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RESUMO

A interferéncia do RNA (RNAi) pode ser usada como uma ferramenta eficaz no
silenciamento génico especifico mediado por moléculas de dupla fita de RNA (dsRNAs).
Nesse contexto possui uma variedade de aplicacdes biologicas, incluindo o combate a
patogenos infecciosos de importancia biomédica. O objetivo do estudo foi determinar a
eficiéncia e a especificidade da técnica de RNAi1 em eliminar o virus da hepatite murina
tipo 3 (MHV-3) in vitro. MHVs sdo virus envelopados, cujo genoma ¢ formado por uma
cadeia de RNA fita simples (+) pertecentes a familia Coronaviridae. Seu genoma codifica
quatro proteinas estruturais: S (proteina da espicula); M (glicoproteina da transmembrana),
N (proteina do nucleocapsideo) e E (proteina associada & membrana) . Neste trabalho foi
escolhido como alvo para o silenciamento génico a proteina N, tendo sido produzidas
moléculas de dsSRNA complementares a sua seqiiéncia gendmica (GenBank AF 201929).
Foram obtidas duas moléculas siRNAs transcritas por T7 RNA polimerase e uma terceira
molécula interferente sintetizada comercialmente.

Foi observado que os siRNAs produzidos pela transcri¢ao in vitro, induziram uma
resposta antiviral ndo especifica. Além disso demonstrou-se que este efeito foi mediado
através de substancias secretadas no meio de cultura celular, provavelmente interferons
(IFNs). Este efeito foi eficientemente eliminado apos tratamento dos siRNAs com fosfatase
alcalina. Observou-se também que a técnica de RNAI1 in vitro, tendo como alvo a proteina
N de MHV-3, foi um tratamento eficaz e especifico na infec¢ao viral, confirmados através
de estudos fenotipicos e moleculares. Desse modo, concluimos que experiéncias que
utilizam RNAI contra alvos virais devem ser cuidadosamente monitoradas devido aos

efeitos ndo especificos que podem ser induzidos por moléculas de dsRNA.
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ABSTRACT

RNA Interference (RNAi) can be used as a powerful tool for post transcriptional
gene-silencing mediated by double stranded RNA (dsRNAs) molecules. RNAIi has a variety
of biological applications including the combat against pathogens of biomedical
importance. The objective of our study was to determine the efficiency and specificity of
this new technique in eliminating mouse hepatitis virus type 3 (MHV-3) in vitro. MHV-3 is
a subtype of enveloped viruses with a large plus-stranded RNA genome belonging to the
Coronavirus family. Its genome codifies four structural proteins: S (spike protein); M
(membrane protein); E (transmembrane glycoprotein); N (nucleocapsid protein). In the
present study we target protein N by designing and producing dsRNA molecules
complementary to its genomic sequence (GenBank AF 201929). We obtained three small
interfering RNAs (siRNA) by in house T7 polymerase in vitro transcription and a fourth
siRNA molecule that was commercially synthetized. We identified that siRNAs produced
by in vitro transcription triggered a potent and sequence-unspecificied antiviral response. In
addition, we demonstrated that this antiviral effect was mediated through molecules that
were secreted in medium culture, probably interferons (IFNs). This unspecific effect was
efficiently suppressed when siRNAs were treated with alkaline phosphatase prior to in vitro
experiments. We also observed that RNAI targeting the N protein of MHV-3 was a potent
and specific treatment against in vitro infection, showing significant phenotypic protection
and molecular evidence of specific gene-silencing. We concluded that experiments using
RNAI against viral targets, although efficient, must be carefully controlled and monitored

against possible sequence-unspecific effects triggered by dsSRNA molecules.

Xix



I. INTRODUCAO



1.1.Interferéncia por RNA - Histérico

Nos ultimos anos, muitos mecanismos baseados no silenciamento por RNA, como por
exemplo, silenciamento génico pos-transcripcional, co-supressdo, repressao (“‘quelling”) e
Interferéncia por RNA (RNAIi) tém sido descobertos nos diferentes reinos (fungos, plantas
e animais). Uma das mais interessantes descobertas foi o RNAi, um mecanismo de
silenciamento pods-trancripcional gene especifico iniciado pela introducao de seqiiéncias
de RNA de dupla fita (d&sRNAs). O fendmeno da RNAI foi primeiramente descoberto em
plantas durante experimentos que demonstravam mudangas na pigmentacdo da petinia.
Introduzindo cépias adicionais de um gene responsavel pela pigmentacdo nas flores, foi
observado um resultado ndo esperado: as flores ficaram menos coloridas que as flores
selvagens (de Lang et al., 1995).

Mas a evidéncia mais concreta de que dsRNAs poderiam levar ao silenciamento veio
de um trabalho realizado com nematddeos, apdés a descoberta de que a injegdo de
moléculas de dSRNA em Caenorhabditis elegans era suficiente para promover uma quase
completa diminui¢do da expressdo do gene homoélogo aos dsRNAs injetados (Fire et al.,
1998). Apos esta descoberta a RNAi tem sido amplamente estudada no meio cientifico,
tanto sob o ponto de vista de seu mecanismo basico (Zamore et al., 2000; Bernstein ef al.,
2001) como na sua utilizacdo como uma ferramenta da biologia molecular(Yin & Wan.,
2002).

RNAI também tem sido observada em outras espécies, incluindo plantas, fungos,
protozoarios, insetos (Drosophila melanogaster) e vertebrados. Estes trabalhos sugerem
uma origem evoluciondria deste fenomeno (Caplen et al., 2001; Matzke et al., 2001;

Plasterk., 2002). A conservacdo do RNAIi nos eucariotos claramente sugere um a resposta



adaptativa desses organismos, indicando que a RNAi pode ser uma forma primitiva de
imunidade que protege o genoma de invasdes de 4cidos nucléicos exogenos, introduzidos
por elementos genéticos, como virus e transposons. Além disso, RNAi nunca foi relatada
em procariotos, € assim pode-se afirmar que, provavelmente, este processo seja uma
“inovacao” nos eucariotos (Hannon., 2002).

