2003;
Fedoriw et al., 2004), no combate a patdgenos, como os virus da influenza e da hepatite B
(Tompkins et al., 2004; Uprichard et al., 2005), maldria (Mohmmed et al., 2003; Magalhaes
et al., 2008), Schistosoma mansoni (Pereira et al., 2008), além da possibilidade desta
técnica de ter uma funcgao terapéutica em doencas genéticas, como Huntington (Harper et
al., 2005), e at¢é mesmo em doengas que seja necessario o silenciamento apenas do alelo
mutado, como é o caso da esclerose lateral amiotréfica, utilizando uma terapia alelo-
especifica (Xia et al., 2006).

Porém, existem varios fatores que interefem na efici€éncia do silenciamento génico,

e podem inviabilizar alguns experimentos, alguns deles sdo:

Desenho das moléculas

A efetividade da interferéncia por RNA depende em grande parte da seqii€ncia da

molécula a ser utilizada, assim sendo, o desenho do siRNA requer muita cautela. Um dos
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A especificidade dos oligos de siRNA é um outro fator importante para o desenho
de moléculas interferentes efetivas. Alguns autores consideram que hd a necessidade de
total complementariedade entre o siRNA e o RNA mensageiro alvo para o silenciemento,
porém, outros trabalhos demonstraram que a similaridade de seqiiéncia de 11 nucleotideos
contiguos, ou menos, ji seria suficiente para a reducdo da expressdo génica (Sijen et al.,
2001; Jackson et al., 2003; Haley e Zamore, 2004; Lewis et al., 2005). Apesar dessa
questdo ainda ser controversa, a andlise da identidade dos siRNAs frente ao transcriptoma
do organismo em estudo é de extrema importancia para evitar possiveis alvos inespecificos
(off-target).

Os siRNAs devem ter um contetido de GC entre 30 e 52% e devem-se evitar em sua
seqiiéncia repeticoes invertidas (Reynolds et al., 2004).

Um dos parametros cruciais € a estabilidade termodindmica das extremidades da
molécula, pois € isto que define qual das fitas, senso ou anti-senso, serd transferida para o
complexo RISC. Se a fita senso, ou seja, a molécula homdloga a seqiiéncia do RNAm alvo,
ficar em RISC, ao invés da fita funcional anti-senso, complementar a regido, nao havera
silenciamento, uma vez que ndo existird complementaridade com o RNAm (Khvorova et al.

2003; Schwarz et al., 2003).

Entrega das moléculas

Um outro fator limitante para a utilizacdo de RNAIi € a entrega das moléculas, tanto
siRNAs, como shRNAs, dentro das células, j4 que sdo moléculas altamente carregadas e
ndo atravessam as membranas celulares por difusdo passiva (Oliveira et al., 2006; Akhtar e
Benter, 2007; Pardridge, 2007). Quando se trabalha com RNAIi in vivo e no SNC, existe
mais um obstdculo, a barreira hematoencefalica, formada pelo endotélio diferenciado dos
capilares cerebrais, que controlam o fluxo entre o cérebro e o sangue. Desta forma, a
injecdo local, diretamente no cérebro, tem sido usada para o silenciamento de genes

envolvidos em processos do SNC (Makimura et al., 2002; Xia et al., 2002; Bai et al., 2003;
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Diferentes estratégias foram descritas, associadas as injecdes no cérebro, para
promover a entrada dos oligos ou dos vetores nas células, promovendo silenciamento
génico. Entre elas estd a utilizacdo de emulsdes lipidicas associadas aos siRNAs, que por
afinidade de composi¢do com as membranas celulares lipoproteicas, facilita a transfec¢ao
dos oligos (Makimura et al., 2002; Salahpour et al., 2007). Uma outra técnica utilizada, € a
eletroporacdo aplicada apds a injecdo, como descrito por Bai e colaboradores (2003), com a
utilizacdo de plasmideos codificando shRNAs em cérebro de ratos intra-utero. Uma
variacdo da eletroporacdo para a transfeccao de siRNAs, foi descrita por Akaneya e colegas
(2005): a eletroporacdo local, que ao invés de eletroporar toda a cabeca do animal, como
realizado pelo grupo de Bai (2003), dois eletrodos foram introduzidos préximos ao local da
injecdo, dentro do cérebro dos ratos. Um outro método empregado é a utilizacdo de uma
minibomba osmdética que permite a injecao continua de siRNA no cérebro dos animais, por
até duas semanas (Dorn et al., 2004; Thakker et al., 2004), que apesar de nao promover a
entrada das moléculas nas células, aumenta a disponibilidade dos siRNAs, contribuindo
para um aumento na taxa de transfec¢do. Ainda que diferentes estratégias tenham sido
utilizadas, como descrito acima, para a promocao de silenciamento no SNC, Makimura et
al. (2002) também descreveram redugdo da expressao génica utilizando apenas dgua como
veiculo para a injecdo de siRNA no hipotdlamo de camundongos.

Alguns pesquisadores criaram vetores ndo virais para promover silenciamento
génico no SNC, utilizando como rota de entrada, a injecao na veia caudal (Zhang et al.,
2003; Kumar et al., 2007). Um dos trabalhos utilizou lipossomos para encapsular as
moléculas de shRNAs, protegendo-as de degradacdo no organismo, e conjugado ao
lipossomo, utilizaram moléculas de polietileno glicol associadas a peptideos, que permitiam
esta constru¢do atravessar a barreira hematoencefdlica (Zhang et al., 2003). Um outro
estudo, utilizando um sistema mais simples, descreve a inoculagdo de moléculas de siRNA
complexadas a um peptideo derivado da glicoproteina do virus da raiva (RVG). Esse
peptideo de 41 amino4cidos, além de permitir a passagem pela barreira hematoencefalica, é
neurotréfico, facilitando a entrega das moléculas interferentes nos neuronios (Kumar et al.,

2007).
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4.2- OBJETIVOS

O objetivo principal deste capitulo foi silenciar o gene Lgil através da técnica de
interferéncia por RNA em cérebro de camundongos e em culturas celulares.
Os objetivos especificos foram:
e desenhar moléculas de siRNA contra Lgil;
e silenciar o gene Lgil em cérebro de camundongos;

e silenciar o gene LGI1/Lgil em diferentes culturas celulares.
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4.3- MATERIAIS E METODOS

Animais

Os animais utilizados em nossos experimentos foram camundongos (Mus musculus)
BALB/c/UNI e, para apenas um experimento, ratos Wistar/UNI (Rattus norvegicus), ambos
SPF. Eles foram produzidos e mantidos no Centro de Estudos Multidisciplinares de
Investigagao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP.

Os camundongos adultos utilizados eram fémeas e tinham idades que variaram de
cinco a treze semanas de idade, os ratos possuiam cinco semanas ¢ eram machos. Ja os
neonatos utilizados foram de ambos os sexos com idade de trés a quatro dias de vida.

Todos os procedimentos relativos aos experimentos com animais foram aprovados
previamente pelo Comité de FEtica em Experimentagio Animal do IB-UNICAMP
(CEEA_IB 827-1 e 1275-1).

Culturas celulares

As culturas de células utilizadas para os experimentos de RNAi foram a UI38MG e
a Neuro2a. A primeira linhagem é de origem humana, proveniente de glioblastoma ¢ a
segunda ¢ uma linhagem de neuroblastoma de camundongos.

As células foram cultivadas em meio DMEM (Gibco, Invitrogen) suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 100pug/mL de penicilina-streptomicina e foram mantidas em

ambiente controlado a 5% de CO, € 37°C (Yoshizawa et al., 2001).

Moléculas de siRNA

Desenho das moléculas

Partindo da seqiiéncia codificante do gene Lgi/ (NM_020278; www.ncbi.nlm.gov),
foram desenhadas seis moléculas de siRNA: si Lgil, si Lgil dna, si Lgil in vitro,
si_ Lgil b, si _Stealth e si Amb. As seqiiéncias foram desenhadas a partir do programa
Strand Analysis (Pereira et al., 2007), com exce¢do da molécula si_Stealth, que foi
desenhada por um programa disponivel na pagina da empresa Invitrogen
(www.invitrogen.com) ¢ da si Amb, cujo desenho se deu na pagina da Ambion

(www.ambion.com).
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O programa Strand Analysis (Pereira et al., 2007), desenvolvido pelo nosso grupo
de trabalho, analisa, entre outros parametros, a energia livre de Gibbs (AG). AG ¢ a
diferenca de energia dos quatro primeiros nucleotideos da extremidade 5’ entre as duas fitas
(senso e anti-senso) dos siRNAs gerados. Quanto maior o valor deste pardmetro, maior o
numero de fitas funcionais (anti-senso do duplex de RNA) preferencialmente transferidas
para o complexo enzimatico RISC, sendo, portanto, mais eficiente na promogao do
silenciamento. Foi calculado o AG para todas as moléculas, inclusive para aquelas
desenhadas fora do Strand Analysis.

Apos o calculo de AG, as seqiiéncias de siRNAs foram submetidas a um BLAST
Search for Short, Nearly Exact Matches (www.ncbi.nlm.gov/BLAST/) contra o genoma de
camundongo, verificando se os siRNAs teriam homologia apenas com nosso gene de
interesse, o Lgil, para evitar um silenciamento inespecifico.

O ultimo passo no desenho das moléculas foi a andlise de estruturas secundarias

presentes nos siRNAs, pela fungdo Oligo Analysis, do programa GeneRunner.

Obtencio dos siRNAs

As fitas senso e anti-senso das moléculas si Lgil, si Lgil dna, si Lgil b e
si. Amb foram solicitadas separadamente, da mesma forma como se costuma pedir
iniciadores, e foram anelados em nosso laboratério a 95° C por 5 minutos, seguido de 30
minutos a temperatura ambiente.

A molécula si_Lgil _in vitro foi produzida em nosso laboratério por transcri¢ao in
vitro, utilizando o kit Ampliscribe T7 High Yield Transcription (Epicentre®
Biotechnologies) e um par de oligos de DNA de 40mer, correspondente aos 21 nucleotideos
do siRNA adicionados a seqiiéncia do promotor T7 (seqliéncia do promotor T7 sublinhada;
senso: 5° GTTTCTTATATTCCGGTGGGCTATAGTGAGTCGTATTACC; anti-senso:
5" AGGCCCACCGGAATATAAGAATATAGTGAGTCGTATTACC).

O si_Stealth foi o tinico siRNA utilizado que j& veio da empresa anelado, pronto

para uso.
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Obtencao de esiRNA

O esiRNA (endoribonuclease-prepared siRNA) ¢ uma estratégia de produgdo de
siRNAs in vitro, partindo de duplas fitas de RNA (dsRNA) longas que sdo clivadas em
pequenos RNAs de 21 a 22nt pela Dicer, em laboratério, gerando um pool de siRNAs

contra o gene de interesse (Figura 22), neste caso, o Lgil.
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Figura 22: Esquema demonstrando etapas para a produgdo de esiRNA (modificado de

Kittler et al., 2005).

Para a producdo do esiRNA, foi escolhida uma regido do cDNA do gene de
interesse sem homologia com os outros genes da familia Lgi ou com qualquer outro gene
do camundongo, no exon 8. Partiu-se de um cDNA de camundongo, transcrito por
iniciadores randomicos (Invitrogen), para fazer a amplificagdo da regido escolhida, a qual
chamamos de PCR 1,  utilizando os  seguintes  iniciadores:  senso
5’ATACCTTGAAATAGCCAGAC e anti-senso 5> ATGCGCTTAAGTCAACTATG. Em
seguida, foi realizada a PCR 2 para a adi¢gdo do promotor T7, utilizando os seguintes
iniciadores  (seqiiéncia ~ do  promotor  T7 sublinhada): senso 5

GGTAATACGACTCACTATAGATACCTTGAAATAGCCAGAC e anti-senso 5’
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GGTAATACGACTCACTATGCGCTTAAGTCAACTATG. Para a transcricdo das
dsRNA foi utilizado o AmpliScribe™ T7 High Yield Transcription Kit (Epicentre®

Biotechnologies) e para posterior obtengdo dos esiRNAs foi utilizado o BLOCK-iT™ Dicer
RNA:I Kit (Invitrogen). A verificagdo do esiRNA foi realizada em gel de agarose 4% ¢ a

sua quantificagcdo por espectrofotometria (GeneQuant pro, Amersham Biosciences).

Controles

Em alguns experimentos foi utilizada como controle positivo uma molécula contra o
gene Gapdh (Silencer” GAPDH siRNA, Ambion), a qual foi chamada se si_Gapdh.

Como controle negativo foram utilizados dois siRNAs cujas seqiiéncias ndo tém
homologia com qualquer regido do genoma murino ou humano, um chamado de
si_irrelevante (senso 5’: GGTATTCGTATCGAAGAAGTTAA e anti-senso 5’:
AACUUCUUCGAUACGAAUACCGG), adquirido juntamente com o si_Stealth
(Invitrogen) e o outro, si GFP (senso 5’: CAGGCUACUUGGAGUGUAUATAT e anti-
senso 5’: AUACACUCCAAGUAGCCUGATAT; extremidades 3’ com nucleotideos de
DNA).

Também foi usado um siRNA fluorescente, que consiste de um oligo irrelevante
marcado com fluoresceina (BLOCK-iT™ Fluorecent Oligo, Invitrogen) também foi
utilizado. Este fluor6éforo permitiu a localizacdo do oligo e a investigacdo da eficiéncia da

transfecgao.

Confirmacio do silenciamento génico

Todos os experimentos de interferéncia por RNA foram sucedidos por reacdes de
PCR em tempo real para verificagdo do silenciamento.
Para alguns experimentos, além da analise por PCR quantitativa, foram realizados

experimentos de western blot para a verificacao da proteina Lgil.

PCR em tempo real
Os passos para a extracdo de RNA e posterior obtencdo de cDNA, necessarios para
a PCR em tempo real, assim como as reacdes de PCR quantitativo foram detalhados no

Capitulo 1.
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Resumidamente, a extracdo de RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen), conforme recomendagdes do fabricante, e 0 cDNA obtido pela utilizagdo da
enzima SuperScriptlII™ Reverse Transcriptase (Invitrogen). As reagdes de PCR em tempo
real foram realizadas em duplicatas ou triplicatas, no equipamento ABI 7500 Real Time
PCR system (Applied Biosystems), utilizando o sistema TaqMan® (Applied Biosystems).
As analises de quantificacdo relativa de Lgi/ foram calculadas pelo método de Ct
comparativo (AACt). Em alguns experimentos foi utilizado o aplicativo GeNorm
(http://medgen.ugent.be/genorm/), que também ¢ baseado no método de Ct comparativo,
porém permite a quantificagdo relativa de um gene utilizando a normalizagdo com dois ou
mais controles endégenos, em conjunto.

Para a amplificagdo e quantificagdo do gene Lgi/ em camundongos, ratos e¢ cé¢lulas
humanas, foi utilizado o mesmo ensaio, j4 otimizado, Mm00522315 m1 (Applied
Biosystems), que contém iniciadores e sonda especificos para Lgil.

Para a normalizacdo das reacdes foram utilizados, como controles enddgenos,
ensaios especificos para cada espécie estudada. Para os experimentos com camundongos
foram utilizados os genes Gapdh (Mouse GAPD endogenous control) e S-actina (Mouse
ACTB Endogenous Control). Para os experimentos com células humanas, GAPDH (Human
GAPD Endogenous Control) e /8S (Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control) e com
ratos, o gene Gapdh (Rat GAPD Endogenous Control).

As validagdes desses ensaios, imprescindiveis para se iniciar as reagdes de PCR em
tempo real com seguranca, foram realizadas como descrito no Capitulo 1.

As reacdes para PCR quantitativa foram realizadas em duplicata ou triplicata, com
volume final de 12,5ul: 6,25ul. de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625uL da
solugdo de iniciadores e sonda, 1,625uL de agua e 4,0uL de cDNA (100ng para todos so
experimentos com exce¢do do experimento com ratos, no qual foi utilizado 4ng). Foram
utilizadas as mesmas condic¢des de ciclagem do Capitulo 1, recomendadas pelo fornecedor.

Apbs as corridas foi empregado o aplicativo 7500 System SDS Software (Applied
Biosystems) para a andlise da expressdo, referente ao calibrador escolhido (amostra
escolhida como referéncia para comparagdo). As barras verticais presentes nos graficos,

resultantes dessas analises, representam os valores maximos € minimos obtidos.
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Western blot

A extracdo de proteina de encéfalo ou de hipocampo de camundongos foi realizada
a partir da segunda fase formada pelo Trizol (Invitrogen) durante a extracdo de RNA,
conforme protocolo recomendado pelo fabricante, com alteracdo de um passo.

Para cada ImL de Trizol utilizado na amostra, adicionou-se 1,5mL de isopropanol,
que foi incubado a temperatura ambiente (TA) por 10 minutos e centrifugado a 12000g por
10 minutos a 4°C. Removeu-se o sobrenadante e foram feitas trés lavagens com 2mL de
uréia 0,3M em etanol 95%, para cada ImL de Trizol. As lavagens foram realizadas
adicionando a solucdo de uréia as amostras, incubando-as a TA por 20 minutos, seguido por
centrifugacdo a 7500g por 5 minutos a 4°C e remog¢ao do sobrenadante. Apds a ultima
lavagem, adicionou-se 1,2mL de etanol 100%, agitado em vortex, seguido por incubagdo de
20 minutos a TA e centrifugacdo a 7500g por 5 minutos a 4°C. Apds a retirada do etanol, a
amostra foi deixada secando por aproximadamente 20 minutos, sobre a bancada. O extrato
protéico foi solubilizado em solugdao de SDS 1% e incubagdo em banho-maria a 50°C.

A quantificagdo das amostras foi feita por espectrofotometria (GeneQuant pro, GE
Helathcare) e a integridade do extrato total de proteinas foi verificada em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 10% de acordo com Sambrook et al. (1989).

Os procedimentos para a realizagdo do western blot estao detalhados no Capitulo 1.
De forma resumida: 30ug de extrato proteico total foi separado em gel de SDS-PAGE 10%
e eletrotransferido para uma membrana de nitrocelulose Hybond C (GE Healthcare) por
cuba semi-seca (Eletroblot Multiphor II; GE Healthcare). O bloqueio da membrana foi
realizado em solugdo de leite 5% e a incubacdo com os anticorpos primdrios foi realizada
durante a noite. No dia seguinte, apds a incubag¢do com os anticorpos secundarios, foi feita
arevelagdo das bandas na propria membrana.

Foram utilizados como anticorpos primarios o policlonal contra Lgil sc-9583 (Santa
Cruz Biotechnology®, inc) e o anticorpo contra B-actina (Abcam), utilizado como controle
interno. Como anticorpo secundario foram utilizados o anti-IgG de cabra, para Lgil, e de
coelho, para B-actina, ambos conjugados com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich).

Para a densitometria das bandas dos géis de western blot foi utilizado o programa
ImageJ (Abramoff et al., 2004), com o objetivo de quantificar a presenga da proteina Lgil
normalizada com a [-actina presente no cérebro dos animais estudados.
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Silenciamento do gene Lgil por RNAI in vivo

Os experimentos in vivo de silenciamento do gene Lgi/ foram realizados em
camundongos, com idade adulta ou neonatos, e em ratos adultos.

Os experimentos de RNAi em camundongos adultos foram feitos basicamente por
dois métodos: injecdo local, via cirurgia estereotéxica, € injecao veia caudal.

A injecdo local, diretamente no cérebro dos camundongos, foi realizada com
algumas diferengas entre os experimentos, podendo ser dividida em quatro procedimentos:

e cirurgia estereotaxica apenas,

e cirurgia estereotdxica acompanhada de canulagdo,

e cirurgia estereotaxica seguida de eletroporacao local,

e cirurgia estereotaxica associada ao implante de uma minibomba osmotica.

Para os animais neonatos foi utilizada apenas a cirurgia estereotdxica como método
para a introducdo das moléculas de siRNA no cérebro desses animais.

O tnico experimento de silenciamento em ratos ocorreu pelo método de injecao via
veia caudal.

Uma tabela resumindo todas as cirurgias realizadas se encontra no Anexo 3.

Injecao local em camundongos adultos

Padronizacdo da anestesia

Para o inicio dos experimentos com animais adultos, fez-se necessario
primeiramente a padronizagdo da anestesia devido a grande variacdo de resposta ao
anestésico entre as diferentes linhagens de camundongos (Flecknell, 1993; Arras et al.,
2001).