Atualmente, RNAi tem sido usada como uma poderosa ferramenta na biologia
molecular para o estudo da fungdo génica de muitos organismos modelos, incluindo
nemetddeos (C. elegans) (Fire et al., 1998), insetos (Kennerdell et al., 1998), parasitas

(tripanossomas) (Ngo et al., 1998) e camundongos (Wianny & Zernicka -Goetz., 2000).



1.2. Mecanismo de silenciamento -RNAi

Estudos genéticos e bioquimicos sugerem que a RNAi tem um mecanismo similar
em muitos organismos € que as enzimas envolvidas neste processo exibem uma alta
homologia nas espécies estudadas. O primeiro passo deste processo esta associado com
o aparecimento das moléculas de dsRNA na célula, que possuem uma seqiiéncia
perfeitamente homologa ao do gene silenciado. O nimero minimo de nucleotideos na
molécula de dsSRNA para induzir o processo ¢ de 26 nucleotideos, entretanto, dsSRNAs
maiores sao mais efetivos (Elbashir et al., 2001). Por outro lado, transfec¢des com
dsRNAs ao redor de 100 nucleotideos em cultura de células de mamiferos induzem
resposta de interferon (IFN), e pequenos dsSRNAS , por volta de 20 nucleotideos apenas
induzem o processo de RNAi (Bass., 2000; Harborth et al., 2001). Detalhes sobre a
inducao de IFN em células de cultura serdo abordados no proximo topico.

O mecanismo ocorre no interior das células, onde, os dsSRNAs sdo reconhecidos
pela enzima Dicer, que pertence a familia das ribonucleases do tipo III (Rnaselll).
Enzimas Dicerl sdo evolutivamente conservadas, sdo encontradas em D. melanogaster,
C. elegans, tabaco e mamiferos (Hannon., 2002) e sdo responsaveis pela clivagem dos
dsRNAs em duplexes de 21 nucleotideos denominados siRNAs (small interfering
RNAs). Essas moléculas contém uma por¢do terminal 3’hidroxil e 2 nucleotideos
protusos (overhang) em 3’e uma por¢do terminal 5’fosforilada. Estas caracteristicas
estruturais sdo muito importantes para os proximos estagios do mecanismo de RNAi

(Chiu &Rana., 2002).



Os siRNAs produzidos pela Dicer sdo incorporados por um complexo de nuclease, o
complexo de RNA indutor de silenciamento (RISC), que contém uma endoribonuclease
que, através da seqii€éncia codificada pela fita antisenso do siRNA, encontra e destroi a
seqliencia complementar do RNA mensageiro (RNAm) (Fig. 1). O RNAm alvo ¢ clivado
em fragmentos com cerca de 22 nucleotideos.

Quando a clivagem ¢ completa, RISC e siRNA sdo liberados e podem ser usados em
um novo ciclo de reconhecimento e clivagem. Nos invertebrados, os siRNAs funcionam
como primers € o processo de silenciamento ¢ auto-sustentavel devido a acdo de uma RNA
polimerase dependente de RNA (RdRP), gerando um RNA complementar (dsRNAs),
através da molécula de siRNA, que dard inicio novamente ao processo (Fig. 1). Esta etapa

do processo ndo ¢ observada em mamiferos (Dalmay et al., 2000).



BMA Helicase

T

mBNA alvo
|

v
RISC ::

mENA alvo
|
¥
) mRNA alvo
|
+
RNase D
— @

Figura 1. Via de silenciamento génico pds-transcricional (RNAi). A enzima celular Dicer cliva os dsRNAs
em siRNAs de 21 a 25 nucleotideos. Os siRNAs sdo incorporados no complexo de RNA indutor de

silenciamento (RISC) , que usa a fita antisenso do siRNA para encontrar e destruir o RNAm alvo.



1.3. Aplicacoes Terapéuticas da RNAi

A técnica de RNAI pode ser direcionada para silenciar genes essenciais de qualquer
patogeno. Isto pode ser alcangado sem afetar o hospedeiro, uma vez que a maioria absoluta
dos estudos aponta RNAi como um fendmeno totalmente alvo-especifico (Marathe et
al;2000; Mourrain et al., 2000).

Terapias génicas baseadas na técnica de RNAI, especialmente no tratamento de
infecgOes virais tem se tornado cada vez mais interessantes € promissoras. Recentemente
siRNAs foram usados, in vitro, para alterar o processo da infec¢do viral, pela inibicao da
expressao de antigenos virais € genes acessorios, controlando a transcri¢do e replicagdo do
genoma viral e impedindo a montagem de particulas virais (Lindenbach & Rice., 2002)

O tratamento de varios tipos de cultura de células com siRNAs direcionados contra
alvos celulares e virais e revelado papéis especificos de proteinas alvos nos processos de
infecgdo e replicagdo viral (Fischer & Yin., 2004).

A habilidade da RNAi em elucidar papéis bioldgicos de fatores regulatdrios virais e
celulares envolvidos no controle da expressdao de um gene viral foi constatada em trabalhos
com HIV (Virus da Imunodeficiéncia Adquirida). Células tratadas com siRNAs
direcionados contra os genes da HIV-tat e genes da transcriptase reversa ou contra a
subunidade NF-kB p65 do hospedeiro, evidenciando diminui¢do da expressdao de proteinas

virais e celulares (Surabhi & Gaynor., 2002).



Quando células humanas e de camundongos foram pré-tratadas com siRNAs do
genoma de poliovirus, a replicacdo deste virus nestas células foi reduzida. Os autores
concluiram que a técnica de RNAI, utilizado siRNAs correspondentes a seqiiéncias virais,
induz uma resposta antiviral efetiva (Gitlin ez al., 2002).