Foram feitos cinco testes utilizando dois animais de seis a nove semanas de idade
para cada um, avaliando diferentes concentracdes da combinagdo de ketamina (Dopalen,
Vetbrands) e xilasina (Rompun 2%, Bayer HealthCare) e também a adicdo de
acepromazina (Acepran 0,2%, UNIVET) a esta mistura (Tabela 4), como proposto por
Arras et al. (2001). Também foi testada para uma das misturas (120ket/15xil) a aplicacao de
duas doses, sendo a segunda aplicada 15 minutos apds a primeira dose e equivalente a um
terco do volume inicial. A mistura de anestésicos foi preparada utilizando soro fisiologico

para a utilizagdo de 10uL da mistura por grama do animal, o que facilita os célculos no
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momento de aplicar o anestésico (€ necessario apenas multiplicar o peso do animal por 10
para se ter o volume em pL a ser injetado) e foi aplicada via intraperitonial.

Durante os testes foram monitorados a cada 10 minutos a freqiliéncia respiratoria dos
animais e o reflexo interdigital, sendo este ultimo realizado com o auxilio de uma pinga,
pressionando entre os dedos do animal (Gardner et al., 1995; Arras et al., 2001). Também
foi observado o periodo de recuperacao, levando em consideragdo o tempo que o animal

voltava a se movimentar.

Tabela 4: Teste de anestésicos variando drogas, concentragdo e doses.

Teste Dose Ketamina (mg/Kg) Xilasina (mg/Kg) Acepromazina
(mg/Kg)
1 1 100 10 -
2 1 100 20 -
3 1 120 15 -
4 1+1/3 (15’apds 1) 120 15 -
5 1 100 20 3

Cirurgia estereotdxica

A injecdo das moléculas de siRNA diretamente no cérebro dos animais foi realizada
pelo procedimento da estereotaxia, utilizando um aparelho estereotaxico (Insight®), o qual
nos permite localizar um determinado ponto precisamente no encéfalo do animal. As
coordenadas necessarias para alcancar o ponto desejado no cérebro do animal foram
fornecidas pelo atlas estereotaxico de camundongos (Paxinos e Franklin, 2001), que utiliza
o bregma (Figura 23), juncdo das suturas sagital e coronal dos ossos do cranio, como

“ponto zero”.

Sutura Sagital Bregma
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oedlod

Sutura Coronal Lambda

Figura 23: Esquema da calota craniana de um camundongo e suas suturas, evidenciando-se

o bregma.

106
Capitulo 2 — Materiais e Métodos



A anestesia foi aplicada e, passado alguns minutos, apos o animal dormir, foi feita a
tricotomia dos pélos da cabeca do animal, da regido proéxima aos olhos até a altura das
orelhas, utilizando o tosador MiniMax™ (Oster). O animal s6 foi posicionado no
estereotaxico para o procedimento cirtirgico quando nao apresentou mais nenhum reflexo
interdigital.

Uma pomada oftalmologica (Terramicina, Pfizer) foi aplicada sobre os olhos do
animal, para evitar lesdo da cornea (Messier et al., 1999), e em seguida a regido da cabega
foi limpa com etanol 70%. Com auxilio de bisturi foi feita uma pequena incisdo de
aproximadamente um centimetro na pele da cabeca do camundongo. Com um cotonete foi
aplicada 4gua oxigenada 10 volumes na calota craniana, de modo que o bregma ficasse
ressaltado. Apds a localizagdo do bregma, o aparelho estereotaxico foi ajustado para os
pontos de interesse antero-posterior e lateral (Tabela 5) e este local da calota craniana foi
perfurado com o auxilio de uma broca de trepanagao para posterior passagem da agulha que

iria introduzir as moléculas de siRNA.

Tabela 5: Tabela das coordenadas estereotaxicas utilizadas para alcancar os diferentes
pontos de injecdo. As medidas laterais positivas indicam que a inje¢ao ¢ feita no hemisfério

esquerdo do animal.

Local Antero-posterior (AP) La(t]_ej;‘ al Dorso-ventral (DV)
ventriculo lateral esquerdo -0,22 1,0 -2,5
neocortex esquerdo  (cortex
primario auditivo) 23 4.0 2,3
3° ventriculo -0,5 0 -3,0
hipocampo esquerdo -1,9 1,8 -2,0

Para a injecdo das moléculas, um tubo de polietileno (ID = 0,38mm; BD) foi
conectado a uma agulha gengival 30G curta, que foram acoplados a uma microseringa de
vidro (10uL; SGE). Esta agulha gengival fixada ao aparelho estereotaxico foi posicionada
no furo até a introdugdo do bisel (ponta da agulha) na calota craniana, onde se estabeleceu
que seria o “zero” para alcangar a profundidade desejada, de acordo com a coordenada
dorso-ventral (Tabela 5). Em seguida a descida da agulha, que foi feita lentamente,
aguardou-se um minuto antes da inje¢do, para acomodagdo dos tecidos. A duragdo da

injecdo variou de acordo com o volume injetado. Apds a injecdo, foram esperados dois
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minutos para a retirada da agulha, que foi realizada de forma lenta, para evitar
extravasamento da injecdo. A sutura foi feita com o auxilio de uma agulha cuticular e linha
n® 5. A recuperagdo pos-operatoria do animal foi realizada sobre uma placa aquecedora a
37°C.

E importante ressaltar que foi preparado um novo tubo de polietileno conectado a
uma nova agulha gengival para cada tratamento utilizado.

Dois experimentos foram realizados utilizando apenas a cirurgia estereotaxica para a
introducdo das moléculas de siRNA no cérebro dos animais. Foram injetados de 5 a 10pug
de si_Lgil, em um volume de 1 a 2ul. No primeiro experimento, os oligos de siRNA foram
associados a uma emulsao lipidica, Lipofectamine 2000 (Invitrogen), que facilita a entrada

das moléculas nas células. Os cérebros foram coletados 24 ou 48 horas ap6s a cirurgia.

Canulacdo dos animais

A canulacao ¢ um procedimento que consiste na fixagdo de uma canula em um
ponto de interesse no cérebro do camundongo, permitindo a entrada de uma agulha vérias
vezes, sem que seja necessario todo procedimento cirurgico. Com o objetivo de fazer
repetidas injecdes de siRNA, foram realizadas canulagcdes em terceiro ventriculo e
hipocampo de alguns animais.

As canulas foram preparadas lixando-se as duas extremidades de uma agulha 22G,
deixando-as retas e com comprimento de 12mm. Um ponto de solda foi aplicado na metade
do comprimento da canula para aumentar a sua fixacdo ao animal. Com o auxilio de uma
agulha gengival foi feita a limpeza do interior das canulas que, posteriormente, foram
lavadas em 4gua corrente e autoclavadas, antes do uso.

O procedimento cirurgico para a implantacdo da canula foi o mesmo descrito acima
para a injecdo direta no cérebro, porém, ao invés de entrar no cérebro com uma agulha
gengival, entrou-se com a canula. A fixagdo da canula foi feita com resina acrilica de
dentista (Jet) aplicado junto a canula até a altura do ponto de solda e sobre a calota
craniana.

As injecdes foram iniciadas quatro dias apos a canulacdo e foi utilizada uma
microseringa de vidro acoplada a um tubo de poletileno, que estava fixado a uma agulha
gengival (Figura 24). A por¢do da agulha gengival, que entrava na canula para as injecoes,
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tinha o tamanho da canula, 12mm, adicionado o tamanho de metade do bicel, que foi lixado
para evitar lesdo do tecido. Desta forma, a ponta da agulha ficaria para fora da canula, no
interior do cérebro do animal e para se obter este tamanho ideal de agulha, colocou-se um
pedago de tubo de polietileno na porg¢ao superior da agulha (Figura 24). Antes de cada
injecdo, o interior da canula era limpo com uma agulha semelhante a da inje¢ao (limpador

de canula, Figura 24).
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Figura 24: Materiais necessarios para a inje¢ao em animais canulados. A. 1: limpador de
canula; 2: agulha conectada ao tubo de polietileno; 3: microseringa de vidro. B. Agulha
gengival no momento da inje¢do; notar que existe um pedago de tubo de polietileno na

agulha para fixar a entrar da agulha sempre na mesma altura (final da canula).

Utilizando a canulagdo, foram realizados dois experimentos independentes, nos
quais foram testadas as moléculas si_Lgil, si Lgil in vitro e si_Stealth, associadas a
emulsao lipidica Lipofectamine 2000 (Invitrogen), usando 14ng ou 10ug de siRNA em 2pl,
por injecdo. Foram realizadas, no total, seis e dez injecdes e os cérebros foram coletados 24

horas apos a ultima injecao.

Eletroporagao local
O método de eletroporagdo local consiste na injecdo do siRNA em uma determinada
regido no encéfalo do animal, por cirurgia estereotaxica, seguida de eletroporagdao proxima

a regido injetada.
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A injecao de moléculas de siRNA foi realizada em hipocampo e, 30 minutos apos a
injecdo, foi feita a eletroporacdo local com a utilizacdo de eletrodos especiais, chamados
por nds de eletrodos-agulha (LGC Biotecnologia) (Figura 25A), que sdo posicionados
dentro do cérebro, proximo ao local de inje¢ao (Figura 25B).

A eletroporagdo consistiu de dois pulsos (100V, 600us e 5V, 2s) e o tempo de
intervalo entre eles variou de acordo com o procedimento. Os primeiros experimentos
foram realizados utilizando apenas um eletroporador, demorando cerca de dez segundos
entre os dois pulsos. Quando foram empregados dois equipamentos, o intervalo foi de
aproximadamente dois segundos. Os dois eletroporadores utilizados eram do mesmo
modelo, ECM 830 Electroporation System (BTX®).

Para a entrada dos eletrodos foram necessarias mais duas perfuragdes na calota
craniana distando entre si de 3mm, realizadas com o auxilio da broca de trepanacao (Figura
25B). O orificio utilizado para a injecdo dos oligos deveria estar posicionado entre esses
dois outros e o eletrodo-agulha deveria ser posicionado de modo que o podlo positivo
estivesse no orificio anterior (mais proximo aos olhos) (Figura 25B).

Com esse método foram testadas as moléculas si_Lgil, si_Stealth e si_irrelevante,
aproximadamente 100ng (7,5pmol) ou lpg (75pmol) de moléculas, em um volume de
injecdo de SuL e uma taxa de 0,85uL/min. A retirada dos hipocampos ocorreu de 1 hora a 7

dias apo6s a inje¢ao.

Sutura Sagital Bregma
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Figura 25: Eletroporagdo local. A. Eletrodo-agulha. B. Esquema mostrando

posicionamento dos eletrodos (pdlos positivo e negativo) proximo ao local da injecao.
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Além da quantificagdo por PCR em tempo real, também foram realizados western
blots para a verifica¢do da expressdo da proteina Lgil, nos experimentos com eletroporacao
local. A comparagdo da expressdo foi realizada utilizando o hipocampo direito de cada
animal como controle (calibrador).

Para a andlise estatistica foram utilizados, quando necessarios, os testes de

Wilcoxon e ANOVA pareado.

Minibomba osmdtica

As minibombas osméticas (Alzet™) permitem a liberagdo continua de substincias
em pequenos animais de laboratério, de modo subcutaneo, intraperitonial ou diretamente no
cérebro, através da ligacdo da bomba a um cateter acoplado em uma canula implantada na
regido de interesse no cérebro (Figura 26). Seu funcionamento se da pela presenga de uma
solugdo concentrada de sal, que forma uma camada osmdtica, atraindo agua dos tecidos

proximos a minibomba e for¢ando a saida do siRNA presente no seu interior (Figura 26).
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Figura 26: Esquema da minibomba osmética (Alzet™). A. Composi¢io da minibomba
(modificado de www.alzet.com/products/howdoesitwork.php); B. Colocagdo subcutanea da

minibomba em camundongo e sua ligacdo ao cérebro do animal pelo cateter e canula

(modificado de Thakker et al., 2004).

A preparacdo da minibomba, com a canula associada, foi realizada no dia anterior a
sua implantagdo. Primeiro, foi feito o preenchimento do sistema “cénula — cateter —

moderador de fluxo” com siRNA (Figura 27). Para isso, a canula foi ligada ao cateter
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(~3cm), que foi conectado ao moderador de fluxo, e também a um pequeno pedaco de
cateter extra na sua outra extremidade, por onde foi feito o preenchimento utilizando uma
seringa e agulha (Figura 27). Esse cateter extra foi utilizado apenas durante o enchimento
do sistema, para evitar a formag¢do de bolhas de ar, sendo retirado para o posterior
encaixamento do moderador de fluxo a bomba. Em seguida, a minibomba foi preenchida
com 100pL de siRNA, utilizando uma seringa de 1mL acoplada a uma agulha especifica,
que vem juntamente com a bomba. Finalmente, o sistema “canula — cateter — moderador de
fluxo” foi conectado a minibomba (Figura 27). A minibomba montada foi deixada em soro
fisiologico estéril a 37°C por no minimo seis horas, preferencialmente overnight, antes da
sua colocagdo. Desta forma, observou-se, antes da implantacdo da bomba, se o sistema
estava funcionando e também garantiu a liberacdo de moléculas assim que foi colocada,

evitando a oclusdo da canula.
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Figura 27: Preparacao de minibomba associada a canula. Primeiro preenche-se o sistema
“canula — cateter — moderador de fluxo”, que sera conectado pelo moderador de fluxo a

minibomba (modificado de www.alzet.com/products/brainkits howto.php).
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Juntamente com a minibomba osmotica pode-se comprar um kit (ALZET Brain
Infusion Kit, Alzet™) que acompanha a canula, o cateter e espacadores para regular a
profundidade do posicionamento da canula no cérebro do animal (Figura 27). Além desse
sistema, foi testado o uso das cénulas produzidas em nosso laboratorio, utilizando agulha
22G, como descrito no item “Canulagao dos animais”, com apenas uma alteragdo, a canula
foi dobrada, formando 90°, para a conexdo com o cateter que se direcionou para o dorso do
animal.

A implantagdo da minibomba osmética foi realizada no dorso do camundongo. O
animal foi anestesiado, posicionado no aparelho estereotaxico e, por um corte feito no
dorso do animal, proximo a cabega, divulsionou-se os tecidos musculares, abrindo espago
para a colocagdo da minibomba subcutaneamente. Apds a colocacdo da bomba, foi
realizada uma cirurgia estereotaxica para a implantagcdo da canula no terceiro ventriculo.
Terminada a cirurgia, o animal foi suturado, colocado para recuperagdo em bergo-térmico a
37°C e medicado subcutaneamente com Ketofen® (Merial) (10mg/Kg).

Foram utilizados dois modelos de minibomba osmética: 1007D e 1002 (Alzet®).
Ambas tém capacidade para 100uL, porém distinguindo-se pela taxa de liberagdo, 0,5uL/h
para a primeira e 0,25uL/h para a segunda. Desta forma, o modelo 1007D tem duragdo de
sete dias apos a implantacao e o modelo 1002, 14 dias. Os animais devem ser sacrificados
no maximo 10 dias apds o implante do modelo 1007D e 21 dias, para o modelo 1002, isso
porque a bomba continua atraindo 4gua e pode liberar a solugdo concentrada de sal presente
no seu interior, tendo por resultado a irritagdo local dos tecidos em torno da bomba.

Os siRNAs testados com a minibomba osmotica foram: si_Lgil, si_Stealth e

si_irrelevante. A massa total injetada variou de aproximadamente 20 a 840ug.

Injecdo veia caudal

A introdu¢do de moléculas de siRNA foi realizada pelo sistema vascular em
camundongos e ratos adultos, com a associagdo do siRNA a um pequeno peptideo viral,
derivado do virus da raiva (RVG, do inglés rabies virus glycoprotein)

(YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASNGGGGRRRRRRRRR) (Sigma-Aldrich).
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As moléculas de siRNA foram complexadas ao RVG na propor¢ao molar de 10:1
(RVG:siRNA) por 15 minutos a 20°C, depois o complexo siRNA-RVG foi misturado a
glicose 5%, veiculo usado para inje¢do que foi realizada na veia caudal do animal.

O procedimento para a inje¢do foi o mesmo para os dois tipos de roedores
utilizados. Primeiramente, a cauda do animal foi mergulhada em agua morna (37°C) para
dilatacdo das veias; depois, o animal ¢ colocado dentro da gaiola e imobilizado segurando a
cauda para inje¢do na veia caudal (Figura 28A), com auxilio de uma seringa de 1mL e
agulha de insulina, para ratos, e agulha gengival acoplada a um cateter, para os
camundongos (Figura 28B). O volume de inje¢do para camundongos foi de 200uL e para

ratos, 500uL.

Figura 28: Injecao veia caudal. A. Imobilizagao do animal; B. Injecdo com agulha gengival

ligada a um cateter que esta acoplado a seringa.

Nos experimentos com camundongos foram utilizadas as moléculas de esiRNA e
também cinco moléculas de siRNA, contra o gene Lgil, associadas ao peptideo: si_Lgil,
si Lgil dna, si Lgil b, si Amb, si_Stealth. Também foi utilizado o controle positivo
si_Gapdh. Foram feitas trés inje¢des, de oito em oito horas, com 50ug (4nmol) de siRNA e
aproximadamente Sug (0,4nmol) de esiRNA, por injecdo. Os encéfalos foram coletados 24
ou 72 horas ap0ds a primeira inje¢ao.

O experimento de injecdo veia caudal em ratos foi realizado uma vez, com duas
injecdes de oito em oito horas, utilizando 25ug (2nmol) de si_ Amb por injecdo. A coleta
dos encéfalos foi feita 48 horas apos a primeira injegao.
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Quando necessario, foi empregado o teste estatistico de Mann-Whithey (trés ou
mais amostras) ou teste T (2 amostras) para verificacdo de diferencas de expressao entre os

dois grupos, tratado e o controle.

Cirurgia estereotaxica em animais neonatos

Padronizacdo da cirurgia

A cirurgia estereotaxica em camundongos em desenvolvimento foi padronizada em
animais com 4 dias de vida (P4), utilizando o corante azul de Evans. Esta etapa contou com
a colabora¢ao do Prof. Dr. Francesco Langone, do Departamento de Fisiologia e Biofisica,
IB-UNICAMP.

O neonato foi anestesiado por 5 minutos no gelo e depois posicionado e preso com
uma fita sobre uma base adaptada contendo gelo (garrafa para cultura de célula). Uma
borracha com 3mm de espessura foi colocada embaixo da cabeca do animal a fim de
manter a area da injec¢ao plana.

Antes do inicio da inje¢do, a regido da cabeca do animal foi limpa com etanol 70%.
Apo6s a localizagdo do bregma, utilizamos o estereotaxico para encontrar o ponto da

injecdo. Foram testadas as seguintes coordenadas (Tabela 6):

Tabela 6: Coordenadas e volumes testados na padroniza¢do da estereotaxia em neonatos.

Teste H Antero-posterior (AP) Lateral (L) Dorso-ventral (DV) Volume (uL)
1 -3,0 +0,5 -25 0,5
2 -3,0 +0,5 -25 1,0
3 -35 +1,5 -3,0 1,0

Apds o posicionamento da agulha nas coordenadas escolhidas (AP e L), desceu-se
com a agulha até a introdug¢do de metade do bisel (ponta da agulha) na pele, onde se
estabeleceu que seria o “zero” para alcancar a profundidade desejada. Em seguida a descida
da agulha, que foi realizada lentamente, esperou-se um minuto para acomodacdo dos
tecidos. Apods a inje¢do, se aguardou dois minutos e a agulha foi retirada lentamente,
evitando extravasamento do volume injetado. A recuperacao pos-cirurgica foi realizada
posicionando o animal em decubito dorsal préximo ao calor e uma fonte de luz e também

estimulando o coragdo do animal, pressionando levemente seu peito, € a respiragdo,
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passando no focinho um pedaco de papel higiénico. Para verificacao se houve a entrada do

corante, ap6s 30 minutos do término da cirurgia, o encéfalo do animal foi retirado.

Injegdo de siRNA

As tentativas de RNAi1 em animais neonatos foram realizadas utilizando-se duas
moléculas, si_Lgil e si_Stealth, em volumes que variaram de 1 a 5ul e em diferentes
concentragdes (50ng a 10ug). Como veiculo das injegdes foram utilizados a emulsdo
lipidica Lipofectamine 2000 (Invitrogen™) ou tampdo PBS. Além disso, também foi
utilizado uma molécula de siRNA contra o gene Mecp2 em um experimento.

Também foi realizada a inje¢do de um siRNA fluorescente (BLOCK-iT™
Fluorecent Oligo, Invitrogen) em um camundongo P4. Apds uma hora e meia da injecdo, o
cérebro inteiro foi retirado e congelado em Tissue-Tek para histologia. Foram feitos cortes
coronais com 10um de espessura, com o auxilio de um criostato, que foram analisados

utilizando um microscépio de fluorescéncia.

Silenciamento do gene LGI1/Lgil por RNAI in vitro

A expressdo do gene LGII/Lgil foi testada, por PCR em tempo real, em sete
linhagens celulares: U138MG, US87MG, T98G, A172, Neuro2a, L929 e cultura de
cardiomidcito, sendo as quatro primeiras de origem humana e as trés seguintes de origem
murina.

A técnica de RNAI in vitro foi realizada utilizando as linhagens celulares U138MG
e Neuro2a, conforme o seguinte protocolo. No dia anterior a transfec¢ao, células foram
semeadas em ntimero de 2 X 10° por placa p60 (Corning). A transfec¢ido foi realizada
conforme as recomendacgdes do fabricante, utilizando 50nM ou 200nM de siRNA e 10ul de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) para volume final de 2mL (5pg/mL). Apos 5 horas de
incubagdo com a mistura de transfecc¢ao (siRNA/Lipofectamine e meio de cultura sem soro)
esta foi trocada por meio DMEM - 10% SFB. O conteudo de células contido em cada placa
de transfeccdo foi tripsinizado, coletado 24, 48 ou 72 horas apds a transfec¢do e transferido
para tubo contendo 1mL de Trizol (Invitrogen), para posterior extracdo de RNA.

Para os experimentos com a cultura celular UI138MG foram utilizadas as moléculas

si_ Amb, si_Gapdh (controle positivo) e, além do si GFP, também foi utilizado como

116
Capitulo 2 — Materiais e Métodos



contole negativo o tratamento mock, que consiste em tratar a cultura com todos os
reagentes, incluindo a Lipofectamine 2000 (Invitrogen), porém sem siRNA. Nos
experimentos em que utilizamos duas concentragdes diferentes de siRNA, foi aplicado o
teste estatistico T, a fim de comparar os dois tratamentos (50 e 200nM) nos quatro grupos
estudados. Quando nao se encontrou diferenca entre os dois tratamentos, as amostras foram
agrupadas e, empregando o teste Kruskal-Wallis, comparou-se os quatro grupos. Toda
experimentagdo utilizando a linhagem U138MG foi realizada com a colaboragéo da Prof*
Dr® Sara Saad e de sua aluna de doutorado Carolina Bigarella, do laboratorio de Biologia
Molecular e Terapia Génica, no departamento de Clinica Médica (FCM — UNICAMP).

Para a cultura Neuro2a foram utilizadas as moléculas si_Stealth, si Gapdh e

si_irrelevante a 5S0nM.

Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas empregadas foram realizadas utilizando o programa

BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003). O nivel de significancia considerado foi 5%.
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4.4- RESULTADOS

Moléculas de siRNA

Desenho das moléculas

Nos desenhamos um total de seis moléculas de siRNA contra o gene Lgi/ (Tabela
7): si_Lgil, si_Lgil dna, si_Lgil in vitro, si_Lgil b, si_Stealth e si_ Amb. As moléculas
si_Lgil in vitro e si_Lgil dna possuem a mesma seqiiéncia da si_Lgil, porém, a primeira
foi produzida por transcri¢ao in vitro ¢ a segunda, ¢ uma molécula modificada, composta
por dois nucleotideos de DNA na extremidade da porcdo 3°, aumentando assim a sua
estabilidade. O oligo si_Lgil b também possui nucleotideos de DNA na extremidade 3" o
que também aumenta sua estabilidade. As moléculas de siRNA foram todas sintetizadas
com um grupo fosfato na por¢do 5" da fita funcional (anti-senso do duplex), garantindo
assim sua funcionalidade. Nos verificamos a energia livre (AG) de todas as seqiiéncias de
siRNA desenhadas (Tabela 7), através do programa Strand Analysis (Pereira et al., 2007)
assegurando o uso de moléculas contendo um alto AG e portando uma maior probabilidade
de eficiéncia. Um outro cuidado foi a checagem contra homologia com seqiiéncias no
genoma do camundongo, através do programa BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Tabela 7: Localiza¢do das seqiiéncias-alvo das moléculas de siRNA desenhadas contra o

gene Lgil de camundongo (posi¢ao relativa a NM 020278, www.ncbi.nlm.nhi.gov).

siRNA || Seqiiéncia-alvo | Posicao | Exon | AG*
si_ Lgil,si Lgil in vitro,si_Lgil dna GCCCACCGGAATATAAGAAAC 706 6 59
si_Lgil b AATGCCCTGCCGTGTGTACTTGT 223 1 5,8
si_Stealth CCGTGTGTACTTGTAGCAAAGATAA 232 1 2,5
si_Amb TCCGGAATTATGACAACATTACA 916 7 3,5

AG*: energia livre de Gibbs

Obtencio dos siRNAs
Os oligos de RNA senso ¢ anti-senso referentes as moléculas si_Lgil, si_Lgil dna,
si Lgil b e si Amb foram anelados e verificados em gel de agarose antes dos

experimentos de silenciamento génico (Figura 29).
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Figura 29: Verificagdo dos oligos senso (s) e anti-senso (as), em estoque, referentes ao
si_ Lgil e o siRNA anelado, pronto para uso. Gel de agarose 1%, 0,5u] de amostra ¢ 10

minutos de corrida a 70V. M: marcador de peso molecular de 1Kb (Invitrogen).

As moléculas de si_Lgil in vitro foram transcritas e visualizadas em gel de agarose,
juntamente com a aplicagdo de 1 e 3uL de uma amostra com massa conhecida (1pg)
(Figura 30) para quantificacdo, empregando o programa ImageJ (Abramoff et al., 2004),
que resultou nas seguintes concentragoes: 44,75 e 5,42ng/ul, senso e anti-senso,
respectivamente. Utilizamos a mesma massa de ambas moléculas (134,25ng) para o
anelamento, resultando em 27,8ul de siRNA a 9,66ng/uL, equivalente a aproximadamente

1,5pmol/uL.

lug  3ug senso anti-senso

Figura 30: Verificacdo e quantificacdo das moléculas de RNA produzidas por transcrigao

in vitro, por gel de agarose 1%.

As moléculas foram desenhadas para trabalharmos com camundongos, porém com a
necessidade de realizarmos experimentos com ratos e também com culturas de células
humanas, foi necessaria a verificacdo da complementaridade dessas moléculas, pelo
programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), com a seqiiéncia do gene
Lgil/LGII de ratos e humanos. Os oligos si_Lgil b e si Amb apresentaram 100% de
identidade com o gene humano e si_ Amb também apresentou 100% de identidade com a
seqliéncia de Lgil de ratos. Com isso, essas moléculas poderiam ser utilizadas para os

experimentos de silenciamento em cultura de células e com ratos.

120
Capitulo 2 - Resultados



Obtencao de esiRNA
As moléculas de esiRNA foram produzidas a partir de uma seqiiéncia de cDNA de

524pb (PCR 1; Figura 31A) do exon 8, na posicdo 1250 a 1754 (relativa a NM_020278,
www.ncbi.nlm.nhi.gov). A adicdo do promotor T7 (PCR 2) a essa seqiiéncia para a
producdo de dsRNA resultou em um fragmento de 545pb (Figura 31B). Apds a digestdao da

dsRNA, obtivemos 60ul de moléculas de esiRNA, quantificadas por espectrofotometria, a

aproximadamente 0,5pg/uL (Figura 31C).
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Figura 31: Preparacdo das moléculas de esiRNA. A. PCR 1, fragmento de 524pb; B. PCR
2, 545pb (T7 adicionado ao fragmento de interesse), B1. 3ul. da PCR, B2. 1uL. da PCR
purificada; C1. 2uL de dsRNA, C2. 2uL de esiRNA. M: marcador de peso molecular.

Confirmacio do silenciamento génico

A verificagdo do silenciamento génico dos experimentos foi realizada por PCR em

tempo real. A técnica de western blot foi aplicada apenas em alguns experimentos de

eletroporacao local.

PCR em tempo real
A quantificacdo do gene Lgil foi realizada em tecido nervoso de camundongos ¢

ratos e também em linhagem celulares de glioblastoma humano, utilizando o mesmo ensaio
que inicialmente foi pedido para camundongo. Fizemos o alinhamento
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) da sonda para Lgi/ de camundongo
MmO00522315 ml (Applied Biosystems) com o gene Lgi/ humano e de rato e encontramos
100% de identidade com a seqiiéncia de humanos e 96% com rato (Figura 32). Testes

iniciais de PCR em tempo real com o ensaio de Lgi/ para camundongo, mostraram boa
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amplificacio de cDNAs de rato ¢ humano com o ensaio Taqman® (Applied Biosystems)

para murinos.

1 GCTGCAGCTCTTGTTATTTACGTCE 25 Jonda de PCR em tempo real

CEEETTrrerr e reretd
276  GUTGCAGCTCTTGTTATTCACGTCG 300 Lgil de rato

Figura 32: Alinhamento da sonda de PCR em tempo real para camundongo com a

seqiiéncia de Lgi/ de rato.

As validagdes dos diferentes ensaios utilizados, necessarias para se iniciar os
experimentos de PCR quantitativa foram realizadas para os diversos enddgenos utilizados,
juntamente com o ensaio para Lgil (Tabela 8).

Para camundongo, validamos o ensaio para Lgil, Gapdh e [-actina, o que
possibilitou também a quantificacdo do gene Gapdh como alvo, utilizando S-actina como
endogeno, quando o experimento envolveu a utilizagdo do si_Gapdh (Tabela 8).

Para rato, validamos os ensaios para Lgi/ juntamente com Gapdh especifico para

rato e para trabalhar com cultura de células humanas, validamos os ensaios Lgi/, GAPDH e

18S (Tabela 8).

Tabela 8: Resultado da validagdo dos diferentes iniciadores e sondas (ensaios) utilizados.
Valores de slope, utilizados para célculo da eficiéncia, e R2 sdo gerados pelo programa

SDS Software v1.3 (Applied Biosystems).

Ensaio Slope Eficiéncia R2
Lgil -3,3363 0,99 0,9971
Camundongo Gapdh -3,4489 0,95 0,9996
f-actina -3,3363 0,99 0,9996
Lgil -3,1139 1,09 0,9808
Rato
Gapdh -3,1143 1,09 0,9974
Lgil -31519 1,08 0,9954
Humano GAPDH -3,2378 1,04 0,9986
188 -3,3301 1,00 0,9949
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Silenciamento do gene Lgil por RNAI in vivo

Os experimentos de silenciamento génico em cérebro de camundongos adultos
foram realizadas por dois métodos principais: a injecdo local, via cirurgia estereotéxica e a

injecdo veia caudal (resumo dos procedimentos no Anexo 3).

Injecao local em camundongos adultos
Para iniciarmos as cirurgias estereotaxicas, que permitiriam a inje¢do de siRNA no
cérebro dos camundongos adultos, fez-se necessario primeiramente a padronizacdo da

anestesia nesses animais.

Padronizacdo da anestesia

Testamos, em cinco grupos de animais, quatro diferentes concentragoes de
anestésicos, que foram preparadas para um volume final de 1mL baseada nas concentragdes
de cada droga: ketamina: 116mg/ml; xilasina: 20mg/mL; acepromazina: 2mg/mL (Tabela
9). Para garantirmos um completo monitoramento durante os testes, avaliamos apenas dois

animais por dia de teste.

Tabela 9: Volume de cada droga necessario para o preparo de ImL da mistura de

anestésicos, de acordo com a concentracdo desejada.

Concentracio (mg/Kg)
Droga 100/10 100/20 120/15 100/20/3
Ketamina (Dopalen®) (uL) 86 86 103 86,2
Xilasina (Rompun®) (uL) 50 100 75 100
Acepromazina (Acepran) (uL) - - - 150
Soro fisiolégico (1L) 864 814 822 663,8

A primeira concentracdo de anestésico testada (100/10) manteve os animais sem
reflexo por um curto periodo de tempo, de 10 a 20 minutos, insuficiente para a cirurgia
(Tabela 10). Com o aumento da quantidade de xilasina para 20mg/Kg no segundo teste,
conseguimos a anestesia de 30 minutos para um dos animais testados, porém o outro nao
perdeu o reflexo interdigital, nem mesmo com a inje¢cao de uma segunda dose (Tabela 10).

Desta forma, variamos a concentragdo para 120/15 e observamos que uma dose ndo
parecia ser suficiente para que o animal perdesse o reflexo e quanto maior era o periodo

entre a primeira dose e a segunda, menor efeito esta tinha em potencializar a primeira
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(Tabela 10). Com isso, resolvemos testar a mesma concentragdo, porém com uma segunda
dose apds 15 minutos, obtendo um periodo de anestesia por mais de uma hora e com uma
recuperagdo de aproximadamente 40 minutos, o que se mostrou mais eficiente que a dose
(100/20/3) indicada por Arras et al., (2001), anestesiando apenas um dos animais € o
deixando com dificuldades para respirar por quatro horas apos a anestesia (Tabela 10).
Portanto, escolhemos para nossos experimentos em animais adultos, a mistura de

ketamina e xilasina de 120/15 com duas doses.
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Tabela 10: Teste de diferentes misturas de anestésicos.

Ketamina/Xilasina Ket/Xil/Acepro
100/10 100/20 120/15 120/15 + 1/3 da 1° dose 100/20 /3

Animal 1 2 3 4 5 6* 7 8 9% 10%*

Peso (g) 25,0 22,5 24.4 23,5 23,5 25,1 27,3 25,9 24,3 27,4

Anestésico 250 230 240 230 230-gota p/ 250 270 260 240 270

(ul) fora
Inicio 10h19 10h35 07h43 07h49 7h58 8h19 9h28 9h33 10h08 9h53
2% dose apos - - - - - - 100 100 - -
157°(ul)

10° FR 160 188 132 108 168 160 140 140 160 148
reflexos auséncia auséncia presenga presenca presenga presenca auséncia auséncia presenca auséncia

207 FR 108 172 128 128 132 148 136 136 160 132
reflexos auséncia presenga auséncia presenga presenga presenga auséncia auséncia presenca auséncia

+70ul

307 FR 148 160 104 172 132 - 144 144 160 132

reflexos presenga presenga auséncia retorno mov presenca 8h46 auséncia auséncia presenca auséncia
+90ul +80ul +90ul

40’ FR 136 - 112 148 144 136 140 140 - 128
reflexos | presenca - auséncia presenca presenca auséncia auséncia auséncia presenca auséncia

50° FR - retorno ¢/ 8h39 160 176 168 164 164 168 124
reflexos | presenca | movimentos | retorno c/ presenca presenca auséncia auséncia auséncia presenca presenca

60" FR | retorno ¢/ - movimentos | retorno ¢/ 168 148 168 168 140
reflexos | movimentos - movimentos | presenca auséncia auséncia auséncia auséncia

707 FR Se Se retorno ¢/ 128 176 176 156
reflexos | arrastando arrastando movimentos auséncia auséncia auséncia auséncia

80" retorno ¢/ 164 164 172
movimentos auséncia auséncia presenga
90" retorno c/ retorno ¢/ retorno ¢/ retorno ¢/

movimentos | movimentos | movimentos | movimentos
9h00 caixa | Shl3 caixa | 9h10 caixa | 10h10 caixa | 11h30 caixa | 11h30 caixa | 13h00 caixa | 13h00 caixa

FR: freqiiéncia respiratéria em movimentos por minuto.; caixa: devolvido para a gaiola

* animal dificil de imobilizar.

** animal 10 parecia estar com dificuldades para respirar ap6s 4h da anestesia.




Cirurgia estereotdxica

Realizamos a injecdo em ventriculo lateral, de si Lgil (7,5ug em 1,5uL)
complexado a emulsao lipidica na proporcao 1:1, utilizando as coordenadas indicadas na
Tabela 11, em dois animais e dois controles (sem inje¢cdo). Retiramos o cérebro de dois
animais, um controle e um injetado com siRNA, apds 24 horas da injecdo e dos outros dois
apos 48 horas. A quantificacdo por PCR em tempo real de todo o encéfalo ndo mostrou
silenciamento de Lgil. Desta forma, resolvemos delimitar uma regido do cérebro para a
injecdo e posterior retirada e andlise. Escolhemos uma regido que continha o cortex
auditivo do camundongo. Com o auxilio do atlas estereotaxico para camundongos (Paxinos
e Franklin, 2001), localizamos o cértex auditivo primario (Figura 33) e estabelecemos as
coordenadas da inje¢do no hemisfério esquerdo (Tabela 5). Definimos retirar para anélise, a
porcdo cerebral trés milimetros a partir do vértice do lambda, descendo até a por¢do mais
inferior, na base do cérebro, delimitando uma area retangular de neocortex, como mostrado

na Figura 2 do Capitulo 1.

Interaural 1.34 mm ‘ Bregma -2.46 mm

1 e I e B B | T
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Figura 33: Esquema de um corte coronal de cérebro de camundongo (Paxinos e Franklin,

2001) evidenciando a regido do cortex primario auditivo.
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Executamos a inje¢do de 5 e 10ug (1 ou 2uL, injetados em 5 minutos) de si_Lgil
diluido em PBS (1:1) no coértex esquerdo de quatro animais, dois por tratamento, e
retiramos os neocortex esquerdo e direito 24 horas apods a inje¢do. A andlise de PCR em
tempo real ndo mostrou diminuicdo na expressdo do gene Lgi/ nos animais tratados,
quando comparados as amostras de neocortex de trés animais controles sem injecdo (Figura
34). Apesar do hemisfério esquerdo do animal 4, que recebeu 10ug de si_Lgil, aparentar
expressao diminuida, o ponto maximo de variagdo dessa amostra se aproximou do valor 2,0

de RQ (quantificacdo relativa), desqualificando um possivel silenciamento.

Teste de silenciamento de LgiT em neocértex de adulto
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Figura 34: Quantificacdo relativa de Lgi/ em animais controle e em quatro camundongos

cujo neocortex esquerdo recebeu si_Lgil (5 ou 10ug) 24 horas antes de sua retirada.

Para confirmar se estava havendo uma correlagao entre o local injetado e a porgao
de neocortex retirada, injetamos 1pL de azul (tinta Parker) em dois animais com as
coordenadas para cortex auditivo e coletamos o material em seguida. Observamos o corante
na regido de interesse, porém aparecendo em maior quantidade difundido em regides mais

internas, como o hipocampo, alcancando também o sistema ventricular (Figura 35).
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Figura 35: Localizagdao da injecdo com as coordenadas para cortex auditivo, mostrando

uma difusdo do corante em outras regides além do neocortex .

Canulacdo dos animais

Inicialmente, realizamos a canulagdo em terceiro ventriculo (Tabela 5) de dois
animais apenas para nos certificarmos do posicionamento correto da cénula. No dia
seguinte a canulacdo, injetamos 0,5uL de azul (tinta Parker) e retiramos o cérebro em
seguida, observando uma distribui¢do do corante no sistema ventricular, o que confirmou a

localizagao da canula em ventriculo (Figura 36).

Figura 36: Confirmagao do posicionamento da canula em terceiro ventriculo. Corte sagital

do cérebro apods injecao de azul na canula.

Para as injecdes repetidas de siRNA, nds canulamos quatro camundongos em
terceiro ventriculo e ap6s quatro dias iniciamos as injecdes. Foram cinco dias de
experimento, sendo realizadas duas injecdes por dia, as 8h30 e as 17h30, com 2uL de
volume cada. Utilizamos dois animais para a inje¢do de si Lgil (10pg) associado a
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emulsdo lipidica (1:1) e dois como controles: um para a inje¢ao apenas do veiculo (emulsao
lipidica + PBS) e o outro sem inje¢do. As reacdes de PCR em tempo real ndo demonstraram
silenciamento génico nos animais tratados com si_Lgil.