Outro estudo mostrou que siRNAs podem eficientemente silenciar componentes
celulares, como a laminina AC, assim como o virus da hepatite C (HCV) em linhagens
celulares Huh-7 resultando em uma diminuicdo de 80% do RNA do HCV dentro de quatro
dias (Randall et al., 2003).

O virus da Hepatite B (HBV) que causa uma infeccdo aguda e cronica no figado
humano também ja foi alvo de estudo utilizando a técnica de RNAi. Konishi et al. (2003)
utilizando uma linhagem celular que produz particulas do HBV (HepG2.2.2.15), realizaram
transfeccdes com siRNAs especificos para o genoma viral. E relataram que siRNAs alvos
contra antigenos da superficie e outras regides inibiram a replicacdo do virus da hepatite B.

Estudos realizados com o virus da influenza utilizaram siRNAs alvos contra as
proteinas do nucleocapsideo (NP) e do complexo de transcriptase polimerase (PA e PB1)
viral. Os siRNAs foram eficazes em células de cultura inibindo a replicag¢do viral. Estes
resultados contribuem para um melhor entendimento dos mecanismos de trancricdo e
replicacdo destes virus e juntamente com outras pesquisas que tém como objetivo usar os

siRNAs para profilaxia e terapia do virus da influenza (Ge et al., 2003).



A eficiéncia da RNAi, também foi observada em trabalhos com os Paramyxovirus.
Moléculas de siRNAs contra proteinas F, importantes para a fusdo viral no processo inicial
de infec¢do (formagdo de sincicios), foram eficazes na interferéncia da infecgdo viral,
ocorrendo uma diminuicao de sincicios. Estes resultados validaram o papel essencial da
proteina F no processo de fusdo celular dos Paramyxovirus (Britko& Barik., 2001).

A inibicdo da replicacdo de um herpesvirus, Anatid Herpes Virus (AHV-1), foi
também observada através siRNAs que promoveram o silenciamento viral em células de
aves. A reducdo da replicagdo viral foi avaliada através do efeito citopatico e quantificacao
viral (Malanna et al., 2006).

Trabalhos recentes também evidenciam o uso desta metodologia para silenciar
genes (em cultura) contra o virus da SARS, um novo membro da familia dos
coronavirus, responsavel pela sindrome respiratéria severa aguda (SARS), considerada
atualmente como uma das doengas humanas epidémicas que ameagam a saude mundial.
Zhang et al., (2004) utilizando siRNAs direcionados contra proteinas da espicula (S) do
virus da SARS, constataram a diminuicdo da expressdo génica da proteina S em
células 293T infectadas com o virus. Tais resultados comprovam que a supressdao de
proteinas virais pela técnica de RNAi pode ser uma estratégia efetiva na terapia de
infeccdes virais. Shi et al. (2005), realizaram estudos em cultura com siRNAs sintéticos
contra proteinas estruturais, M, N e E do mesmo virus e constataram que estes siRNAs
foram capazes de inibir a expressdo génica do virus e que pode ser considerado,
futuramente, como uma nova estratégia terapéutica no tratamento da SARS.

Os trabalhos citados anteriormente, relatam a eficiéncia da técnica de RNAi na
inibicdo de varios tipos de infecgdes virais, em cultura de células, tendo como alvo

genes virais ou celulares. Ainda revelam papéis especificos das proteinas estudadas no



processo de invasdo e replicagdo viral, contribuindo assim para um melhor
entendimento das infec¢des virais.

Embora tenha ocorrido a inibicdo de alguns virus como os poliovirus, HIV,
influenza, SARS, através da introducdo de siRNAS in vitro, muitas pesquisas
necessitam ser feitas a fim de que seja estabelecido o papel do RNAi em uma infecgdo
viral natural, e muitas questdes necessitam ser esclarecidas antes que a tecnologia

baseada na RNAI seja usada rotineiramente no tratamento de doencas virais.
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1.4. O virus da hepatite murina
O virus da hepatite murina (Mouse Hepatite Virus - MHV), pertecente ao grupo
dos Coronavirus, ¢ o patégeno mais identificado em colonias de camundongos
convencionais utilizados como modelo experimental. Sua descoberta foi descrita por
Gledhill & Andrewes em 1951. Anos mais tarde, em 1968, foi introduzido o nome
coronavirus por Tyrrel et al, baseada na morfologia de coroa que estes virus
apresentam quando observados na Microscopia Eletronica de Transmissdo. Em 1975, a
familia Coronoviridae foi estabelecida pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral.
Os coronavirus, até o final de 2002, eram divididos em 3 grupos antigénicos, €
classificados de acordo com o hospedeiro, seqiiéncia nucleotidica e testes soroldgicos.
Fazem parte do grupo I, os coronavirus humanos, responsaveis por 30% dos resfriados
comuns (HCoV-229E e HCoV- 0OC43). O virus da hepatite murina (MHV) e
coronavirus bovino (BcoV) estdo inseridos no grupo II e o virus da bronquite infecciosa
(IBV) e coronavirus de peru (TCOV) pertencem ao grupo IIl. No fim de 2002 foi
identificado um novo Coronavirus, o SARS-CoV, que causa a sindrome severa aguda
respiratéria (SARS), responsavel por uma epidemia na China (Ksiazek et al., 2003).
Alguns pesquisadores incluem este novo coronavirus no grupo II (Snijder et al., 2003),
enquanto outros criaram um novo grupo para estes virus dentro dos Coronavirus (grupo
IV), devido a diferencas identificadas no genoma deste virus (Rota et al., 2003).
Os coronavirus infectam superficies de mucosas, causam doencas entéricas e
respiratorias e podem provocar importantes perdas econdmicas, particularmente em caso
de infec¢des em bovinos e suinos. Além disso, induzem doencas hepaticas e do sistema

nervoso central (MHV) e muitas vezes infecgdes sistémicas (virus da peritonite
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infecciosa de felinos). Em condi¢des experimentais, a susceptibilidade a infecgdo por
coronavirus depende de fatores como background genético, idade do hospedeiro, tipo de
virus, dose ¢ via de inoculagao(Lavi et al., 1986; Sidell et al., 1995).