No segundo experimento de canulacdo, testamos outras duas moléculas além da
si_Lgil: si Lgil in vitro e si_Stealth. O experimento foi desenhado para injetarmos cada
uma das trés moléculas em dois animais, durante trés dias, sendo duas inje¢des por dia, as
9h30 e as 17h30. Optamos por fazer a canulagdo em hipocampo (Tabela 5) a fim de
restringirmos a area a ser coletada apds as injegdes. A massa de molécula obtida pela
transcri¢do in vitro foi pequena, portanto, tivemos que testar uma quantidade pequena de
todas as moléculas, aproximadamente 12ng/inje¢ao (1pmol/inj) (siRNA + emulsao lipidica,
1:2), em 2uL de injeg¢do. No6s canulamos seis camundongos, porém utilizando apenas cinco,
pois um animal estava com a cdnula solta, sendo usado como controle sem injecdo. No
segundo dia de experimento, tivemos que sacrificar um dos animais do grupo do si_Stealth,
pois o capacete (armagdao de resina que sustenta a canula) havia caido. Desta forma,
finalizamos o experimento apenas com quatro camundongos: 1 si_Lgil, 2 si_Lgil in vitro
e 1 si_Stealth. Apds a ultima injecdo dos siRNAs, sacrificamos os animais e antes da
remog¢do do hipocampo, injetamos 0,5uL de corante na canula para nos certificar que a
canula estava no local de interesse. As amostras de RNA provenientes dos hemisférios
esquerdos de um dos animais si_Lgil in vitro ¢ de um si_Stealth apareceram degradadas
ao final da extracdo (Figura 37). Apesar disso, utilizamos todas as amostras para a reacao
de PCR em tempo real, que resultou na reducdo da expressdo de Lgi/ nas amostras com
RNA degradado (Figura 38). O outro animal tratado com si_Lgil in vitro ndo apresentou
silenciamento, indicando que a diminuicdo de expressdo encontrada ¢, muito

provavelmente, artefato devido a degradag¢do da amostra (Figura 38).
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Figura 37: Verificacdo da qualidade da extracdo de RNA em gel de agarose 1%. Foi

aplicado 1uL de RNA. Notar que amostras 8 e 10 estdo degradadas. M: marcador de peso

molecular de 1Kb; HipD: hipocampo direito; HipE: hipocampo esquerdo.

Quantificacao relativa normalizada

com Gapdh
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Figura 38: Quantificacdo relativa da expressdo do gene Lgi/ em hipocampo dos

camundongos tratados com as trés moléculas de siRNA. Notar que as amostras “in

vitro HE2” e “Stealth HE” que estdo diminuidas, partiram de um RNA degradado, nio

sendo confidveis. Barras verticais indicam RQmin ¢ RQmax. HD: hipocampo direito; HE:

hipocampo esquerdo.
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Eletroporagao local

Para testarmos a técnica de eletroporagdo local, injetamos Sul/6min de si_Stealth no
hipocampo esquerdo de seis camundongos com 10 semanas de idade e apds 30 minutos
procedemos a eletroporacao utilizando os eletrodos-agulha. A eletroporacdo consistiu de
dois pulsos, como descrito por Akaneya et al. (2005), um pulso de alta voltagem e curta
duracdo (100V e 1ms) para a abertura de poros na membrana celular, seguido de um pulso
de baixa voltagem e longa duracdo (5V e 2s) para a entrada das moléculas. Segundo o
trabalho original onde a ténica ¢ apresentada, ¢ descrito um intervalo de 10ms entre os dois
pulsos, porém nosso eletroporador ndo tem a opg¢ao de salvar dois pulsos diferentes em um
mesmo programa, desta forma, trocadvamos de programa para alterar o pulso, o que levava
aproximadamente 10s. Em dois animais, injetamos aproximadamente 100ng (7,5pmol) de
siRNA, retirando os hipocampos com 8 e 27 horas apds a injecdo, € em quatro animais
injetamos cerca de 1ug (75pmol), retirando os hipocampos com 1 e 24 horas apds a injecao
(hpi). A andlise de quantifica¢do relativa mostrou uma reducdo da expressdo génica no
hipocampo esquerdo de aproximadamente 50%, quando comparado ao direito do mesmo
animal (HipE4), tratado com 1pg de siRNA e cujo hipocampo foi removido apds 24 horas
(Figura 39). As outras amostras ndo apresentaram nenhuma diminuicdo significativa

(Figura 39).

Injecao de si_Stealth seguida de eletroporagao em
hipocampo adulto

1.18 1.77 118

100 095 T oA

. B7,5pmol
B 75pmol

Quantificagao relativa
normalizada com Gapdh

Figura 39: Expressdo do gene Lgi/ em animais que receberam injecdo de 100ng (7,5pmol)
ou lpg (75pmol) de si_Stealth, seguida de eletroporacdo local, com diferentes tempos de
retirada do hipocampo. Barras verticais indicam RQmin e RQmax. HipD: hipocampo
direito; HipE: hipocampo esquerdo; hpi: horas pés-injecao.
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Para confirmar esse resultado positivo de silenciamento, repetimos o experimento
com lug (75pmol) de siRNA em 10 animais com oito semanas de idade, sendo dois desses
animais utilizados como controle (inje¢do de siRNA irrelevante). Empregamos os mesmos
parametros do primeiro experimento: coordenadas, volume e taxa de injecdo, voltagem e
durag@o dos pulsos. No entanto, a fim de diminuir o intervalo entre os pulsos, utilizamos
dois eletroporadores para oito camundongos (Figura 40), porém esse outro equipamento,
apesar de ser parecido com o nosso (mesma marca ¢ modelo), ndo alcancava uma duragao
de 1ms, por isso o primeiro pulso foi de 100V e 600us (tempo méaximo permitido), desta
forma conseguimos reduzir o intervalo entre os pulsos de dez para dois segundos. Para
garantir uma inje¢do constante e também uniforme entre os animais, utilizamos uma bomba
de infusdo (Insight®) programada para uma taxa de injecdo de 0,85uL/min, o que resultou
em aproximadamente seis minutos de injecdo (mesmo tempo do primeiro experimento).

Retiramos os hipocampos 24 e 48 horas ap6s a injecao conforme detalhado na Figura 40.

2 controles —» 2 ¢/ 2 eletroporadores —» 2 sacrificados 24hpi: grupo 1

10 animais 4 sacrificados 24hpi: grupo 2
6 ¢/ 2 eletroporadores /\:

8 si_ Stealth 2 sacrificados 48hpi: grupo 3

2.¢/ 1 eletroporador — 2 sacrificados 24hpi: grupo 4

Figura 40: Esquema dos grupos de animais utilizados para o segundo experimento de

injecdo de si_Stealth seguido de eletroporagao.

As andlises de PCR em tempo real confirmaram o silenciamento do gene Lgi/ em
trés camundongos do grupo 2: animais 3, 4 ¢ 9 apresentando reducao da expressao génica
do hipocampo esquerdo em aproximadamente 30%, 25% e 45%, respectivamente, quando
comparado ao hipocampo direito do mesmo animal (Figura 41). Além disso, foi observado
silenciamento de quase 50% em uma das amostras analisadas 48 horas apo6s a inje¢ao
(Figura 41). Porém, ao mesmo tempo observamos uma reducdo de Lgi/ em um dos
controles e um aumento de 25% em uma das amostras tratadas com siRNA do grupo 3
(Figura 41). Nao foi observado nenhum silenciamento nos animais eletroporados com um

equipamento.
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Injecao de si_Stealth (75pmol) em hipocampo +
eletroporacao (2 equipamentos)
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Figura 41: Expressdao do gene Lgi/ em hipocampos tratados com lug de si_ Stealth,
seguidos de eletroporacdo local, utilizando dois eletroporadores. Barras verticais indicam

RQmin e RQmax. D: hipocampo direito; E: hipocampo esquerdo.

Adicionalmente, nds testamos a injecdo do oligo si Lgil em trés camundongos,
com retirada do encéfalo 24 hpi e encontramos redugdo de 20% da expressdo do gene Lgil
em apenas um animal, quando comparado o hipocampo esquerdo que recebeu a inje¢ao € o
contralateral do mesmo animal (Figura 42). Como controle negativo, injetamos
si_irrelevante em trés animais e um animal ndo fizemos inje¢do, apenas aplicamos a
eletroporagdo. Nao encontramos diferenca de expressdo entre os hipocampos do
camundongo apenas eletroporado e obtivemos uma diminui¢do de Lgi/ no hipocampo

esquerdo de um dos animais com si_irrelevante (Figura 42).
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Injecac de si_Lgil ousi_irrelevante + eletroporacao

1.2 1
1

ng 140

com Gapdh

Quantificagio relativa normalizada

Figura 42: Quantificagdo relativa do gene Lgi/ em hipocampos de animais que receberam
lug (75pmol) de si_Lgil ou si_irrelevante (irrel), seguido de eletroporagado local, e de um
animal que apenas recebeu a eletroporagao (so_eletrop). Barras verticais indicam RQmin e

RQmax.

Finalmente, nos fizemos uma curva de tempo de silenciamento, utilizando um
nimero maior de animais por grupo, com a molécula si Stealth acompanhada de
eletroporacdo, ja que esta havia se mostrado a mais eficiente na reducdo da expressdo do
gene Lgil nos experimentos até este momento. Nos injetamos 1pg em hipocampo de vinte
e cinco camundongos com nove semanas de idade e coletamos os encéfalos nos seguintes
periodos apds a inje¢do: 12 e 24 horas, 3, 5 e 7 dias. Doze horas apo6s a injecao do
si_Stealth, obtivemos silenciamento de 67% e 54% do gene Lgil nos dois primeiros
animais operados, porém esses animais receberam um massa maior de siRNA,
aproximadamente 4 e 2ug (250 e 128pmol), respectivamente. Os outros trés animais nao
apresentaram diferenca de expressao entre os hipocampos. Nos animais que foram
sacrificados apos 24 horas, encontramos redu¢do de 30% na expressdo de Lgi/ em um
animal, aumento de expressdo em dois animais de 39 e 91% e nenhuma diferenca nos

outros dois (Figura 43).

134
Capitulo 2 - Resultados



Curva de tempo de si_Stealth + eletroporacao - 24horas
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Figura 43: Quantificagdo relativa do gene Lgi/ em hipocampos de animais que receberam
lug (75pmol) de si_Stealth seguido de eletroporagdo local e foram sacrificados 24 horas
apods a inje¢cdo. Animais com a mesma idade dos experimentais porém sem injecao estao

indicados como controles. Barras verticais indicam RQmin ¢ RQmax.

Além disso, quatro dos cinco camundongos sacrificados trés dias apos a inje¢do
apresentaram silenciamento de 23 até 65% no hipocampo esquerdo quando comparado ao

direito (Figura 44).

Curva de tempo de si_Stealth + eletroporacao - 3 dias
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Figura 44: Quantificacdo relativa do gene Lgi/ em hipocampos de animais que receberam
lug (75pmol) de si_Stealth seguido de eletroporacao local e foram sacrificados 3 dias apos
a injecdo. Dois animais com a idade do grupo experimental, porém sem inje¢ao foram

usados como controles. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.

135
Capitulo 2 - Resultados



Trés amostras coletadas cinco dias ap6s a inje¢do apresentaram redugdo de 7%, 19%
e 41% de Lgil e uma amostra encontrou-se aumentada 35%. Sete dias apos a injecao
resultou em dois animais que apresentaram silenciamento no hipocampo esquerdo (17% e
30%) e dois com aumento de expressdo (30% e 41%). A amostra referente ao hipocampo
esquerdo do animal 2 resultou em pouco RNA, em conseqiiéncia a reagdo de PCR em
tempo real ndo resultou em boa amplificagdo, sendo excluida das analises.

Os testes de Wilcoxon, aplicados para cada tempo estudado, ndo resultaram em
diferenca de expressdo estatisticamente significativa (p > 0,05) entre os hipocampos direito
e esquerdo, em todos os cinco grupos, incluindo o tempo de trés dias (p = 0,0796).

Analisando os dados de expressdo relativa de RNA, nos cinco tempos estudados,
utilizando a média da expressdo dos hipocampos esquerdos, temos um aumento da
expressao de Lgil ap6s 24 horas, seguido de uma reducao de 30% observada no terceiro dia

apos o tratamento, tendendo a um aumento de expressao nos dias seguintes (Figura 45).

Curva de expressao de Lgi1 em hipocampo esquerdo
apos injecao seguida de eletroporagao, nos
diferentes tempos estudados
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Figura 45: Grafico de dispersdo das médias da expressdo relativa dos hipocampos
esquerdos nos diferentes tempos estudados (12h n = 3; 24h, 3 e 5 dias n = 5; 7 dias n = 4).
Linha vermelha destaca valor referente ao calibrador (hipocampos direitos dos animais).

Barras verticais indicam erro padrao.

Quando analisamos as linhas de tendéncias referentes aos dados dos hipocampos
direito e esquerdo, dos 22 animais em conjunto, como dois grupos, observamos uma ligeira

diminui¢do da expressdo dos hipocampos esquerdos (Figura 46), porém estatisticamente
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ndo significativa (ANOVA pareada, p = 0.3198). Excluimos das analises os dois animais do
grupo de 12 horas que receberam uma massa maior de siRNA e também foi excluido o

animal 2 do grupo de sete dias, cuja extracdo de RNA nao resultou em bom material.

Comparacao dos dados de PCR em tempo real
dos hipocampos direito e esquerdo
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Figura 46: Diagrama de dispersdo dos valores de expressao, por PCR em tempo real, dos
hipocampos tratados (esquerdos) e ndo tratados (direitos) em conjunto. O calibrador

utilizado para essa analise foi o hemisfério direito de um animal sem tratamento. n°

Para verificagdo da proteina Lgil, foram realizados experimentos de western blot
(Figura 47) com amostras dos hipocampos direito e esquerdo de 20 dos 25 animais que
receberam si_Stealth seguido de eletroporagcdo local, como descrito da Tabela abaixo

(Tabela 11).
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Figura 47: Western blot mostrando a expressao da proteina Lgil (~60KDa) em algumas
amostras da curva de tempo para o método de eletroporacao local. Foram aplicados 30ug
de extrato protéico em gel SDS-PAGE 10%. A B-actina (41,7KDa) foi utilizada como
controle interno. D: hipocampo direito; E: hipocampo esquerdo; M: Marcador

Kaleidoscope (Bio-Rad).

Tabela 11: Amostras testadas por western blot para verificacdo de reducdo da proteina

Lgil, nos experimentos de silenciamento por eletroporagao local.

12h 24h 3 dias 5 dias 7dias
12h_1 24h 1 3d 1 5d 1 7d 1
12h 2 24h 2 3d 2 5d 2 7d 2
12h 3 24h 3 3d 3 5d 3 7d 3
12h 4 3d 4 5d 4 7d 5
12h 5

Os resultados de western blot corroboram a quantificagdo por PCR em tempo real
na maioria das amostras (Figura 48), porém, em algumas, a quantificacio do RNA
demonstrou silenciamento de Lgi/ e a proteina apareceu aumentada ou ndo apresentou
diferenga entre os hipocampos (24h 1, 3d 2, 3d 4, 5d 1, 7d 3), outras a PCR em tempo
real ndo apresentou diferencas entre os hipocampos e o western blot mostrou uma

diminui¢do de Lgil (24h_3).
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Resultados de PCR em tempo real e western blot para curva
de tempo com si_Stealth + eletroporagao
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Figura 48: Comparagdo entre as quantificagdes relativas por PCR em tempo real e os
resultados semi-quantitativos de western blot de hipocampos tratados com 1ug (75pmol) de
si_Stealth (exceto animais 1 e 2 de 12h), seguidos de eletroporagdo local, nos varios tempos
analisados. Os valores aqui representados sdo referentes aos hipocampos esquerdos,
levando em consideracdo os direitos como calibradores (valor 1) na comparacao. Portanto,

amostras abaixo de 1 (linha vermelha) sdo hipocampos com Lgi/ silenciados.

Minibombas osmoticas
Oito camundongos entre seis ¢ sete semanas de idade receberam a minibomba
osmodtica e outros dois animais com o mesmo tempo de vida que os experimentais, porém

sem cirurgia, foram usados como controles (Tabela 12).

Tabela 12: Detalhamento dos experimentos com o uso de minibombas osmdticas.

N .do Bomba | N° Total | N°/trat Molécula Massa Coleta d,o encéfalo
experimento (dias apos cirurgia)
1 7 dias 1 fémea 1 si_Stealth 24ug 8
2 7 dias 4 fémeas ! .51._Stea1th 24ug 8
1 si_irrelevante
. 18ug 11
. 2 Stealth
3 14 dias | 3 fémeas sltea 24ug 14
1 nao operado 14
4 14 dias | 2 fémeas ! — si Lgil 840ug 14
1 ndo operado
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Os experimentos realizados com si_Stealth ¢ bombas de uma ou duas semanas nao
resultaram em diminui¢cdo da expressdo do gene Lgi/. Um animal com a minibomba de
uma semana apresentou uma menor expressao no hemisfério esquerdo, quando comparado
com seu hemisfério direito, porém como fizemos a inje¢do em 3° ventriculo, o

silenciamento deveria ser global, em relacdo aos animais controles (Figura 49).

Expressio de Lgi! em animais referentes aos
experimentos 1 e 3 com as mini-bombas osméticas
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Figura 49: Quantificagdo relativa do gene Lgi/ em animais que receberam si_Stealth
continuamente por 8, 11 ou 14 dias. Um animal com a idade do grupo experimental, porém
sem injecdo, € também os animais utilizados para a curva de expressio em idade
semelhante (aqui analisados em conjunto - 8sem) foram usados como controles. Barras

verticais indicam RQmin e RQmax. HD: hemisfério direito; HE: hemisfério esquerdo.

A molécula de si_Lgil inoculada por duas semanas em um camundongo também

nao resultou em silenciamento génico.

Injecdo veia caudal

Para os experimentos utilizando a via periférica através de injegdes pela veia caudal,
as moléculas interferentes foram complexadas ao peptideo RVG na propor¢do molar de
10:1 (RVG:siRNA). Além disso, introduzimos um controle adicional, um controle positivo
utilizando uma molécula j& validada que comprovadamente silencia em cultura celular o
gene endogeno Gapdh de camundongo. Para comprovar essa complexagdo, nos testamos

trés proporcdes diferentes, como demonstrado na Figura 50.
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Figura 50: Teste de complexacdo do peptideo com 100pmol de si_Stealth, utilizando trés
propor¢des de RVG:siRNA. Notar que na propor¢do 10:1, amostra ficou estagnada no

pocinho, comprovando complexo RVG:si_Stealth. Gel de agarose 2% corado com brometo

de etideo.

No6s realizamos quatro experimentos utilizando 50upg (4nmol) de diferentes

moléculas de siRNA e aproximadamente Sug (0,4nmol) de esiRNA associadas ao peptideo,

L100pb 10:1

em camundongos adultos (Tabela 13).

Tabela 13: Detalhamento dos experimentos em camundongos com o peptideo RVG.

11 1:01 siRNA L1Kb

Utilizamos 50pug dos diferentes siRNAs e Spg de esiRNA.

N° de
animais

N°do
experimento

Idade

Tratamento

N° de injecdes de
8h/8h

Coleta do encéfalo
(ap0s 1? injegdo)

1 9 fémeas

6 sem

3 PBS

3 si_Gapdh

3 si Stealth

3 injegoes

72 horas

2 10 fémeas

6 sem

2 glicose

2 si_Gapdh

3si Lgil

3si Lgildna

3 injegoes

72 horas

3 10 fémeas

6 sem

3 glicose

3si Amb

2si Lgil b

2 esiRNA

3 injegoes

72 horas

4 14 fémeas

8 sem

5 glicose

3si Amb

2si Lgil

2 si_Stealth

2 esiRNA
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No experimento niumero 1, a primeira inje¢do de si_Gapdh (usado como controle
positivo) foi incompleta nos animais 1 e 2, pois o acesso venoso ndo foi facil e, portanto, s6
conseguimos injetar 100uL (dos 200uL). O mesmo aconteceu com a terceira injegao de
PBS nos controles e com o animal 1 injetado com si_Gapdh; os outros dois animais de
si_Gapdh e o animal 1 de si_Stealth (molécula experimental) receberam todo o volume da
injecdo fora da veia, pela via subcutanea. O animal 3 do grupo de si_Stealth foi encontrado
morto quando fomos aplicar a terceira dose, provavelmente por embolia, pois vimos uma
bolha de ar ser injetada durante a segunda dose. Desta forma, aplicamos a dose que ja
estava pronta de RVG:siRNA via intraperitonial em um camundongo, mas nao obtivemos
alteracdo na expressdo de Lgi/. Também ndo encontramos silenciamento nos outros
animais tratados com Si_Stealth, quando comparados aos que receberam apenas PBS
(Figura 51). J4 o tratamento com si_Gapdh resultou em um animal com aproximadamente
50% de redu¢do do gene Gapdh (Figuras 52 e 55). O controle PBS 3 ndo foi incluido nessa

analise por falta de cDNA desta amostra.

Teste 1 - RVG:siStealth
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Figura 51: Quantificagdo relativa do gene Lgi/ em encéfalo de animais que receberam trés
doses de 50ug (4nmol) de si_Stealth complexado ao RVG ou PBS, de 8 em 8 horas, e
foram sacrificados 3 dias ap6s a inje¢do. Animal 3 tratado morreu durante o procedimento.

Barras verticais indicam RQmin e RQmax.
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Teste 1 - RVG:si_Gapdh
o Expressao de Gapdh 72hpi
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Figura 52: Quantificacdo relativa do gene Gapdh em encéfalo de animais que receberam
trés doses de 50ug (4nmol) de si_Gapdh complexado ao RVG ou PBS, de 8 em 8 horas, ¢
foram sacrificados 72 horas apos a injecdo. O controle 3 nao foi incluido nessa analise por

falta de amostra. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.

Repetimos o experimento testando outras duas moléculas contra Lgil/ e tivemos
problemas com o acesso venoso durante a primeira inje¢do apenas com o animal 1 do grupo
de si_Lgil, que recebeu 160uL do siRNA. Na segunda dose, receberam 150uL os animais
nimero 2 dos grupos de si_Gapdh e de si_Lgil. Na ultima inje¢ao, foi injetado novamente
menor volume, 180uL, de si Gapdh no animal 2. O animal 3 do grupo si Lgil dna
recebeu 160uL de injecdo intravenosa.

A quantificacdo relativa do gene Lgi/ ndo demonstrou silenciamento dos animais
tratados, quando comparados aos dois animais que receberam apenas glicose 5% (Figura
53). Entretanto, os experimentos com si_Gapdh resultaram na redugdo do gene Gapdh em

um dos animais (Figura 54 e 55).
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Teste 2 - RVG:siLgi1 e RVG:siLgi1_dna
Expressao de Lgi172hpi
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Figura 53: Quantificacao relativa do gene Lgi/ em animais que receberam, de 8§ em 8§
horas, trés doses de 50pug (4nmol) de si_Lgil ousi Lgil dna complexado ao RVG e foram

sacrificados 72 horas ap6s a injecdo. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.

Resumindo os dados dos testes 1 ¢ 2 com si_Gapdh e utilizando todos os controles
em conjunto, como uma Unica amostra, vemos uma tendéncia de silenciamento em todos os
animais tratados, tendo dois deles uma reducdo significativa do gene Gapdh (controle
positivo), sem a interposi¢ao dos desvios (valores de RQ maximo e minimo) (Figura 55). O
teste Mann-Whitney, analisando os quatro controles separadamente, encontrou uma
diferenca estatisticamente significativa entre os animais tratados e nao tratados (p =

0,0275).

Teste 2 - RVG:si_Gapdh
Expressao de Gapdh 72hpi
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Figura 54: Quantificagao relativa do gene Gapdh de quatro animais: dois tratados com
50pg (4nmol) de si_ Gapdh complexado ao RVG (3 injecdes de 8/8h) e dois ndo tratados.

Andlise realizada 72 horas apds a inje¢do. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.
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Silenciamento do gene Gapdh -testes 1e 2

com B-actina

Quantificacao relativa normalizada
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Figura 55: Comparacdo da expressdo do gene Gapdh entre os dois testes realizados com

RVG:si_Gapdh. Os controles estdo todos agrupados. Barras verticais indicam RQmin e

RQmax.

No terceiro experimento com o peptideo, além de testarmos duas moléculas de

siRNA, testamos também o esiRNA contra Lgi/. Na Tabela 14 estdo descritos os volumes

de fato injetados durante o procedimento. Os volumes injetados nos animais 1 ¢ 2 do grupo

de si_ Amb estdo indeterminados porque, apesar da injecdo ter ocorrido bem, durante o

procedimento houve desconexdo do cateter que liga a agulha gengival a seringa, perdendo

umas goticulas da mistura que nao foi possivel quantificar (Tabela 14).

Tabela 14: Teste 3 - Descri¢do dos volumes aplicados nas trés inje¢des do terceiro teste de

RVG:siRNA.
Tratamento Animal 17 injecdo 2" inje¢do 3" inje¢do

1 OK 180uL OK

Glicose 2 OK 180pL sc* OK

3 OK OK OK
1 <200uL 190uL 190pL

si_Amb 2 <200uL 190uL OK

3 OK OK OK
si_Lgil b 1 190pL 110pL 180pL

2 OK OK OK
eSIRNA 1 160puL 170uL 100pL
2 150uL OK 100pL

*sc: subcutinea
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A quantificacdo por PCR em tempo real ndo mostrou silenciamento nos animais
tratados com si Amb e si_Lgil b, porém um dos animais tratados com esiRNA apresentou
uma reducdo de 32%, quando comparado apenas ao controle 3. Como houve uma grande

variagdo entre os controles, o silenciamento nao foi significativo (Figura 56).

Teste 3 -RVG:siAmb, RVG:si_Lgi1_b, RVG:esiRNA
Expressao de Lgi1 72hpi
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Figura 56: Quantificacdo relativa de Lgil, apds 72 horas da primeira inje¢do, dos animais

referentes ao terceiro teste com RVG. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.

O ultimo experimento com RVG em camundongos foi realizado com duas doses e
com muitas intercorréncias na segunda injecdo. Apenas os animais si_ Amb 3, si Lgil 1 e
si_Stealth 2 receberam duas injegdes de 200uL. Nao foi observado silenciamento de Lgi/
em nenhum dos quatro tratamentos utilizados, quando comparados a expressao nos cinco

controles, apds 24 horas da primeira inje¢do (Figura 57).
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Teste 4 - RVG:esiRNA, RVG:si_Amb, RVG:si_Lgi1, RVG:si_Stealth
Expressio de Lgi1 24hpi
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Figura 57: Quantificacao relativa de Lgil, ap6s 24horas, em animais tratados com duas
injegdes apenas de glicose ou de esiRNA, si Amb, si_Lgil, si_Stealth. Os cinco controles

testados estdo analisados em conjunto. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.

O experimento de injecao veia caudal em ratos foi realizado com duas injecoes de
oito em oito horas, utilizando 25ug (2nmol) de si_ Amb por inje¢do, em dois animais. Nao
houve qualquer dificuldade ténica para as injegcdes. Apos 48 horas da primeira injegdo, a
expressao de Lgil se mostrou reduzida no animal 2 do grupo dos tratados, porém, além do
seu desvio maximo se interpor ao minimo dos quatro controles analisados (Figura 58), o

teste T resultou em valor de p > 0,05.

RVG:siAmb em ratos
Expressao de Lgi1 48hpi

Quantificacao relativa
normalizada com Gapdh

controle si_Amb 1 si_Amb 2

Figura 58: Quantificagdo relativa do gene Lgil, apos 48 horas, em ratos tratados com duas
injecoes de 25ug (2nmol) de RVG:si Amb. Os quatro animais controles testados estdao

analisados em conjunto. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.
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Cirurgia estereotaxica em animais neonatos

Padronizagdo da cirurgia

Para a utilizagdo do aparelho estereotdxico com neonatos foi preciso adaptar uma
base mais alta, j4 que esses animais possuiam cerca de 3,5cm e 3g, e o aparelho foi
projetado para animais adultos (Figura 59A). Além disso, utilizamos uma garrafa para
cultura de células, preenchida com gelo, para manter o animal anestesiado durante o
procedimento (Figura 59A). Também foi necessdrio improvisar um “apoio de cabega”
(borracha com 3mm de espessura) para manter a area operada sem inclinagdo (Figura 59B),
j& que ndo se consegue usar os apoios de orelha e de dentes que sdo usados no estereotaxico

em adultos.

Figura 59: Adaptacdes para a cirurgia extereotaxica em camundongos neonatos. A.
Imagem do estereotdxico mostrando base com gelo e suporte de isopor para possibilitar

cirurgia em animais pequenos; B. Imagem de um neonato posicionado durante a injegao.

Para iniciar a padronizacdo da inje¢do em animais em desenvolvimento, optamos
por operar animais com 4 dias (P4), pois nesta idade os animais ainda ndo possuem pélo, o
que permite a visualizagdo do bregma, sem a necessidade de uma incisdo na pele. E,
também, porque a calota craniana de animais P4 ¢ facilmente perfurada por uma agulha,
ndo necessitando da utilizagdo de broca de trepanacdo como em animais adultos, sendo,

desta forma, uma cirurgia mais simples.
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Com as primeiras coordenadas usadas (AP: 3mm; L: 0,5mm para esquerda; DV:
2,5mm) obtivemos um bom resultado do alcance do corante no terceiro ventriculo,
injetando 0,5uL ou 1puL (Figura 60A). Porém com a inje¢ao de 1uL, observamos um pouco

de corante sob a pele do animal (Figura 60B).

caudal g cranial

Figura 60: Corte coronal de encéfalos de neonatos P4, utilizando as coordenadas: AP: -
3mm, L: +0,5mm (para esquerda) e DV: -2,5mm, mostrando que o corante atingiu o
terceiro ventriculo e estava se difundindo no cértex. A. Volume injetado: 0,5uL; B. Volume

injetado: 1puL, mostrando corante também sob a pele.

Com isso, aumentamos a profundidade (DV: 3,0mm) para permitir a inje¢ao de 1uL
sem extravasamento. Também percebemos que proximo a linha sagital média da cabeca
passa um seio venoso, o qual em alguns animais estd um pouco afastado da linha média,
existindo a possibilidade de ser perfurado durante o procedimento, levando o animal a
obito. Desta forma, decidimos nos afastar 1,5mm da linha média sagital. Além disso,
alteramos também as coordenadas para fazer a inje¢do em uma por¢do mais posterior, em
uma regido mais plana da cabeca do animal, nos afastando da regido préoxima ao olho.
Portanto, padronizamos a cirurgia com as coordenadas: AP: -3,5; L: 1,5 e DV: 3,0,

mantendo o alcance do cortex cerebral pelo corante injetado.

Injegdo de siRNA

O primeiro teste de silenciamento génico via estereotaxia em neonatos foi realizado
utilizando um siRNA que ja vinha sendo usado em nosso laboratério para silenciamento de
visceras de camundongos, via inje¢do veia caudal. Esta molécula era contra o gene Mecp?2,
que também estd envolvido em processos no SNC. Injetamos 50ng de siRNA em
Lipofetamine 2000 (Invitrogen), na proporcao 1:19 (siRNA:lipo). Fizemos a injecdo em
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cinco animais: trés com siRNA contra Mecp2, um controle com inje¢do de PBS e um com
si_ GFP (controle irrelevante). O que observamos foi um silenciamento do gene Mecp2 de
aproximadamente 50% e 60% em dois dos animais tratados (animais 4 e 5,

respectivamente) (Figura 61).

Figura 61: RT-PCR de Mecp2 (753pb) e do controle endogeno, a-tubulina (430pb),
confirmando o silenciamento do gene Mecp?2 utilizando a técnica de RNAIi associada a
estereotaxia em neonatos P4. Gel de agarose 1%. M: marcador de peso molecular de 1Kb

Plus (Invitrogen); 1. PBS; 2. GFP; 3-5. siRNA contra Mecp?2.

Iniciamos os experimentos de RNAi contra Lgi/ em neonatos utilizando dois
animais P3 para cada um dos trés tratamentos testados: 5 e 10pg (1 e 2uL) de si_Lgil
diluido em PBS e 10ug associado a emulsdo lipidica (1:1), coletando os hemisférios
cerebrais, de trés animais, um por tratamento, 4 horas ap6s a injecao ¢ dos outros trés, 22
horas depois. A quantificagdo relativa por PCR em tempo real das amostras ndo revelou
diminuicao da expressdo do gene Lgi/ em nenhum dos hemisférios esquerdos injetados.

Repetimos a injecdo de si_Lgil exatamente como haviamos feito quando obtivemos
silenciamento do gene Mecp?2: injetamos apenas 50ng (1puL em 3 minutos) da molécula
complexada a emulsdo lipidica (1:19), em dois animais P4 e utilizamos dois animais
injetados apenas com a emulsdo como controle. Os hemisférios cerebrais foram retirados
24 horas apos a injecdo e ndo observamos silenciamento do gene Lgi/. Refizemos este
experimento de 50ng de si_Lgil em cinco animais, porém retiramos o cérebro com 0, 30 e
60 minutos apds a injecao e também ndo observamos diminui¢ao da expressdao do gene
alvo, na verdade o que observamos foi uma tendéncia a um aumento do gene no hemisfério
esquerdo (Figura 62).
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Figura 62: Quantificacdo relativa do gene Lgi/ em hemisférios cerebrais de neonatos
retirados em diferentes tempos ap6s a injegdo de 50ng de si_Lgil no hemisfério esquerdo,
utilizando como calibrador o hemisfério esquerdo de um animal sem injecdo. Barras

verticais indicam RQmin ¢ RQmax.

Com o objetivo de testarmos a eficiéncia da molécula si_Stealth, injetamos 10pmol
(5uL/5min) deste oligo complexado a emulsao lipidica (1:19) em cortex de trés neonatos
P4 e injetamos apenas emulsdo lipidica em dois animais para controle, retirando os
hemisférios cerebrais trés horas apds a inje¢do, porém nenhum silenciamento foi
observado.

Com a inje¢do de 1pl (4pmol) de um siRNA fluorescente associado a emulsao
lipidica (1:99), pudemos observar, apés uma hora e meia, a molécula marcada apenas no

local da injecao (Figura 63).

Figura 63: Verificagdo da transfeccdo utilizando um siRNA marcado com fluorescéncia
complexado a emulsdo lipidica. A e B: corte passando pelo local da injecdo; C: regido

adjacente a inje¢do, sem qualquer marcagao fluorescente.
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Silenciamento do gene LGI1/Lgil por RNAI in vitro

A expressdo de LGI1/Lgil, testada em sete culturas celulares (L929, cardiomidcito
de camundongo, U87MG, U138MG, T98G e A172), foi observada apenas nas linhagens
UI38MG (Figura 64A) e Neuro2a. As outras apresentaram expressdo do controle
endogeno, Gapdh para culturas murinas e /8S para humanas, demonstrando que o cDNA

testado estava funcionando (Figura 64B).

Figura 64: Teste de expressao de LGII/Lgil, Gapdh e 18S em seis culturas celulares. A.
Ensaio para Lgil/, mostrando que apenas as duas amostras provindas de U138MG
apresentaram expressdo (seta); B. Expressdao de Gapdh, em preto, para as culturas 1.929
(duas amostras) e para cardiomiocito; em azul estd representada a expressdo de /8S nas

demais culturas de origem humana testadas.

Com isso, partimos para o primeiro experimento de silenciamento in vitro utilizando
a linhagem humana U138MG e 200nM dos siRNAs: si_ Amb, si_Gapdh e mock; coletando
as células 24, 48 e 72 horas apods a transfecgdo. A quantificagdo relativa resultou em uma
reducdo significativa, de até 99%, da expressdo de LGII nas células transfectadas com
si_Amb, e do gene GAPDH, nas células transfectadas com si_Gapdh, quando comparadas
ao grupo controle mock, em todos os tempos analisados (Figura 65 e 66). A quantificacio
foi realizada utilizando dois endogenos, GAPDH ¢ 18S, na mesma corrida, possibilitando
assim a utilizagdo do programa GeNorm, que usa os dados dos dois controles endogenos

em conjunto para a andlise da expressao do gene alvo.
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Figura 65: Quantificacao relativa de LG/ em U138MG, utilizando GAPDH e 18S como
controles endogenos da reacdo, 24, 48 e 72 horas apos a transfec¢do das células com
si Amb. Como controle negativo, utilizamos os grupos mock. Andlise de quantificacdao

realizada pelo programa GeNorm. Barras verticais indicam desvio padrao.
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Figura 66: Quantificacdo relativa de GAPDH em U138MG, utilizando /8S como controle
enddgeno da reacdo, 24, 48 e 72 horas ap6s a transfeccdo das células com si_Gapdh. Como

calibrador utilizamos a amostra mock 24h. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.
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Quantificamos ainda a expressdo de LGII nas células tratadas com si_Gapdh,
testando este siRNA como um controle negativo e encontramos uma reducdo de LGII

nestas células, porém estatisticamente nao significativa (Figura 67).
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Figura 67: Quantificacao relativa de LGI/ em U138MG, utilizando /8S como controle
enddgeno da reacdo, 24, 48 e 72 horas ap06s a transfeccdo das células com si_Gapdh. Como

calibrador utilizamos a mock 24h. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.

Repetimos o experimento com a U138MG, utilizando os mesmos tratamentos do
experimento anterior, si_ Amb, si_ Gapdh e o grupo mock, e também dois novos grupos
controle: um com a molécula irrelevante si GFP e outro com as células sem tratamento
nenhum. Nesta experimentacdo testamos as moléculas de siRNA a 200nM e também a
50nM e a coleta foi realizada 48 horas apos a transfec¢do. Este experimento foi feito em
duplicata. Os dados de PCR em tempo real analisados pelo GeNorm, resultaram em
reducdo aparente de LGII de aproximadamente 50%, utilizando a média, no tratamento
com si_GFP e um silenciamento de mais de 80% com si_Amb (Figura 68). Entretanto, o
teste de Kruskal-Wallis apontou apenas como significativa a diferenga entre o grupo
controle (mock e células) e as células tratadas com si_ Amb (p = 0,0125) (Figura 69). O
teste T ndo encontrou diferenca significativa entre os tratamentos de 50nM e 200nM, nos
dois grupos analisados, si GFP e si_Amb, e também ndo encontrou diferenca entre os

controles com e sem emulsao lipidica.
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Expressao de LG/1 em U138MG (Genorm)
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Figura 68: Quantificagdo relativa de LGI/ em células ndo tratadas (apenas células e mock)
e tratadas com 50nM e 200nM de si GFP e si Amb, ap6és 48 horas. Andlise de
quantificagdo realizada pelo programa GeNorm, levando em consideracdo os dois controles

endogenos GAPDH e 18S. Barras verticais indicam erro padrao.
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Figura 69: Comparagdo dos dados gerados pelo GeNorm para os trés grupos estudados,
analisando os tratamentos (50nM e 200nM) em conjunto, pelo teste estatistico Kruskal-

Wallis. Grafico gerado pelo programa BioStat 3,0 (Ayres et al., 2003).

A quantificagdo relativa de LGII foi realizada com os dois controles enddgenos,
GAPDH e 18S, porém, as células que foram tratadas com si_Gapdh ndo puderam ser
analisadas com o ensaio para GAPDH, uma vez que este gene estava silenciado. No

entanto, analisando essas amostras apenas com o endégeno /8§, notamos que LGI] também
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apresenta reducdo em algumas amostras neste tratamento (si_Gapdh), porém

estatisticamente nao significativa (Figuras 70 e 71).

Expressao de LG/71 em U138MG com
18S como controle endégeno

Quantificacao relativa

Figura 70: Quantificagdo relativa de LGI/ em células ndo tratadas (apenas células e mock)
e tratadas com 50nM e 200nM de si_GFP, si_Gapdh e si_ Amb, apds 48 horas, utilizando
18§ como controle endogeno, podendo assim quantificar as amostras tratadas com

si_Gapdh. Barras verticais indicam RQmin e RQmax.
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Figura 71: Comparagao dos dados gerados pela andlise de LGII com [8S para os quatro
grupos estudados, analisando os tratamentos (50nM e 200nM) em conjunto, pelo teste

estatistico Kruskal-Wallis. Grafico gerado pelo programa BioStat 3,0 (Ayres et al., 2003).
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Ao analisarmos a expressdo do gene GAPDH nas células tratadas com os diferentes
siRNAs e dos grupos controle, percebemos que a redugdo de expressao ocorreu apenas nas

amostras tratadas com si_Gapdh (Figura 72).

Expressao de GAPDH em U138MG com
18S como controle endégeno
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Figura 72: Quantificacdo relativa do gene GAPDH em células U138MG, apos 48 horas da
transfeccdo, utilizando o ensaio para /8S como controle enddgeno. As células foram
transfectadas com 50nM ou 200nM de si GFP, si Amb ou si_Gapdh e como controles
negativos utilizamos um grupo sem tratamento e outro mock. Barras verticais indicam

RQmin ¢ RQmax.

O experimento com a cultura celular murina Neuro2a, no qual utilizamos 50nM do
oligo si_Stealth e coletamos o material 24h ap6s transfecc¢do, resultou em silenciamento
significativo (~90%) da expressdo de Lgil/, quando comparado ao tratamento com
si_irrelevante, utilizando ambos ensaios Gapdh ¢ f-actina como controles enddgenos

(Figura 73).
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Figura 73: Quantificacdo relativa de Lgi/ em células Neuro2a, apos 24horas da
transfec¢do, tratadas com si_Stealth, utilizando como calibrador o tratamento si_irrelevante,

para os dois controles endogenos, Gapdh e f-actina.