Os coronavirus sao virus grandes com 80 a 160 nm de diametro e formam um
grupo de virus patogénicos, envelopados que possuem o maior genoma dos virus de
RNA, constituido por uma molécula de RNA simples fita (+) de aproximadamente 30 kb
(Lai & Holmes, 2001). A organizacdo genOmica dos coronavirus estd representada na
Fig.2.

O genoma desta familia viral contém aproximadamente de sete a quatorze genes
funcionais, sendo que dois genes codificam poliproteinas, la e 1b, requeridas para a
sintese viral e acredita-se que seja uma das unicas proteinas virais que sao sintetizadas do
RNA viral gendmico (as outras proteinas sdo traduzidas dos RNAsm subgenomicos).
Quatro ou cinco genes codificam proteinas estruturais e oito genes sdo responsaveis

pelas proteinas acessorias (Spaan et al., 1998)

18 1 2a 4 5a
= B, Group 2
HE S M IN

Figura 2. Organiza¢do gendmica dos coronavirus do grupo 2. Notar a presenca dos genes da replicase
(ORF 1%, 1b), genes estruturais (S, M, N e HE) e de genes ndo estruturais ( Navas- Martin &

Weiss., 2003)
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Cada particula viral ¢ constituida por quatro proteinas estruturais além do RNA,

conforme pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Morfologia da particula viral de um Coronavirus. M (proteina da Membrana), S
(gliproteina da espicula), E (proteina menor da membrana), N (proteina do
nuclecapsideo) constituem as proteinas estruturais dos Coronavirus (Fonte: Sidell et

al.,1982)

A proteina da espicula, proteina S, uma glicoproteina de aproximadamente 180
kDa, localizada na membrana viral, ¢ responsavel pela formacao das espiculas e pela
ligacdo da particula viral a célula hospedeira, apresentando um importante papel na
fusdo do envelope viral com a membrana celular. O primeiro passo para o ciclo de
infecg¢do dos virus envelopados ¢ a interagdo com os receptores celulares e subseqiiente
fusdo com a membrana celular, processo mediado pela proteina S. Variagdes da
proteina S entre os tipos de coronavirus sao responsaveis pela mudanga de hospedeiro e

tropismo tecidual (Kuo ez al., 2000).
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A proteina M, proteina da membrana que determina o sitio de ligagdo na
membrana celular ¢ essencial para a formacdo do envelope, interage com o
nucleocapsideo viral e induz a produgdo de interferon. A proteina E, proteina associada
a membrana, ¢ responsavel pela montagem das particulas virais. Revestindo todo o
RNA viral encontra-se a proteina do nucleocapsideo, proteina N, que possui multiplas
funcdes que estdo envolvidas com sinais nucleares, replicagdo viral, regulacdo da
sintese e empacotamento de RNA. Em muitos coronavirus, a proteina N ¢ altamente
conservada, imunogénica e expressa em altas concentracdes durante a infec¢do. Estas
caracteristicas fazem dela um alvo importante para a produgdo de anticorpos
neutralizantes e diagnostico (Kuo & Masters., 2002; Hiscox ef al., 2001).

Alguns coronavirus do grupo 2 (BCV, HCV-OC43, HEV, TCV e alguns tipos de
MHYV) expressam uma quinta proteina, a proteina HE (hemaglutinina—esterase), que
forma pequenas espiculas nos virions, responsavel pela aglutinacdo e adsor¢do do virus
a hemaceas de diferentes espécies animais. A fungdo dessa proteina no ciclo viral ainda

¢ desconhecida (Luytjes et al., 1988)
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O ciclo de replicacao dos coronavirus (Fig.4) obedece a alguns passos, descritos

abaixo:

1. O RNA viral (fita simples positiva) ¢ imediatamente traduzido pela
maquinaria da célula hospedeira. Apenas o primeiro gene, Orf lab
(replicase) ¢ traduzido e como resultado teremos a proteina RdRp (RNA
polimerase RNA dependente);

2. A RdRp sintetiza a fita molde de RNA negativa, complementar ao RNA
genodmico;

3. A fita molde negativa também ¢ usada para sintetizar um conjunto de
RNAs mensageiros (RNAm) subgendomicos. Todos estes RNAm tém
em comum a sua estrutura 3' terminal e se diferenciam no inicio, com
um gene diferente na por¢ao 5';

4. A fita molde ¢ também usada para sintetizar o conjunto de fitas
positivas dos RNAs subgendmicos;

5. Os demais genes dos RNAm serdo traduzidos sequencialmente em
proteinas S, E, M e finalmente N, que ¢ a proteina do nucleocapsideo;

6. O RNA mensageiro inteiro, sintetizado em adigdo aos RNAs

subgendmicos, nao ¢ traduzido, sendo utilizado como material genético

para a geracao de outras particulas virais.
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Figura 4. Diagrama mostrando o processo de replicagdo dos Coronavirus. Notar o papel das
proteinas da Replicase e a foram¢ao dos RNAsm subgendmicos. (Fields Virology

2001)

O MHV ¢ responsavel por infec¢des murinas de dificil deteccao e controle em
animais de laboratdrio mantidos de forma convencional, ou seja, sem a presenga de
barreiras protetoras, tais como, isoladores, gaiolas protegidas por filtros. Varias
variantes virais, que diferem na sua patogenicidade e antigenicidade, tém sido isoladas
(Barthold & Smith., 1984; Bond ef al., 1979; Gilioli et al., 1996; Taguchi et al.,1982).