As células tratadas com si_Gapdh também apresentaram redugdo expressiva do

gene Gapdh quando comparado com os tratamentos de si_irrelevante e si_Stealth (Figura
74).
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Figura 74: Quantificacdo relativa do gene Gapdh em células Neuro2a, utilizando como

controle endogeno a fS-actina e como calibrador o tratamento si_irrelevante.

158
Capitulo 2 - Resultados



4.5- DISCUSSAO

No capitulo 1 nés estabelecemos o perfil de expressdao do gene Lgil em cérebro de
camundongos e descrevemos que o seu periodo de maior expressdo se encontra em idade
adulta. Desta forma, com o intuito de silenciar o gene Lgil em seu pico de expressao,
padronizamos os experimentos de silenciamento génico em adultos. Para isso foram
realizadas diversas tentativas em que variamos os siRNAs utilizados e suas concentragdes,
o local e o numero de inje¢des e também testamos diferentes métodos de introducdo das
moléculas no SNC (Anexo 3).

Inicialmente os experimentos foram realizados na tentativa de um silenciamento
global de todo o cérebro ou pelo menos de um hemisfério cerebral, através de inje¢des de
siRNA diretamente no sistema intracerebroventricular. Nessa tentativa, utilizamos inclusive
moléculas mais estdveis com substituicdo de nucleotideos de DNA nas extremidades (para
aumentar a estabilidade no liquor) e também solu¢des emulsionantes (para aumentar a
biodisponibilidade tecidual); porém ndo observamos diminui¢do da expressdao génica de
Lgil. Nossos resultados foram semelhantes as dificuldades relatadas por outros
pesquisadores na drea (Senn et al., 2005; Salahpour et al., 2007) e que sugeriram a inje¢ao
local como uma possivel solucao (Makimura et al., 2002; Salahpour et al., 2007). Partimos
entdo para a tentativa de silenciamento em uma por¢ao limitada do neocértex utilizando
injecdes locais. Em nossos experimentos tomamos o cuidado de investigar também outras
vardveis, além de diferentes moléculas sintetizadas por diferentes métodos e fabricantes,
tais como o agente diluente que foi substituido por PBS, ao invés de emulsido lipidica, ja
que esta poderia influenciar em nossos resultados, visto que Fedorov et al. (2005)
demonstraram por microarray que a utilizagcdo de Lipofectamine (Invitrogen) em cultura de
células altera a expressdo de 65 genes. Nao obtivemos €xito com o local da injecdo, pois
pelo teste da injecdo de azul, percebemos que grande parte do corante espalhava-se em
areas nao coletadas para a andlise e se fiz€ssemos a inje¢ao mais superficialmente, teriamos
problemas com extravasamento das moléculas.

Como haviamos encontrado previamente um silenciamento significativo do gene
Mecp2 em cérebro de camundongos neonatos, decidimos tentar essa estratégia para o gene

Lgil. Infelizmente, a literatura de cirurgia estereotdxica em neonatos € muito escassa € nao
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existe um atlas com coordenadas para essa faixa etdria. Desta forma, para alcancar uma
grande distribuicdo do siRNA em todo cértex cerebral, tivemos que padronizar todo o
procedimento, desde o posicionamento do animal no estereotdxico até as coordenadas e
volume injetado. Neste experimento com inje¢do de 50ng de moléculas contra Mecp2, nés
obtivemos silenciamento por volta de 50% em dois animais. Para apenas um dos animais
tratados ndo obtivemos silenciamento, o que provavelmente ocorreu devido a um mau
posicionamento da agulha durante o procedimento (tal fato foi notado durante o
procedimento), pois a cabe¢a do animal se inclinou um pouco para a esquerda no momento
da entrada da agulha. Hong et al. (2005) descreveram que altas doses (injetamos 10ug) de
siRNA podem reduzir a eficiéncia do silenciamento génico, assim diminuimos a massa de
siRNA injetada para 50ng, a mesma quantidade utilizada no experimento em que
obtivemos silenciamento. Infelizmente, ndo observamos reducdo de expressao do gene Lgi/
em 0, 30, 60 minutos ou 24 horas apds a injecdo. Entdo, nos questionamos se o problema
ndo poderia estar na transfeccio do siRNA e, para responder a este questionamento,
injetamos moléculas marcadas com fluorescéncia e observamos que apds uma hora e meia
a marcacgdo estava presente dentro de poucas células, apenas ao redor da insercdo da agulha.
Como as moléculas ndo pareciam estar sendo difundidas no cértex do animal, decidimos
aumentar o nimero de inje¢des de siRNA contra Lgil, canulando animais adultos. Nao
podemos descartar aqui a possibilidade de que se aumentdssemos a quantidade de siRNA
fluorescente ou, ainda, que se fizéssemos a observacdo do cérebro em outros periodos mais
tardiamente, poderiamos melhorar a marcagdo e talvez observar a molécula mais difundida.

Thakker et al. (2004) descreveram uma ampla distribuicdo das moléculas de siRNA
e silenciamento génico em cérebro de camundongos, utilizando uma minibomba osmética
que permite a liberagdo de siRNA constantemente. Nos testamos dois siRNAs contra Lgi/
(si_Stealth e si_Lgil), com minibombas de 7 e 14 dias, utilizando as mesmas coordenadas
estereotdxicas utilizadas por Thakker e colaboradores (2004), porém nenhum tratamento
resultou em diminui¢do da expressao génica de Lgil.

Akaneya et al., em 2005, descreveram silenciamento génico de mais de 70% em
algumas regides de cérebro de ratos, introduzindo siRNA por eletroporacdo local, ou seja,
introduzindo os eletrodos proximos ao local de injec¢ao, dentro do cérebro. Com a chegada

em nosso laboratério do eletrodo-agulha, que foi encomendado sob medida, testamos a
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injecdo seguida de eletroporacdo local. O grupo que descreveu essa técnica aplicou a
eletroporacdo uma hora apds a injecdo. Nos preferimos diminuir esse intervalo para 30
minutos, pois padronizamos os anestésicos para trinta minutos de cirurgia, com uma
margem de seguranca, mas que nao garantiria mais uma hora de anestesia. As andlises de
quantificacdo relativa resultaram no silenciamento do hipocampo esquerdo de um dos
animais tratados com 75pmol de si_Stealth, apds 24 horas, porém no outro animal com o
mesmo tratamento ndo houve alteracdo. Uma possivel explicag¢do para tal acontecimento foi
o fato do animal acordar minutos antes da eletroporagdo, sendo necessdrias mais duas doses
de anestésico (quase 85% da dose inicial), adiando a eletropora¢do para uma hora apds a
injecdo. O fato de termos aumentado o intervalo entre injecdo e eletroporagdo para uma
hora, ndo explicaria o ndo silenciamento, ja que o grupo descreveu o experimento com este
intervalo, porém, o estresse que o animal passou até ser anestesiado novamente pode ter
influenciado nos resultados. Nesse experimento, também testamos 100ng (7,5pmol) de
siRNA em dois animais, que resultou em uma diminui¢do de aproximadamente 20% da
expressao do gene Lgil, quando comparados os hemisférios, porém a variacdo dos pontos
maximo e minimo das amostras, mesmos depois de repetirmos as reacdes de PCR em
tempo real, provou que essas redugdes ndo eram significativas.

Confirmamos o silenciamento por eletroporacdo local, repetindo o experimento
anterior com um numero de animais maior. Ao repetirmos o procedimento utilizando
apenas um eletroporador, em dois camundongos, ndo obtivemos silenciamento, o que pode
ser explicado pelo fato de um dos animais também ter acordado minutos antes da
eletroporacdo e, na injecio do outro animal, ter ocorrido extravasamento. J& os
experimentos utilizando dois eletroporadores resultaram em silenciamento de quatro, dos
seis animais tratados com siRNA. Em um dos animais dos quais coletamos os hipocampos
48 horas apds a inje¢do, houve um aumento na expressdao de 20%, sendo que a Unica
intercorréncia durante a cirurgia foi que tivemos que alterar 0,5mm na coordenada antero-
posterior, pois a perfuracdo foi feita em um local mais anterior que o desejado (ao invés de
-1,9, “andamos” -1,4), porém isso ja poderia acarretar uma inje¢do fora do hipocampo.
Com o outro animal que ndo apresentou silenciamento génico, ndo houve nenhum
problema durante o experimento, ndo havendo uma explicacdo para tal resultado.

Surpreendentemente, observamos uma diminui¢do de expressdo do gene Lgi/ em um dos
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controles negativos (injecao de molécula irrelevante). Nossa tnica explicacdo para tal fato
seria uma variagdo na expressao basal do gene Lgil nesse animal ou um efeito inespecifico
da molécula irrelevante dupla fita ou da prépria eletroporacio na expressio do gene Lgil. E
importante salientar que nés utilizamos uma agulha e um tubo de polietileno individuais
para cada tratamento, para evitar contaminacdo cruzada dos siRNAs e também iniciamos os
experimentos com a injecdo das moléculas irrelevantes, ndo havendo contato com siRNA
contra Lgil antes da injecdo. Efeitos inespecificos de moléculas dupla fita irrelevantes t€ém
sido descritos, principalmente em concentragdes elevadas (Sledz et al., 2003; Persengiev et
al., 2004; Tschuch et al., 2008).

Para a confirmacdo dos nossos resultados ampliamos o nimero de animais testados
com a eletroporacdo local e injecdo com a molécula si_Stealth. Realizamos uma curva de
tempo, analisando as amostras em diferentes periodos apds a injecdo de si_Stealth e
eletroporacdo, com o objetivo de identificar em que tempo alcangariamos a maior taxa de
silenciamento. Doze horas apds o tratamento, a PCR em tempo real demonstrou
silenciamento apenas em dois animais (54 e 67%), os quais receberam uma massa maior de
siRNA, 1 e 3ug a mais de moléculas. Analisando as amostras de 24 horas, percebemos um
silenciamento varidvel, de cinco animais, um tem a expressdo de Lgil reduzida, dois t€m a
expressdo aumentada e os outros dois ndo apresentam alteragdo de expressdo. J4 com as
amostras testadas trés dias apds a injecao, obtivemos silenciamento em 80% dos animais,
porém o teste estatistico ndo apontou uma diferenca significativa entre os hipocampos
tratados e ndo tratados. E ainda, a andlise da proteina por western blot ndo evidenciou
diminui¢do de expressdo significativa. Em alguns animais houve diminuicio do RNAm de
Lgil detectado pelo PCR em tempo real, o que, no entanto, ndo atingiu significancia
estatistica, se combinarmos todos os animais experimentais, € o western blot ndo
identificou diminiui¢ao significativa da proteina. Sendo assim, podemos concluir que a
eletroporacdo local, com as moléculas testadas, foi eficiente para silenciar o gene Lgil em
alguns animais, mas ndo em todo o grupo de animais testados, provavelmente por variagdes
nas concentracoes de moléculas que conseguiram penetrar nas células durante a
eletroporacdo. A variacdo de eficdcia no silenciamento génico por esse procedimento nao
nos permitiu identificar uma diminui¢do significativa da proteina Lgil nas amostras,

porém, também ndao podemos descartar a reduzida sensibilidade do método
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semiquantitativo de western blot em identificar pequenas variagdes quantitativas. No
entanto, como a diminui¢do do transcrito foi pequena é provavel que o efeito
fisioldgico/patolégico nos animais, se existente, seria discreto e provavelmente de dificil
deteccao fenotipica.

Como uma tultima tentativa de melhorar os resultados do silenciamento de Lgil in
vivo utilizamos a técnica descrita por Kumar et al. (2007), na qual, através de injecoes
intravasculares de moléculas de siRNA complexadas com um peptideo do virus da raiva
modificado (RVG), foi possivel entregar com sucesso moléculas no SNC. Por ser
proveniente de um virus neurotréfico, esse peptideo atravessa a barreira hematoencefalica,
facilitando a entrega das moléculas interferentes no cérebro dos animais. Obtivemos o
peptideo por sintese quimica com a adi¢do de nove residuos de arginina a porcdo C-
terminal a fim de carrega-lo positivamente, permitindo sua complexacdo com as moléculas
de siRNA por interacdo de cargas. Além disso, foi solicitado que os residuos de arginina
fossem destrogeros (D-arginina), o que facilitaria a entrada das moléculas nas células
(Wender et al. 2000; Kumar et al., 2007). Os experimentos com RVG foram realizados com
cinco moléculas de siRNA contra o gene Lgil, com as mesmas condi¢des descritas por
Kumar et al. (2007), e nenhum deles resultou em diminui¢cdo da expressdo deste gene.
Apesar das intercorréncias durante as injecdes, vdarios camundongos, tratados com
diferentes siRNAs, receberam as trés injecoes completas, sem problemas de acesso venoso,
€ mesmo assim nao apresentaram silenciamento de Lgil/. Vale ressaltar que demonstramos
silenciamento eficiente de um gene enddgeno, utilizado como controle positivo da técnica
(gene Gapdh). Como o acesso a veia caudal em camundongos € tecnicamente dificil,
principalmente quando o animal jd recebeu uma ou mais injecdes no mesmo dia, testamos a
injecdo do peptideo complexado ao si_Amb em ratos, visto que estes possuem um acesso
venoso mais facil. Nesses experimentos também foi silenciado um gene endégeno (Gapdh)
com sucesso e outros dois genes de interesse do laboratério (dados ndo mostrados). Mesmo
com todas as condic¢des técnicas ideais, ndo observamos um silenciamento significativo do
gene Lgil em cérebro de ratos. Um dos ratos tratados apresentou uma reducdo de Lgil,
porém seu desvio maximo se interpds ao minimo dos controles negativos. Apesar de toda a
cautela no desenho das moléculas, decidimos utilizar ainda Sug de esiRNA (Hong et al.,

2006; Xuan et al., 2006; Tan et al., 2007) associado ao RVG em inje¢des em camundongos.
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Dentro desse pool de siRNAs contra Lgil, alguns deveriam obrigatoriamente funcionar.
Porém mais uma vez ndo encontramos reducao de Lgil, excluindo definitivamente qualquer
dadvida em relagdo a um problema de desenho da molécula.

Para complementar nossos experimentos e testar a viabilidade do silenciamento do
gene LGII/Lgil in vitro, procuramos por uma linhagem celular, dentre as culturas ja
utilizadas em nossa instituicdo, que expressasse o gene LGI/Lgil e encontramos sua
expressdo em uma linhagem proveniente de glioblastoma humano, a U138MG. Para utilizar
esta linhagem celular foi necessario procurar quais siRNAs tinham 100% de identidade
com a seqiiéncia de LGII humano, resultando em duas moléculas, si_Amb e si_Lgil_b, das
quatro seqiiéncias possiveis, porém somente uma delas em quantidade suficente para os
experimentos in vitro, a si_Amb. Ja no primeiro teste de transfeccdo, que foi realizado com
200nM de moléculas, obtivemos silenciamento de LGII para o tratamento com si_Amb e
redugdo do gene GAPDH para o tratamento com si_Gapdh, nos trés tempos analisados, no
entanto, também encontramos uma aparente redu¢do de LGII nas células tratadas com
si_Gapdh, sugerindo um silenciamento inespecifico. Para investigar essa hipdtese,
repetimos o experimento com todos os tratamentos anteriores e também com a utilizacao de
um siRNA irrelevante (si_GFP) e células sem tratamento algum. Além disso, utilizamos
também uma concentragdo menor de siRNA para testarmos se a concentracdo de 200nM
nao poderia estar sendo citotéxica. Esse experimento foi realizado em duplicata. Os dados
de PCR quantitativa revelaram um silenciamento de LGI! estatisticamente significativo
apenas do grupo tratado com siRNA contra este mesmo gene, comprovando a
funcionalidade da molécula si_Amb e ndo encontramos diferencas entre as duas
concentracdoes de moléculas transfectadas (50 e 200nM). Uma tendéncia de redugdo da
expressao de LGII, que, no entanto, ndo foi estatisticamente significativa, foi observada
também nos grupos tratados com siRNAs contra GFP e GAPDH, apontando para uma
possivel inespecificidade da técnica para o nosso gene de interesse. Varios trabalhos ja
relataram que siRNAs irrelevantes em cultura de célula possam levar a alteracdes de
expressao inespecificas (Sledz et al., 2003; Persengiev et al., 2004; Tschuch et al., 2008), o
que, no entanto, ndo invalida nossos achados de silenciamento significativo com moléculas
especificas. Com o objetivo de testar a eficiéncia da molécula si_Stealth, buscamos uma

linhagem celular que fosse proveniente de camundongo e encontramos a Neuro2a, que
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resultou em silenciamento expressivo de Lgil. Desse modo, os experimentos in vitro
demonstram que as moléculas testadas foram eficientes no silenciamento do gene
LGII/Lgil em um sistema mais simples e restrito, que € a cultura celular.

Nos tivemos grande dificuldade no silenciamento do gene Lgil in vivo, no qual
conseguimos apenas com o uso de métodos bastante invasivos, com a injecdo local de
moléculas no SNC seguida de eletroporagdo, entretanto, em um sistema simples de cultura
de células, derivadas de glioblastoma humano ou de neuroblastoma murino, o
silenciamento génico foi eficiente. Uma das possibilidades para as dificuldade encontradas
com a técnica de silenciamento in vivo € a presenca de muitas proteinas associadas ao
RNAm do gene alvo, dificultando o acesso dos siRNAs. Alguns autores descreveram que a
proteina LGI1 € secretada (Furlan et al., 2006, Sirerol-Piquer et al., 2006), deste modo, a
interacdo do seu RNAm com as estruturas membranosas, reticulo endoplasmdtico e
complexo de Golgi, poderia de alguma forma dificultar o acesso das moléculas e da
maquinaria de RNAIi para efetivar o silenciamento. Essa hip6tese pode ser apoiada pelo fato
de termos observado alguma redugao de Lgi/ quando empregamos a eletroporagdo, método
que sabidamente desestabiliza membranas. Uma outra possivel explicaciao seria a de que
Lgil seja um gene essencial e logo apds a detec¢ao da diminui¢ao do seu RNAm € ativado

um mecanismo compensatorio que imediatamente aumentaria sua expressao.
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5- CONCLUSOES FINAIS

O estudo da expressdao génica durante o desenvolvimento do SNC foi possivel
devido a obtencdo de animais com diferentes idades intra-uterinas e neonatais, através de
acasalamentos programados.

Foi encontrado um padrio crescente de expressdo e posterior estagnacdo em idade
adulta do gene Lgil, que poderia ser explicado por uma possivel func¢do inibitéria deste
gene nos processos de desenvolvimento do SNC.

Nao foram encontradas diferencas na expressio de Lgil entre os hemisférios
cerebrais que pudessem explicar a predominéncia de alteracdes no hemisfério esquerdo de
pacientes com EPADSA.

Observou-se uma expressdao de Lgi/ mais elevada em hipocampo, quando
comparada ao neocortex e ao cerebelo, que ndo foi estatisticamente significativa.

Diferentes siRNAs contra o gene Lgil/ foram desenhados, observando importantes
caracteristicas que garantissem a funcionalidade destas moléculas, como o valor positivo da
energia livre, a auséncia de estruturas secundarias nas moléculas e nas regides escolhidas
do RNAm alvo.

O silenciamento do gene Lgi/ em SNC de camundongos foi alcancado utilizando a
técnica de RNAi com inje¢des locias e eletroporacao, no entanto, este silenciamento sé foi
eficiente em alguns animais.

Também foi alcancado o silenciamento do gene LGI! in vitro, em culturas de célula

humana e murina.
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“Expression Profile of Lgil Gene in Mouse Brain During Development”
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Abstract Mutations in LGH were described in patients
with sutosomea] dominesnt partis]l epilepsy with anditory
features (ADPEAF), and recent clinical findings have
mplicated LGI in human brain development. However,
fhe precise mle of LGI in epil eptogenesis mmains largely
unkmown, The ohjective of iz study was to determine e
expression patern of Lgil in mice hrain during develop-
ment and in adult snimal. Realtme polymerase chain
reaction (PCR) quantification and Western hlot experiments
showed a relative low expression during intrauterine stages,
mcreasing until adultwood. In addition, we did not find
significant difforences between left and right hemispheres.
The hippocampus presented higher levels of Lgil expres-
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sion when compared i the neoconex and fhe cerehellum of
adult animak; however, these results did not meach
atntistical significance. This sudy was the fist to determine
a specific profile of Lgil gene expression during central
nervols system development, which sugpests a poasible
inhibitory function in latter stages of development. In
addition, we did not find differences in hemispheric
expression that could explain the predominamce of left-
sided shnormalities in patients with ADPEAF.

Keywords Epilepsy- ADPEAF - Real-time PCR.

Tnitroducthon

Mugations in the LG (eucine-rich, glioma-insctivated 1)
gene were described in patients with sutosomal dominsnt
partial epilepey with anditory festures (ADPFEAF; Gu et al
200, Kalachilow et al. 2002; Morsne-Redolst et al. 2002,
Pizutt et al. 2003; Kobayashi et al. 2003; Micheluee et al
2003; Pisano et al. 2005), a rare Mendelisn pantisl epiepsy
syndrmane, ADPEAF iz charscterized by juvenile—adult onset
of focsl seirures often starting with anditory aurss (Ottman
et al. 1995; Pora et al. 199; Brodikorb et al. 2002; Cendes
etal 2005). Seirure manifesttions 32 well a2 eloctoenc eph-
dogram (EEG) abnommalities and magnetic resonamce
imnaging podnt i the tempors] lobe = the amea of dysfunction
(Kobayashi et sl 2003; Crttmam et al 2004; Gu et al. 2005),

‘We have reponted patients with ADPEAF and mutations
in the LG gene showing developmental shnosmalities in
e liersl coriex of the left @mporal lobe (Kobayashi et al
2003), seppesting that motations in LGH could lead to
cortical malformation. In addition, an intrigning finding of
iz study was ftat no shaormalities wene identified on the
right hemisphere of these patients (Kobayashi ot al. 2003).
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Additional studies have described a predominance of laft-
gided EEG shnommalities in ADPEAF patients (Gu et al
2005), == well == a dysfonction in left anditnry corex
processing (Brodioorb et al. 2005). It is not yet clear why
LGIT nntations would lead i abnosmalities predominamtly
in the left temporal side.

The objective of the present stody was o determine: the
expression pattern of the Lgil gene in mice brain during
central nervous sysiem (CNS) development snd in adult
animals. In addition, we aimed to compare expression
patterns in both hemispheres & gain insights into a
poszsible mole of LG in ONS development and ADPEAF
physiopathology.

Materiak and Methods
Animalk

Programmed matings were camied using specific pathogen-
froe BALB /AN mice (M musoulics) to obtsin embryos at
specific ages The vaginal smesr cyinlogy was wsed for fhe
determination of the estrous phase, the period that females
accept the mating. Vaginal secretion was collected using a
sierile tip filled with 10 pl of serlized distilled water
Unstsined makrisl was observed under a light microscope,
using =10 and =40 ohjective lenses (Marcondes ot al. 2002).
The matings wene carried out putting one to three females in
estrous phase together with one male, To determine e
precise pregnancy time, snimalk were separaied in the
following moming of the mating, snd pregnancy was
confirmad by periodically weighing fhe females and by
ahdominal palpation (Onojafe 2005).

Tissue Preparation

For gene expression quantification, brains of three animals
at e following ages wene collected, separsted into left and
right hemispheres, and frozen inte liguid niregen; embry-
onic days (E) E15, E17, and E18; postnatal days (F) P1, PT,
and Pl4; and 4, 6, B, and 24 weeks old. We wsed fhe whole
heads of E13 animals due @ their small sizes. In addition,
we used theee S-week-old animak i stody three CNS
regions; neecontex, hippocampus, and cemebellum The
nepcoriex removed was a rectangular srea: 3.0 mm from
e lambda suure and 6.0 mm to de brain botom. We
dissecied fe right and left neocontex and hippocampd,
wheress the cerebellum was used &8 one single piace.

Fur the Western blot experiments, we nsed eight samples
with the following ages: E13, E15, E17, EL&, P1, F7, P14,
and 8 weeks old Thes ssmples were from the right
hemispheres only, except for de E13 from which we used
whaole heads.

Animals wene trested scoonding to fe guidelines for ani-
mil care isswed by the Committee for Ethics in Animal Ex-
perimentation at the University of Campinas (ITNICAMP—
Canpinss, Brazil), snd this research protocol was approved
by the ssme committes,

Real-Time PFCR

Totsl RNA was isolaed with Trizol™ reagent (Invitrogen,
Carlshad, 1ISA) according to manufschrer instroctions
The inegrity of RMNA was sssessed by 1% agarose gel;
RENA concentration and purity wene determined by spec-
trophotometry  (GeneQuant pro, GE Healthcare, Budking-
hamshire, 1JK). The complementry DNA (cDNA) was
obtined using SuperScript ™ reverse transcriptase and
random primers (bofh from Invivogen, Carkbad, TISA)
(heme expression assays were camied out using quantitative
real-fime PCR (Applied Biosystems 7500 Real-time PCR
sysiem, Foster City, [ISA) with the TagMan® system
{Applied Biosystems). Primers and probe for the mouse
Igil gene were obtsined from the Asssys-On-Demand
choice of Applied Bicsystems (Mm0522315 ml), the
probe iz locslized in the junction of wooas 2 and 3 (¥
GCTGCAGCTCTTGTTATT TACGTCG), aveiding DNA
contsminations. The glyceraldehyde J-phosphate dehydro-
gemere (Gapdk) and Feoctin genes were used &5 endoge-
nous contols (Applied Biosystems). Reactions were carried
out using 6.25 pl of Taghlan® Universal PCR Masterhfix
{Applied Biosystems), 0625 pl of the primers and probe,
1625 pl of water, and 4 pl of cDMNA. Cycle condifions
were S0°C for 2 min, then 95°%C for 10 min, followed by 40
cycles of 95°C for 15 & (melting step), snd $0°C for | min
(annesling/exiension step). All relative guantification
experiments wene performed in duplicates or triplicates

The relative guantification (RO) of the Lgil expression
was cakculaied by the comparative threshold cycle, which is
determined using the aguation BJ =2 (Livak amd
Schmitigen 2001). The average Oy is caleulated for both
target and endogenous contrel of each sample, and the ACy
i determined (Cr woge Cr emgo)- Then, the AACY is
calculsted subtracting A C of the calibrator from the ACy
of the target (Livak and Schmittgen 2001), where the
calibrator iz the sample used & the basis for comparative
results The AACT of fhe calibraior always equals to meno;
= RO =2"""" and 2" equak one, the fold change in gene
expression relative to the calibrator equals one, by
definition {Livak and Schmitigen 2001).

Wi inifiste the quantitstive real-time PCR aperiments
by validsting the primens snd probes, demonstrabing thet
smplification efficiencies of the target and the endogenous
controls were approximaiely equal. 'We used six different
concentrations of & ¢cDNA brain ssmple (1 and 0.7 log
serial dilutions for Gapdh and Foocdn, respactively) for the
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Lot and Fapah standard curves

T L *Lal
" e = apd

z | LE 1 1 il
LG i sampdes ickal conoemration
Figure | Primers ond probes validation. a Stondard carves of Egil

md Gapdh b Sandard cerves of Ipi) and Seoocsin Note Sha the
shope of the sandasd conves hat ore used &0 cakolse Se primens ;d

validation experiments. Amplification efficiencies are cal
culstod based on the slope of the stamdsnd curve genoraied
by e 7SO0 System (SDS Software v13; Applied Bio-
syetems). Efficiency valwes shoald be 1£0.1 (~100%). The
result confidence kmmdh]rﬂ]ef paramoter given by
i T500 Sysem (SDS Software wl3; Applied Biosys-
iems) These reactions were done in triplicates,

Western Hlot

Prodein samples were obtined according o Deshane of al
(2004 with small modifications. Brain tisspe was homoge-
nizad in a lysaie buffer using & polytron (Fisher Scientific,
Pittshrgh, 154 ). Afier contrifisgafion at 14,000 rpm for 15
i, the supematant was collected and processed for protein
ooncentration delermination using the Bradford method
(Bio-Fad, Hecules, TSA) Thiny micrograms of protein
per sanmple were mun on a 1% sodivm dedecyl sulfate
polyacrylamide gel elecwrophoresis gel, transferred to 2
nitrooe] Inlose Hybomd C (GE Healthesne'), and blocked with

LgiT relative quantification in mause branusing
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5% low fat milk for 2 h Membranes were incubatad
overnight with the primary amtibodies 2c-9583 {Rants Cruz
Bintechnology®, Inc., Sants Cruz, [75A) for Lgil and -
actin (Sigma-Aldrich, St Lows, T7SA), diloted 12000 and
1:1,000, respectively. Membranes wene subsequently inco-
bated with a heidge sntibody anfi-gost Igl produced in
rabhit {Sigma-Aldrich) diheted 1:5000 for 2 h Antigen—
antibody complexes wene viswalized with anfi-rabbit ToG-
alksline phosphsatsse conjugae (Sigma-Aldrich) dilwed
1:20,000. After incubations, membranes were wathed with
Tris-buffed saline | ¥ twice. Kaleidoacope protin standand
(Bio-Fad) was wsed to estimate the moleculsr weight of
prodin bands. We used the Image ] program {Abramoff e al

200 10 quantify Lgil prowin nommaled with -actin,
Statiztical Anslyses

Amalysis of veariance (ANOVA) test was wsed to assess
differences in gene expression between ages and slso
betwoen hemispheres, When & significant vanation was

Lar relative quantification inmouse brainusing
Practin as andogencus control

Ralxdive quantificatian

{_é:- ol

T

&

4{’:

B

Figure 1 Lpl geee apmmicn pmfile normaliced widh Sactin in
differemt ages of mice brain, msing E11 mmple as $ie calitrator Fack
age is mpresznted by bot bemisphems of a pool of theee mimals. E
embryomic day, P postmata] day  Kewtical Aoy indicate mimimum mnd
maximmemn. =htive qguntficaton (RQ), which is given by the 308
Sofloare v13 (Apphed Ricry stems )
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Table | Relative quant fication msals for the il gane expression for both endogenons comtmls doring di fleent ages, using E13 sample as e

calibrator
Age Gapdh factm

R R} min RO max RO R} min R max
El3 100 076 132 100 &k 159
ElIS L] 147 a7 LI wET 159
EI7 1050 .69 1227 119 L& Lo
El& &I7 as7 957 X 110 512
M 177 94 1674 444 7 622
i) 140 1697 1700 495 13 737
M4 gl 13I8 3o B&T7 541 1290
4 weels 3505 iLn 3950 ¥ ol 4 4037
6 weels k] pt 154 4132 541 b 3142
& weels 468 ] R IR43 BT 19.08 49
4 weeks 15 pl A ied 3aol 32460 1566 dldl
B} valaes comespond o the right and laft hemisph af thres animal dher The and mhsive qumibficaton (R0 min;

B} max ) vakaes are given by #he 308 Software v 1.3 (Applied Eﬂl}“uli

E emberyonic day, P postratal day

found, we uviad Tokey's st to investigate differences
between specific groups. Friedman st was used to sssess
differences smong beain regions, and Wilcoxon test was
used to test for differences between dhe right and left side.
Significance level was set af 5%, Sttistical analyses were
carried out with the SAS Sysem for Windows (SAS
Institute Inc. 1999-2001) and the BioEstst 3.0 Program
(Ayres et al 2003),

Results

Inifially, we camried out the validation of the real-time PCR
primers and probes to demonstrate that smplification
efficiencies of the wrpet, and the endogenous controls were
approximately equal, snd therefore, tey could be uvsed
ingether, Validation of Lgdl and Gapdh primers snd probes
resulied in 1071 and 1002 smplification efficiencies witha
confidence of 99.6% and 99.7%,, respectively (Fig. la). The
amplification efficiency of Lgil and B-actin was 0,994, for
by, with & confidence of 99. 7% and 99, 9%, respoctively
(Fig. 1k}

Lyl gene expression was notshly low during intranterine
atpes, incresating untl adolt ages (Figs., 2 and 3; Table 1)
When analyzing fhe results obmined from the three animals,
wit phaerved that ssmples from bodh hemispheres together st
ages 4, 6, §, and 24 (weeks) presented a 34-fold incresse in
Lgd ] expression a8 conpared to E13 samples using apadh 5
endogenous control (Fig. 2). In the ssme comparizon bt
using Facdn asthe endogenms control, we observed a 28-
fold incresse in Lgil expression (Fig. 3).

We found no significant differences in the Lgl gene
expression profile between the right and left hemispheres in

all ages studied using both endogenous comrls (p=0, 7969
for Gapdh and p=08329 for [focrin) However, the
ANOVA test revealed a significant Lgi ! expression differ-
ence among the ages sdied when nommalized with Gapdh
(=000 ) amd with F-zedn (p<00001). The Tukey's test
indicated the presence of fiour different groups according to
expression profile. These four groups were slightly different
acoording @ the andogeanous control used for mosmalizstion
(Table 2). E13 smples were not included in the statistic
malyses becase we did mot have the right and left
hemispheres valies.

Similar to the guantitative real-time PCR results,
Wesiem blot snalyses ako showed an incressed expression
of the Lgil protein in the last developmental stages stodied
(P14 snd B-week-old animals, Fige 4 and 5).

The analyses of the three regions stdied by quantitative
real-fime PCR resulted in higher fgil oopression levels in
fhe hippocanpus when compared to the nescortex and the
cerehellum of adult animals for both endogenous controls
(Fig. &) However, these values did mot resch statistical
significance (p=0.09T).

Tahle I Four grmops pointed oot by e Tobey's test = simtistically
different for both endogenoas oon trols

Cororap Gapdh B xdn
1 ElS, EI7, EIR ElS, EIT
2 El7, EI& Pl EI7, EI& PL, PT
3 P, M4, M wecks EIZ P1,P7, Pl4
4 Pl4, 4, & & 24 weels 4, 6,8, M wedks

Az we did mot sapamte E13 samples’ hemispherss, shey could not be
imcladad in e satistical amalyzes.
E embryomic doy, P postmatal day
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E17

E14

P4 p7 P14 Duy

Figure 4  YWestern hlot of Lgil protdin in $he different ages seodied.
Each lane mpresents the right hemisphere of one mimal with e
Bollowing ages: Ei 3, EI5, E17, Eif (E embryonic day), PI1, PT, P14

Dhsewssion

Realtime PCR has been extensively used in gene expression
stpdics, alfwagh seversl paameters need to be controlled to
obtsin relishle quantitstive expression dats, fwse sre imitial
sangple quantification, RNA mtegrity, and most importantly,
dsts nonmalization {Tandc et & 2007 To nomalize de
reaction, it is mandstory to use a gene (an endogenous
coniral) whose expresion i not influenced by fe exporni-
mentsl variants In oor shedy, these variants wene snimal age
aned brain hemispheres. Therefore, we camefilly selected two
endogenous control genes, (apdh and Fonertin, which are
believed o be e most smimble genes for quantification
gindies under varishle age in rat corex {Tanic ot al. 2007). In
addition, ancdwr mporiant peini of concern is probe
specificity. To confinm this, we did a blast search (hitped
wwwnchinimnih govihlastBlha cg) and fond thst our
probe solely matches Lgil sequence {data not shown),
LGOI was fimst describod 33 a tumor suppressor gene
involved n malignant progression of glial tumons (Chermova
etal. |90E), However, mutations in this gene or differential
mefhylation smus were not found in malignant gliomas
(Somervilla et al. 2 Krex et al, 2002), and there e mo
indications of hrain mors or other malignances in patients
with ADPEAF (Brodtloorh ot al 2005; Gu et al. 2005). In
condrast, a recent study peng transgenic mice demonstrated
that LG is presented in newrons and glial cells, and also in

Real time PCR (qRT-PCR) and western blatting
recults In dfferent agpes

o
s B « ETPCE Eaah ¥
oo - -
E 7 » RETRCE Bacin B
E & v wwsEm bloing P S
. as W + )
0 x *
& Moo g ol A
u Al - ™ ] 1
] A0 T s ] ]
g x LI i 1
o . .
o S T i s T
E1R OBl LW ORI F1 FT Pld e 0w B Mw
Bk

Figure 5 Lgi! goe expression dispersion disgmm for real 4ime PCR
md Western blot data, both wsing E1} samplk: & the calbmior Feal
tme PCR data comprise mwalts fom the right and loft hemi spheres
fogedher) of Swes animals stadisd for both endogenoas controls. E
embryonic day, P postoatal day, w wesks

(P posmatal day), and S-wedicold (w). § stondard profein morier. The
fied arwow indicates Lgil (65 kDa) ond e haed arvrow indi cates 5=
acfim (42 &Da)

different organs a8 prostate, kidney, endometriom, ovary,
andl testis (Head ot &l 20077 The fact that LGI] contsins a
lencinerich repest (LRR) domain, which is present in
pooteins velved in development and differentistion of the
neural gystem, swch as ait, toll, and @osn (Chemova et al
199%) poinied i a possible role in NS development, In
addition, there iz 3 number of recent clinical evidence
sugpesting & role of LGTT m developmenta] abnommalities
in the wmporal lobos, especially on the left hemisphene
(Eohayashi ot al 2003; Brodtkosh at al 2005; Gu et al
2061%; Pisano et al, 20050

A number of shudies have determaved Lgil expression in
adult mouse using immmmehistochemistry or in gity hyhrid-
tzation (Ealachilkov et sl 2002 Mossnte-Redolst o &l 2002
Senochal et al. 2005; Piepoli et al. 20046, hifp: fwww gensat.
org). Althoegh they precisely localire LGII in apecific
colluar comparments, they do not genoraie an expression
pofile. Therefore, o study was the frst to accorstely
quaniify Lgil expression during CHS development and
compare it with expression levels found in adult animasls
Our resuls clearly showed an incresse of Lgil expression
during development i1l fhe highest expression levels found
in sdult snimak (Figs. 2, 3, and 5 and Table 1),

Raocent reports indicated a possible double mole for LGIL
acting presynaptically modulating the insctivation rate of
Evl.] channels {Schulte et al. 20046) and posisynaptically,
a8 3 secreted profein, regulbsting surface expression of
AMPA receptors (Pokata et al, 2006), As AMPA receptoss
and Evl.] subunits incresse with animal aging (Liso et al

L1 gene relative quarkification by resd fims PCR
in mause regions hrain

- k3

Mmoo
w1 E mom
v

Rzlative guonkbfic ation

=

|2 [T (= Hipzaramps Canshsnr

Figure & Ll gere expression @ diferent regions of the mouss brain
for both endogenons controls, msing e hippocampas sample as Se
calibrator Mevical hars mdicate mimmam and maxemam rd sive
quandification (RO}, which is given by the 308 Saftwars vi3
{Applied Bia systems)
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199 Grosse et al. 2000) due to ncresse in neuronsl
cincuitry activation, it is possible that dvwe gradusl incresse in
Lgdl expression during CNS development is solely reflect-
i the maburstion of neuronal cincwit, & fe adult mdimals
have new experiences and incresse in sensorial stimoli
Allematively, we propose that fhe observed pattem of Lgil
expression could be explained by an inhibiiry fimction on
neurpnal proliferation, Thus, in mone advanced ages, when
neurons are slready differentisted, i inhibitory fonction
might be crocial. Kunapoli et al, (2003) demonstrated that
forced expression of LGIT in glioma cell lines signi ficantly
reduced the proliferation and migration shility of thess
cells, Therefore, one might speculat fhat the enlargement
of fhe lateral temporal lobe found in patients with ADFEAF
(Eobayashi et al. 2003) could be relaed to LGTT los of
function dwe i nutations,

The Western blot experiments commoborated the Lgil
mesmenger RNA (mRMA) guantification, showing an in-
creased expression of this protein in the last devel opments]
stages siudied (P14 snd B-wesk-old animals). Previous sdy
using this same technigue ako identified a progressively
incresze of LGI protein during animal maturstion (Poksats et
al, 20045, There are several limitations with fe Western blot
experiments: First, it iz 3 semi-guantitative method; in ad-
dition, fhere are repors of cross-reactivity betwesn comimar-
cial LGI antibody and odher LGT proteins (Senechsl et al
2005; Head et al. 2007), which makes mBENA quantification
medhods more reliable.

Furthermore, we observed a higher Lgil expression in
e hippocampus when compared to the neccontex and fhe
cerebellum in adult mice; how ever, these differences wene
mot stistically significant. Previous studies wming immuo-
nohistochemiztry (Morante-Redolat et al. 2002, Schule et
al. 2005) or in site hybridization (Kalachilow et . 2002,
Senechal et al. 2005, Fukats et al. 2006) also showed a
higher expression of Lgil in the hippocampus, buot both
iechniques are mot quentitstive and are sensitive to a hiss
effiect cansed by higher density of cell bodies present in fhe
hippocampus, This effect is not present in guantitative real-
time PCR 2 usad in our sindy.