Trabalhos recentes sugerem que as diferentes variantes de MHV podem ser
divididas em dois grandes grupos de acordo com o tropismo tecidual: os pleiotropicos

que replicam predominante no trato respiratorio (MHV-1, MHV-3, MHV-JHM, MHV-
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A59) e os enterotropicos que replicam predominantemente no trato intestinal (MHV-Y
MHV-D e MHV-S/CDC). Entretanto, infecgdes de outros orgdos tais como figado,
cérebro e orgaos linfoides também podem ocorrer (Barthlod & Smith., 1992).

A alta prevaléncia em biotérios convencionais deve-se ao fato de a infec¢ao ser
subclinica, muitas vezes diagnosticada tardiamente. Assim, a infec¢do de animais de
laboratorio por MHV muitas vezes interfere nas pesquisas cientificas, levando a

interpretacdo erronea de resultados experimentais(Gilioli et al., 1996).
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1.5. Fator limitante da Interferéncia por RNA

RNAI tem permitido grandes saltos nos estudos funcionais de genes e tem sido
uma nova esperanga em terapias  genéticas. Por exemplo, em C.
elegans,aproximadamente 16.700 genes foram classificados funcionalmente utilizando-
se a técnica de RNAI. Virus que causam doengas como a AIDS e hepatite t€ém sido alvo
de estudos muito promissores utilizando esta técnica. No entanto, estes avangos, como
em qualquer outra tecnologia, vém associados a dificuldades, relatadas, na maioria das
vezes, em estudos com vertebrados. Muitas destas dificuldades estdo associadas a
manipulacdo das moléculas de dsSRNA (com mais de 30 pb) em células de mamiferos,
que ativam uma resposta mediada pela via de ativagdo de interferon (IFN) a e B levando
a uma degradacdo de transcritos de RNA nao especificos e interferindo na tradugdo de
proteinas celulares (Karpala ef al ., 2005 ).

Inicialmente, pesquisas conduzidas por Elbashir et al. (2001) demonstraram que
siRNAs, diferentemente dos dsRNAs, ndo induziam esta via de ativagdo antiviral em
mamiferos e, conseqiientemente, técnicas de silenciamento génico por RNA avangaram
rapidamente. Pesquisas mais recentes, entretanto, mostram mudangas nestes conceitos.
Sledz et al., (2003) demonstraram que a ativagao de IFN a ¢  mediada pelas vias JAK-
STAT e PKR (proteina kinase) ¢ induzida apos a introducdo de siRNAs, produzindo
assim efeitos inesperados e contraditorios, induzindo o silenciamento ndo especifico,
mas de grande importancia, uma vez que siRNAs atualmente estdo sendo estudados para
serem usados em fins terapéuticos.

Kim et al. 2004 constataram que siRNAs sintetizados pela RNA polimerase do
bacteriéfago T7 podem desencadear uma potente inducao de IFN o e f em uma variedade

de linhagens celulares. A anélise dos mediadores potenciais desta resposta revelou que a
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por¢do 5'trifosfato, presentes nas moléculas de siRNAs apos a sintese por T7, ¢
importante para a inducdo de IFN. Esta descoberta foi realizada em experimentos que
tinham como alvo o Herpes virus (HSV-1), nos quais foi relatado que siRNAs nao
especificos para ao virus (irrelevantes), inibiam a infec¢do viral. Com estas observagdes,
os pesquisadores sugeririam que algum componente da T7 polimerase induzia uma
resposta antiviral, ndo seqiiéncia especifica. Para verificar se a resposta antiviral era
mediada por IFNs, o sobrenadante das células transfectadas com siRNAs transcritos por
T7 foram submetidas ao ensaio de ELISA, e concluiu-se que uma combinagdo de
anticorpos para os IFNs a e B foram requeridos para neutralizar a inibigao, sugerindo-se
que os dois IFNs eram os mediadores da reposta antiviral. Ainda com o intuito de
constatar qual era a parte da molécula que estava induzindo a producdo de IFN.
Moléculas de siRNAs sintetizadas industrialmente foram comparados com aqueles
sintetizados por T7 e observou- se que estes possuiam uma por¢ao S’trifosfato na sua
composi¢do. Para remover este componente, as moléculas foram tratadas com fosfatase
alcalina (CIAP). Logo apds este procedimento as moléculas ndo induziam mais a
producao de IFN que, portanto, eram induzidos devido a presenga de 5’trifosfato. Assim,
estes autores demonstraram que siRNAs transcritos em laboratério podem induzir uma
resposta mediada por IFN, que por sua vez pode interferir em experimentos que utilizam a

técnica de RNAi1 como ferramenta para o estudo de infecgdes virais.
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Com estes ultimos estudos, ficou comprovado o fato que siRNAs também podem
induzir uma resposta mediada por IFN, assim com os dsRNAs. Portanto, mecanismos
antivirais associados com a RNAi podem ser freqiientes e necessitam ser considerados,
levando-se em conta que moléculas de dsRNA sdao potentes indutores de IFN em
vertebrados (Manche et al., 1992)

1.5.1 Ativacao de IFN

A via de ativacdo de IFN ¢ uma das respostas antivirais mais conhecidas. [FNs
sdo uma categoria de citocinas, divididos em dois grupos. Apenas os IFNs do tipo 1,
que incluem IFN o e B, sdo induzidas pelos virus e constituem a primeira linha de
defesa do organismo contra as infecgdes virais, protegendo as células vizinhas de
infecgdo e bloqueando a infec¢dao viral. Este processo ocorre devido a ativagdao de
componentes da cascata de indugdo de produgdo de IFN (Fig. 6), como PKR e OAS
(2’5’ oligo A sintetase). A enzima OAS ¢ ativada por dsRNA epor sua vez ativa
produtos e uma endoribonuclease (RNAse L), que provoca a destrui¢cao de diversos
RNAs, favorecendo a inibi¢ao da sintese protéica (Karpala et al, 2005).