Undemtanding patiems of gene expression in beain
resgarch is expected © provide insight nto complex
neurpbiclogical mechanisms involved in epileptogenesis
and other neurological syndmomes, This study & the fist toe
determine a specific profile of Lgdl gpene expression during
(NS development, which suggess a possible inhibitory
function, In addiion, we did not find differences in
hemispheric expression that could explin the predomi-
nance of left-sided shnormalities in patients with ADPFEAF.
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Abstract MicroRMNAs (miRMNAs) regulate gene expression
in & post-ranscriptional sequence-specific manner, In order
i better understand the possible roles of miRMAs in central
mervous system (CNS) development we examined e
expresion profile of 104 miRNAs during morine brain
development. We obtained brain ssmples from animals st
embryonic days (E) E15, E17, and posmatsl days (P) P1
and P7. Totsl RNA was izolated from tizsie and used to
ohiain matre miRENAs by reverse tramscription. Our results
indicate that fhere is a group of 12 miEMNAs that show a
distinet expression profile, with the highest expression
during embryonic stages and decreasing significantly
during development This pmfile suggests key roles in
processes occurring during eardy CNS development.

Keywords miRfMNA - Quantitative RT-PCR - Mouse -
Braindevel opment

Twtroducthon

MicmBN Az (miRNAz) are a clamss of small endogenous
noncnding RMNAs that negatively regulate gene expression
in a poat-transcriptional sequence-specific manner (Barntel
204} In drosophila, miRNAs ssociate with argonawis
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proteing in complexes that repress protein synthesiz by a
double interaction with target messenger RNA (Peters amd
Meister 2007). MiRNAs are pradicted to regulaie expres-
sion of at least one-third of all huren genes and sre known
i be of great importsnce in 2 wide variety of biological
processes, including cell cycle regulation, spoptosis, cell
differentiation, mainensnce of senrmess, and imprinting
(Kething et al, 2001; Ambros 2004; Bantel 2004; Wienholds
and Plasterk 2005; Wienholds et al. 2005; Lee et al, 2004),

Generstion of cellular diversity during developnent
requires coordination of gene expression medisted by
both positive and negative {post-) transcriptional regulation
(Wienholds and Flasterk 2005; Eloosenman and Plasterk
20W5). Therefore, it iz reasonable to predict that miRNAs
characteristic temgeoral- and spatisl-restricted expression
pattern probably plays a role in brain morphogenesis and
neuronal fate, which sre key hiological processes in central
nervous sysem (CNS) development (Mansfield et al. 2004;
Melzon et al. 2004; Vo et sl 2005; Erichevaky et al. 2003,
2008 Conaco et al. 2004; Wolczm et al. 2WT).

In order to investigate the possible mles of miRN Az in
muring CHS development, we oxamined the expression
profile of 104 mikMNAs during fhis prcess.

Materlal and Methods

Progammed matings were carried owt using specific
pathogen free BALB/CTINI mice {Mis misscuber) in onder
i ohimin embryos at specific developments] stages. Brains
of three snimak st the following ages were collecied and
frozen in liquid nitogen: embryonic day (E) El15, EI7,
posnatal day (F) PL and F7. The pmject was approved by
fwe Efhics Conmnittes on Animal Experimentstion at the
University of Campinas (Campinas, Braeil).
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Totsdl RNA was izolated from tissuwe wing Trizol™
{Invirogen, Carlbad, T784) and pools of fdwee samples
wore wsed for each age smdied We obfined mature
miEMAz by stem-loop revese ranscription & previously
described (Chen et al. 2005) using the Human Panel Early
Access™ kit (Applied Hiosysiems, Foster City, USA),
which contasins 104 of the 489 miEMAs listed in fhe Sanger
miRBase datshaze (hotpy/microma sanger.ac k). This kit
uses stem-loop primers o produce cDMNAs from each
expressed miRNA, by annealing to their specific 7-
nuclentide sead regions. The ghceraldehyde I-phosphat
dehypdrogenase {Gapdh) gene was uwsed a5 an endogenous
control and all experiments were performed in duplicates,
An overview of e methodology is illustrated in Fig. 1.

The relative guantification (ROQ) of miENAs expression
was ciloulated by the comparative threshold cyele, which iz
determined using the equation RBQ = 2297 (Livak and
Schmitgen 2001). The valwes of relative gene expression
wiere dispersed in a Ganss curve and the ANOVA test was
uwsed & access diffirences in gene expression among
different developmentsl stages Statistical snalysiz was
carried out using the BioEstat 3.0 software (Ayres et al
203}

Bisinformatics studies were performed using two cluster
analysis tools: the selforgamizing map (SOM) and dhe
hierarchical cluster, both using R—The R Project for
Statistical Computing (R Development Core Team 2007)
The S0M represents the mesult of a vecior quamtization
algorithm that places a number of neference vectors into a
high-dimensionsl input dafs space to approximate @ its
data zets in an ordered fashion and it is used to visualize
mefric ondering relations of input samples (Kohonen 1997),
In hierarchical chstering, fhe dats ame not partitioned ind a
particular cluster in & single step, but instead & series of
partitions takes place, which may run from a single cluster
containing &l ohjects i n clsters each containing a single
object (Hemero and Dopamo 2002).

Prediction of potential mammalisn miENAzS targes was
carried out wsing theee different programs simuoltaneously
(TargetScans, miRanda and PicTar, in htp/fwwwdisns
pechi upenn aducgi hinTargetCombo.cgi, Sethupathy et al
2006). Only wroets identified in the theee programs wsed
wiere recorded.

Resulis

We determinad the expression profile of 104 miRNAs
during four stages of musine CNS development {Table 1)
Valuwes are presented as the fiold change in gene expression
mormalized to e endogenous control and relative & e
calibestor {Livak and Schmittgen 2001), which was chosen

fragrarmmed rmatbings

Embryes and neonatas

with lonown ages

collecton of Luralnag

Tatal RMA extraction
wiith TRTzal'™

reyarse transc pion with
High Capacity KIt
[useng shem-kop
primers]

miRMAs

cOMA from expresced ‘

re=a| Hime POR Using
Teac i 35y

L

miRMA quatification

oMUt ticmel
analysos

putative targets
Figure | Owverview of the methodology wsed for microRMA
quantification. Fach stem loop BT primer amplifies a specific mikNA
wsing a Temdeotde compl v sequence. (& ged D MAs are
gquntifisd dromgh mal Gme PCR

‘ Identificaticn af ‘

arhitrarily in our study & the expression of let7a ssmple in
El5 stage.
Subsequently, we used the raw dats obtsined in the
quantitative RT-PCR experiments to sort miRMN As accord-
ing to their expression profile by hierarchical chster
prograns, They cassified them indp fwee distinct groups
depicted in Fig. 2. At the bottom section of Fig. 2, five
miRNAz with the highest expression dusing embryonic
stages can be found: miR214, miR130a, mil25a, miR9, snd
miR 125k, In the mid-portion of Fig. 2, miEMAs with low
expression in all developmenta] stages are depicied; the top
saction comprises miRN As whose relative expression are
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Table | Puiative biokgical fimctions fo target geres for micoRNAs in clester C1, aocording to thres different pmogrems (TargetScons, mikanda
mnd PicTar=betpotwee diana pobi o penn edu'ogi-bin TargesCombocgip

mikt KA Pomsinle target geme Targeted gene fimctions Expression profile
mift-124a NEUROD I Mewrogenic Cell diffemntiagion; newrogenesis Derrimg cortical develop ment (Prybomkd et al.
differantiation factor 1) 2000 in bamaes, peak expession oocwrs i
gestational week 19 (Fankln ef ol 3001)
mit-125a  MYTI (Mydim Trasscription factor activity; mewogenesis Resiricted fo the deveoping menvoms
trasaripton fotor 1) system—marker of prmary mearogenesis
(Bellefmid =t al. 1996)
mift-125h  BATI (Brain-spacific Inkibition of amgioganeis and Peak level in postratal day 10, expessed
angiogemesis inkib. 1) meromal differen tiatio n; newrogenesis in most pearors of cembral coftex and
hippocampeas (Koh et al 2001)
miRt= 130 FAPd S (Axomal membrmne Regoltion of cell gmwi; noomgenesis High exgres sion in developing and reg enerating
prtein GAP-43) narve cells (Margolis e al 1991)
miRt= 140 TGl (Jagged-1 preommson) Regolation of cell migmtion; nearogenesis; In gramule’gemmimate layer of neonatal
comtm| of cell specification and mice (Gazit et al. 2004y
differantiation; DNA binding protein
mmift-E NCAMI (Neamd cell Cell-cdl signaling; cell adbesion; b mearomal pecarsor cells (Shanley
adhesion maokculs 1) R T ] and Sallivan 3007}
-9 CNTFR (Cilary nsamtrophic  Enbances adult (N5 pewrogenesis; sigral Theromgh oot $he adalt mervous sysiem
facior mc. alpha) trassduction; cytokine moepion; newrogenesis  (Emsky and Hagg 2003)
mift-18la  SEMASG (Semaphorin-4G Cell diffementiation; mcepior Drring developing cendral and peripheral
pEcarsary actvity, neamg s narvoms systems as well as in several
somatic tissaes (Li 2t al 1999
mik=1992  ATXNT (Spimocershellar Nadar orgmnimtion; hisone acetylaton; Tn adult momse tesoes, high =premion
afavia type T poiein) T e s leve im brain (Steemn. et ol 2002
mift=301 SNAFLS (Symapiosomal= Newrotrarsmitter opiake and secretion; Highly expressed in aduk bmin (Zhao et al

ammociated protein 25) T eSS

151%4)

Oaly targets idmtified in the theee programs used were moonded.

mot 25 high as e group representad at dwe botiom, buot are
higher than those represented in the middle section:
miR30], miR2(a, miR205, miR19%, miRI1T-5p,
miR 1813, miR14), and miR124a.

The SOM malysic identified four distinct chstes of
mifN As according i el expression profile (C1, C2, C3,
and C4; Fig. 3). However, only chster C1 showed a
significant di fierence (p<0001] in relative apression among
the different ages examined. Cluster 1, which has 12
miEN Az {mik-9; mik-17-3g mik-124s mik-1253; mik-
125k miR-130% mik-140; mik-181a; miR-199a mik-205;
miR-214; miR-301), has a very specific expression profile,
showing high expression during embryonic stages (ELS),
decressing progressively s fhe animals resch mose maire
posnatsl stges (PT). The prediced mammalian wrgets for
e 12 miBNAs in closer | a5 well as dafa on their
expression during development are sunmarized in Table 1.

Disc usshon

Poat-transeriptional mechanisms such as alemstive mENA
splicing, mRMNA wafficking, and wanslational control are

believed i play important roles in the regulation of neural
gene expression { Tiedge et al. 1999; Musunum and D smmel]
2000; Manistiz and Tasic 2002; Seward and Schuman
2003). It is becoming clearer that miFMNAs ane an impoctant
part of & novel regulaooy pathway which needs furfwer
exploration.

The mervous sysiem is a rich source of miRNAs that are
involved in regulation of binlogicsl processes (Frichevsky
et al. 20; Miska et al. 2004). There is litthe evidence that
miFN Az are involved in the early stages of neural
induction (Zhang et al 2006). Nevertheless, the specific
expression of certmin miRNAz in sem cells, where they
might have 3 role in differentistion by negatively regul sting
e expression of key genes, suggests fhat neoral indwction
might be a rich development point for more studies (Koaik
20 Eosik and Krichewsky 2005). Follbwing neural
induction, the evidence for a2 role of miRNAs in CNS
development is rather srong (Zhang et al. 2004 Kosik
2006).

‘Wi reporied here the expression profile of 104 miENAs,
which are distributed according to specific emporal
expression patterns during muorine brain development We
want to draw special atention to the 12 miRMNAs identified
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Figure 1 Resdls of hieraxhi-
cal chaster analysis with den-
drogram. Each oolemm
mpresents am age; E15 (emimy-
omic day 15 EI7 (zmiey omic
day 1T Pl (posmatal day 1)
md PT {posmaml day 7). MR-
Niha with the highet mlative
expressiom 8t E1 5 are af the
boftom section. MilNAs wih
o relative expression = all
developmental sages are repe-
semed in the melddle povrion and
mikMAs whoss expressions me
mot as bigh as the boliom proun,
ot i gheer than thos e repre
sepied m S moiddle seciiom, ane
om e dop secton
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Figure 3 Resuls of self orga- i

nizasion map S0M) which g a b
e fing o whER o] N Cluser 1:72 mina Soaster 202 TiEMA
of mikHA epesion: A chstar A
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in cluster 1, due to their distinet expression pattern: high
expression during emboyonic stage and decreasing s the
brain develops. Thiz profile is indicative of possible key
mles in processes ocourring during eardy CNS develop-
ment Many of these miRNAs, such 3 mik-124a and mik-
125a, have already been reporied to be up-regulated during
newronal maturstion. Smirmova et al. (2005) verified in
embryonic sem cell significant diffzrences in the emporal
expresion patern of a panel of highly expressed newral
mikMNAs, They have shown that neuron-specific miRMNAs
(mif-124a, mik- 125, and miR-128) graduslly sccomuolat-
od in parallel to neuronal maborstion,

During oogenesis, the egg iz loaded with several
mRMNAs which are needed for early development of fhe
embrye. MiR-430 is the only abundant miBMA in de fist
48 h sfier fertilization, promoting the down-regulation of
maternal transcripk and allowing the zygotic genome
expression. Lack of this miENA causes 3 mix between the
twi sets of transcripts (matenal and =ygatic), leading to the
generation of embryos with subtle defiocts in gasmulation and
brzin morphogenesiz (Cohen snd Brennecke 2006). This
shundsnt and early expression of miB-430 iz conserved
among veriebrates snd indicate fhat miR-430 finction in
the matemal-7y gotic transition may be a feamre of
vertehrate embryogenesis.

Sirauss et &l (2004) show for the first time fhat cells
express 3 miEN A signsture charscteristic of their develop-

Bi Eln E.? u F2

Anes

mental stage. Uking RNA from mouse embryonic stem
cells (ES), embryoid bodies (EBs), day 11 mouse embryos,
and mamre somatic isswes (heart, brain, kidney, liver, and
Tumeg), they showed that both ES'EB present a less complex
mikMA expression signature than do cells that are
developmentally advanced and highly mestricted. They
ohserved that the bmain expressed the most complex
miRMA signatre snd liver the least one. Since fhe miEMN A
expression signature is cormelated to a particolar smge of
differentiation, it seems that specific miRNA eopression
signatres reflect commitment to particular developanental
limeages,

Conputational anslysis for target identification revealad
fhat 10 of the 12 miENAs present in cluster | have been
reporied to be involved in related processes, such as cell
differentiation and cell adhesion. However, neurogenasis is
a major biokgical process which was identified in our
target search and s directly related to CNS development
According to Table |, 100f the 12 miRMAs in clster | are
prediced to regulaste genes whose functions could be
related wv different pathways involved in neurogenesis. It
is interesting i note that fe decrease in expression of the
12 miRNAs in cluster Cl in e later stages of develop-
ment correlate with the increase in expression of the wrget
genes listed in Table 1.

Nevertheless, it is impontant to podint ouwt thet although
e evidence exists, no clear finctional mle for miRMNAs in

209

Anexo 2




J Mal Neamsci

manmalian neurogenesis has been proved at the exper-
mental level. In 2004, Erchevsky et al. demonstraied
simultEnecus high expression of miR-9 and miR-124a in
the transition from newral precursor (NP) to mewral
dif ferentiation (MWD} cell stage tramsifion. Since miR-124a
is preferentially expressed in embryonic neurons, wheress
mik-9 i expressed in both newrons and glia, these results
suggest that early overexpression of miR-124a in NPs
prevens gliogenesiz, wheness mik-9 expression contributes
i neurogenesizs, In addition, an inhibition of miR-9 alone
or in combination with mik-124a cansed a reduction of
newronal differentiation from precumsor cells, These obser-
vations are indications fhat indeed miRMAz could be
important in gene regulation at this early newronal differ-

It i slso important & consider that miRMNAs that ame
induced during CNS development could have multiphe
tmrgets and interconnectad combinatorial effects In addi-
fion, several mifENAs may cooperatively mrget mRNAs
with szimilar functions, snd these events may imply
unlimited number of regulatory combinstions created by a
network of co-expressed miBEMNAs that contribute to a
highty complex cell response. By conirast, it i also
conceivable that some of these miENAs could hawe e
same target gene (Fim 2005),

In conclusion, we identified a clster of 12 miRMNAs
with a apecific eopression pmofile in CNS during mouse
devel opment. Furiver sindies should be caried ot address-
ing the apecific mle of these miENAz in gene regulation of
hiological processes invelved in CNS development
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ANEXO 3

Resumo das cirurgias para RNAI realizadas em camundongos e

ratos
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ADULTOS

L1T

n’ de ; injecao
tratamento molécula

animais volume massa n’ local retirada do cérebro
4 Lipofectamina (1:1) si_Lgil 1,5uL 7.5ug 1 ventriculo lateral 24 e 48 hpi
4 PBS (1:1) si_Lgil le2ul 5e 10ug 1 neocortex 24 e 28 hpi
4 canulagdo + Lipo (1:1) si_Lgil 2uL 10ug/in;j. 10 (2/dia) 3° ventriculo apos ultima injegdo
6 canulacdo + Lipo (1:2 lipo) si_Stealth 2uL. 1pmol/inj 6 (2/dia) hipocampo apos tltima injecdo
2 eletroporacdo (307pi) si_Stealth SuL 100ng 1 hipocampo 7e27 hpi
4 eletroporacdo (307pi) si_Stealth SuL Iug 1 hipocampo 1 e24 hpi
10 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (30pi) si_Stealth SuL Iug 1 hipocampo 24 e 48 hpi
7 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (307pi) si_Lgil e si_irrelevante SuL lug 1 hipocampo 24 hpi
5 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (307pi) si_Stealth SuL lug 1 hipocampo 12 hpi
5 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (307pi) si_Stealth SuL lug 1 hipocampo 24 hpi
5 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (30°pi) si_Stealth SuL lug 1 hipocampo 3 dias pi
5 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (30pi) si_Stealth SuL lug 1 hipocampo 5 dias pi
5 eletroporacdo ¢/ 2 BTX (30pi) si_Stealth SuL Iug 1 hipocampo 7 dias pi
1 minibomba de 7 dias si_Stealth 84uL 24ng continua 3° ventriculo 8 dias apo6s cirurgia
2 minibomba de 7 dias si_Stealth e si_irrelevante 84uL 24ug continua 3° ventriculo 8 dias ap0s cirurgia
3 minibomba de 14 dias si_Stealth 84 e 66uL 24e18 g continua 3° ventriculo 11 e 14 dias ap6s cirg.
4 minibomba de 14 dias si_Lgil 84uL 840ug continua 3° ventriculo 14 dias ap6s cirgurgia
9 RVG / veia caudal si_Stealth e si_Gapdh 200uL 50pg/inj 3 veia caudal 72 hpi (1a)
10 RVG / veia caudal si_Lgi, si_Lgil_dna e si_Gapdh 200uL 50ug/inj 3 veia caudal 72 hpi (1a)
10 RVG / veia caudal si_Amb, si_Lgil_b e esiRNA 200uL 50 ou 5ug/inj 3 veia caudal 72 hpi (1a)
14 RVG / veia caudal s-Amb, siLe, SStElh e 200uL | 50 ou Suging 2 veia caudal 24 hpi (1a)
6 RVG / veia caudal (rato) si_Amb 500uL 25ug/inj 2 veia caudal 48 hpi (1a)

NEONATOS
nde tratamento molécula HLILEO

animais volume massa n’ local retirada do cérebro
5 Lipofectamina (1:19 lipo) si_Mecp2 1uL 50ng 1 cortex 26 hpi
6 PBS ou Lipo (1:1) si_Lgil 1e2ul 5e 10ug 1 cortex 4 e 22 hpi
4 Lipofectamina (1:19 lipo) si_Lgil jms 50ng 1 cortex 24 hpi
5 Lipofectamina (1:19 lipo) si_Lgil 1uL 50ng 1 cortex 0, 30min e 1h pi
5 Lipofectamina (1:9 lipo) si_Stealth SuL 140ng 1 cortex 3 hpi
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