As dsRNAs também ativam PKR, que fosforila e inativa um fator de tradugdo
elF2. Esta ativacdo leva a uma inibigdo generalizada da tradugdo e pode alterar o
metabolismo celular e muitas vezes ativa vias de apoptose. PKR ¢ uma de muitas
kinases nas células de mamiferos que podem mediar esta resposta (Fig. 5). Portanto,
interagdes mediadas por dsRNAs podem ser decisivas no processo de muitiplicagdo

viral no hospedeiro.
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Atualmente a RNAI estd sendo relatada como uma ferramenta ideal para inibir a
replicagdo viral in vitro, uma vez que siRNAs alvos podem silenciar genes importantes de
diferentes virus. Diversos trabalhos demonstram a eficiéncia desta técnica, e varias
referéncias bibliograficas descrevem algumas limitagdes que podem interferir na eficiéncia
e especificidade da RNAi1 no estudo de infecgdes virais (Karpala ef al., 2005; Kim et al.,
2004).

Todos esses fatores levaram-nos a avaliar a técnica de RNAI contra uma infec¢ao
viral, utilizando o MHV-3 como modelo experimental. Espera-se que os dados obtidos nos
experimentos realizados no laboratério de Genética Molecular/ FCM/ UNICAMP

adicionem informagdes importantes sobre o uso da RNAi no contexto das infecgdes virais.
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I1. OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia e a especificidade da técnica RNAi

no controle da infecg¢ao pelo virus da hepatite murina tipo 3 ( MHV-3) in vitro.

Os objetivos especificos do trabalho incluiram a:

v Comparagéo da eficiéncia das diferentes moléculas interferentes desenhadas para o

MHV-3;

v Observagio do efeito antiviral de moléculas de siRNAs pela avaliagdo fenotipica

das culturas celulares infectadas por MHV-3;

v Confirmagéo do silenciamento génico através de técnicas moleculares.
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III. MATERIAL E METODOS
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3.1. Desenho dos siRNAs sintetizados por T7 RNA polimerase

As seqiiéncias genomicas de MHV foram obtidas no GenBank (AF 201929). Foi
escolhido como alvo a proteina N, do nucleocapsideo do MHV-3 importante na formagao
da particula viral e na regulagdo da sintese do RNA. Em seguida, as seqiiéncias
nucleotidicas foram alinhadas (independentemente) no programa Clustal X, onde SNP
(single nucleotides polimorphisms) foram identificados.

Esse passo ¢ importante para evitar regides polimorficas, pois um Unico mal-
pareamento do siRNA com o RNA alvo pode impedir a clivagem por RISC. Escolheu-se
entdo uma seqiiéncia de 21-mer com estrutura GN7CN, (pré-requisito do protocolo de
transcri¢do in vitro utilizado neste projeto) (Donze & Picard., 2002), com o objetivo de se
obter uma eficiente transcricdo durante o processo de sintese dos siRNAs (descrito no
préximo topico). Apds esta selecdo foi usado o programa “blast search for short nearly
exact matches” (NCBI; www.ncbi.nlm.nith.gov/BLAST/), para eliminarmos os siRNAs
que eventualmente fossem complementares a transcritos do camundongo. Logo apos este
procedimento, os oligos selecionados foram analisados quanto sua estrutura secundaria no
subprograma Oligo, do programa Gene Runner. Por fim deu-se preferéncia aos oligos que
apresentavam na sua estrutura a porcentagem de GC entre 45 e 55% sendo evitadas
seqliéncias de baixa complexidade e siRNAs proximos entre si.

Foram obtidos dois siRNAs, denominados 634 ¢ 910 de acordo com a posi¢ao no
RNA mensageiro. A seqiiéncia do promotor da T7 RNA polimerase foi inserida na
extremidade 3’ dos oligonucleotideos acima mencionados, para a posterior utilizacdo no

protocolo de transcrig¢do in vitro.
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As seqiiéncias do oligo T7 e os oligos escolhidos para o uso neste projeto, inclusive
os controles utilizados (mutados ¢ irrelevantes) sao:
Oligo T7:
5" GGT AAT ACG ACT CACTAT AG 3’
Template 634s:
5'GCG CTA GAA GCA GTT CCA ACC TAT AGT GAGTCG TATTACC 3’
Template 634as:
5'CTG GTT GGA ACT GCT TCT AGC TAT AGT GAG TCG TATTACC 3
Template 910s:
5'GTG ATC CGC AGT TCC CCA TTC TAT AGT GAG TCG TAT TAC C 3'
Template 910as:
5' AAG AAT GGG GAA CTG CGG ATC TAT AGT GAGTCG TATTACC 3
Template 5 si RNA S. mansoni (irrelevante)
5> AAGCATAGCCAACGACAAATCTATAGTGAGTCGTATTACC 3’
Template 6 si S. mansoni (irrelevante)
5" TCGATTTGTCGTTGGCTATGCTATAGTGAGTCGTATTACC 3’
Template 7 Human ERAF (irrelevante)
5> AGG AAG TCC CTG TAC TTG GCC TAT AGT GAGTCGTATTACC 3
Template 8 Human ERAF (irrelevante)

5" CTG GCC AAG TAC AGG GAC TTC TAT AGT GAGTCG TAT TACC 3’
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3.2 Sintese dos siRNAs por transcri¢ao in vitro por T7 RNA polimerase

Para a obtencdo de siRNAs que foram utilizados nos experimentos in vitro, os
oligos foram primeiramente ressuspendidos em agua ultrapura, foram anelados com o oligo
da T7 RNA polimerase, aquecidos e depois submetidos a reagdo de transcrigdo in vitro.
Neste processo os siRNAs foram produzidos a partir de oligos de DNA de 40 nt (Yu et al.,
2002). Estes oligos apresentam uma regido que funciona como um promotor para a T7
RNA polimerase, ocorrendo, desse modo, a sintese de um oligo de RNA de 21 nt (fig.6).
Cada oligo de RNA gerado foi anelado com o seu correspondente. A reagao de transcricao
in vitro foi feita de acordo com as instrucdes do fabricante (Ampliscribe "™ T7 trascription
Kit; Epicentre, Madison, Wisconsin, USA).

Template

.
(=]

siHMA

fes

™ !||ii||||||i;|||||.iﬁ'

Tempkate
Figura 6. Sintese de siRNAs através da transcri¢do in vitro por T7
RNA polimerase. Os oligos anelam-se ao promotor T7,
formam um duplex que terd a fungdo de promotor para

T7 RNA polimerase. Em vermelho os oligos gerados.
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3.3. Tratamento com fosfatase alcalina e purificacdo dos siRNAs

O tratamento para retirada de residuos de trifostato dos siRNAs sintetizados foi feito
de acordo com o protocolo de Alkaline Phosphatase Calf Intestinal (CIAP) da Promega
(Madison, Wisconsin, USA), apds a quantificacdo dos siRNAs. Para isso, primeiramente
ocorreu a purificacdo dos siRNAs através da precipitacdo em etanol, depois o precipitado
foi ressuspendido em 40 ul de 10 mM Tris-HCI e incubado a 37°C por 30 minutos. Logo
em seguida adicionou-se uma nova aliquota de CIAP diluida em tampao (do fabricante) e
foi feita uma nova incubagio por 37°C por mais 30 minutos. Finalmente adicionou-se 300
puL do tampao e os siRNAs foram purificados com Acetato de Sodio 0,3 M e etanol, com a
finalidade de eliminar proteinas e nucleotideos livres, toxicos as células da cultura.

Depois de tratados com fosfatase alcalina e purificados, os siRNAs foram

quantificados em espectrofotdmetro (Gene Quant —Amersham Biosciences) .

3.4. Desenho dos siRNAs sintéticos

O desenho dos siRNAs sintéticos foi feito baseado no Programa Strand Analysis,
desenvolvido no Laboratorio de Genética Molecular, FCM/ UNICAMP. Neste programa
utiliza-se, para o desenho dos siRNAs, os mesmos parametros descritos nos desenhos dos
siRNAs sintetizados pela T7 RNA polimerase (descrito anteriormente), com a diferenga de
que se adiciona mais uma andlise, o calculo da energia livre (AG), para a avaliacdo da
eficiéncia dos siRNAs na RNA..

Estudos relacionados com o mecanismo da RNAi, relatam que a eficiéncia do
silenciamento esta diretamente ligada a transferéncia da fita antisenso com a extremidade 5’

menos estavel para a RISC. Sendo assim, uma baixa eficiéncia no silenciamento acontecera
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se a fita senso for transferida para a RISC, ou seja, se ela for menos estavel que a fita
antisenso. Desse modo, a analise da estabilidade termodindmica das extremidades das fitas
senso ¢ antisenso dos siRNAs ¢ um passo importante para a escolha de um siRNA eficiente
(Schwars et al., 2003; Khvorova et al., 2003).

O valor de G ¢ definido pelos quatro primeiros pares de base de cada extremidade
(Khvorova et al., 2003).0 AG da molécula seréd a diferenca da somatodria dos valores de G
da porcao 5°do oligo antisenso com a somatoria dos valores de G da porcao 5’do oligo
senso, ou seja:

AG= 2 Gas-2Gs

Portanto se AG >0, a fita antisenso sera preferencialmente transferida para a RISC e
conseqlientemente mais eficiente serd o silenciamento génico .

Com base neste programa, analisando o AG das moléculas, foram desenhados dois
siRNAs: siRNA N, tendo como alvo a proteina do nuclecapsideo do MHV-3; e siRNA GFP
(green fluorescent protein). O siRNA GFP foi utilizado como controle irrelevante de
nossos experimentos. As seqiiéncias do siRNAs desenhados estdo abaixo e os oligos foram

sintetizados pela IDT( Integrated DNA Tecnologies, Inc, Coralvill, USA).

siRNA N (890)

5" GAG GCU CUG AAA UGU UAA AAC 3’
5" UUU AAC AUU UCA GAG CCU CCA 3’
siRNA GFP

5" GAC'GGG AACUAC AAGACACGU3

5" GUG UCU UGU AGU UCC CGU CAU3’
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3.5. Cultura celular e transfec¢cio da monocamada celular

Células da linhagem L-929, susceptiveis ao virus MHV-3, foram cultivadas em
frascos de vidro neutro (Frascolex, Brasil) de 75 cm  a 37°C em atmosfera umida contendo
5% v/v de CO,. O meio de cultivo celular utilizado foi MEM-Eagle (Nutricell, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), 100 U.I/mL de
Penicilina e 100 pg/ mL de Estreptomicina. Apos a confluéncia da monocamada celular, as
células foram ressuspendidas por tripsinizacdo e diluidas em meio MEM-Eagle
suplementado com SFB e solugdo de antibidticos, conforme descrito acima, para uma
concentragdo de 1x10* células/mL. Foi adicionado 1,0 mL da suspensdo de células obtida
em cada orificio da placa de 24 orificios (Costar, USA) que foi mantida a 37°C em
atmosfera imida contendo 5% de CO, v/v por 24 horas.

A transfeccdo com siRNAs e com Lipofectamine 2000 (Invitrogen, California,
USA) foi realizada em monocamada celular com 40% de confluéncia, de acordo com
protocolo do fabricante. Para cada orificio da placa de 24 orificios, foram utilizados 2uL
de Lipofectamina 2000 diluida em 150 uL. de MEM-Eagle, incubado por 45 minutos a
temperatura ambiente. Logo apos, foi adicionada o siRNA diluido em 100 uL MEM-
Eagle, com incubagdo por mais 15 minutos a temperatura ambiente. O meio de cultura foi
retirado e a monocamada celular foi lavada com Salina Fazéka pH 7,2. Em seguida a
mistura lipofectamina-siRNA, juntamente com 400 uL. de MEM-Eagle, foi colocada em
cada orificio da placa contendo a monocamada celular e foi mantida por 24 horas a 37°C
em atmosfera imida contendo 5% v/v de CO,.

Nos experimentos com os siRNAs sintetizados por T7 RNA polimerase, utilizou-se

270ng de siRNA por orificio. Nos ensaios realizados com os siRNAs sintéticos foram
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utilizadas diferentes concentracdes de siRNAs (135ng, 162ng, 189ng, 243ng e 279ng) por

orificio da placa de cultura.

3.6. Determinacao da TCIDs, e Infeccao da monocamada das células L-

929 com MHV-3 apos tranfeccao

Uma aliquota do sobrenadante da cultura de células L-929 infectadas por MHV-3
foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Controle de Qualidade Animal do CEMIB-
UNICAMP. Esta aliquota foi expandida, através da infec¢do de monocamada de células L-
929, para determinacdo da dose infectante 50% para cultivo celular (TCIDs). Para isto,
monocamadas de células L-929 foram tripsinizadas e ressuspensas em MEM-Eagle
contendo 10% SFB, 100 U.I/ml de penicilina e 100 pg de Estreptomicina, de forma a
conter 2x10° células/mL. Em placas de 96 orificios (Costar, USA), foram adicionados 100
uL da suspenséo de células que foram mantidas a 37°C em atmosfera imida contendo 5%
v/v CO; por 24 horas. Apos sucessivas lavagens com solugdo de salina Faséka, pH 7,2,
foram adicionados 100 pL da amostra de MHV-3, testadas em quadriplicata, das diferentes
dilui¢des na razdo 10. Como controle negativo da reacdo foi utilizada monocamada de
células L-929 ndo infectadas. A observacdo do efeito citopatico foi realizada 24 horas ap6s
infeccao (hpi) e o titulo viral expresso como 1TCIDs, foi determinado de acordo com o
método de Reed & Muench (1938).

Vinte e quatro horas apos a transfec¢do, as monocamadas de células L-929 foram
submetidas a sucessivas lavagens com solugdo salina Faséka, pH 7,2, infectadas com 200
uL da suspensdo do MHV-3 contendo 1TCIDso (10 ) ¢ mantidas a 37°C em atmosfera

umida contendo 5% v/v de CO;, durante duas horas. Apés o periodo de adsorgdo, a
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suspensao viral foi retirada e foram adicionados 500 pL. de MEM-Eagle em cada orificio da
placa de 24 orificios. As células foram mantidas a 37°C em atmosfera umida contendo 5 %
v/v de CO; por 48 horas. As monocamadas celulares foram observadas quanto a ocorréncia
de efeito citopatico 24 a 48 hpi e fotografadas em aumento final de 250 vezes com uso de

maquina fotografica digital modelo Coolpix 2000 (Nikon, USA).

3.7. Definicao dos ensaios realizados
Os experimentos foram divididos em 2 grupos distintos: no grupo 1 foram incluidos
os siRNAs sintetizados por T7 polimerase (siRNA 634, siRNA 910, siRNA S. mansoni e
siRNA ERAF). No grupo 2 foram incluidos os siRNAs sintéticos (siRNA N e siRNA
GFP).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando-se como controles
células L-929 nao transfectadas € ndo infectadas e células L-929 infectadas com 1TCIDsg

do MHV-3.

3.8.Extracido de RNA

A extracdo do RNA foi realizada com a utilizacdo do TRIzol LS (#10296-010,
Invitrogen, California, USA), conforme técnica descrita pelo fabricante. Para cada 500 uL
da suspensdo de células L-929 foi adicionado 1mL de TRIzol. Apdés a incubagdo por 5
minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 200 pL de cloroférmio, incubando-se

por mais 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12.000 rpm por 15 minutos a 4°C (Eppendorf 5402, Rotor F 45-30-11, USA) para coleta da

fase aquosa.

33



O RNA da fase aquosa obtida foi precipitado com 500 puL de isopropanol a 4 °C por
10 minutos e foi feita a centrifugagdo a 12.000rpm (Eppendorf 5402, Rotor F 45-30-11,
USA ) por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido
em 1 mL de etanol 75%. Apds agitacdo em aparelho tipo vortex (PHOENIX, USA) por 15
segundos, o material foi centrifugado, nas mesmas condi¢des descritas acima, por 5
minutos a 4 °C. Em seguida, o etanol foi descartado e o RNA precipitado foi ressuspenso

em 30 pL de dgua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, GIBCO BRL).

3.9. Reacio de polimerase em cadeia com transcricdo reversa (RT-PCR)

A reacdo de transcri¢ao reversa (RT) foi feita com o Kit Superscript III polymerase
(Invitrogen, Califérnia, USA). O ¢cDNA foi amplificado pela técnica de PCR e os primers
desenhados para amplificacdo da regido correspondente a proteina N do MHV-3, foram: ‘5-
CTG GTA ATG GCA TCC TCA AGA-3" e '5-TTG GCG CTT TGC TTA GTT ACC-3".
Os primers desenhados para amplificagcdo da a tubulina, utilizados como controles internos
da reagdo, foram: 5’-CTC TCT GTG GAT TAC GGA AAG -3’ ¢ 5’- GGT GAT CTC
TGC TAC AGA AAG- 3.

A sintese de cDNA necessaria para os experimentos de PCR foi realizada utilizando
a enzima SuperScriptll™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, California, USA). Dois
microgramas de RNA extraido das células L-929 foram incubados com 1 pL de primer
reverso da proteina N (10 uM) IDT( Integrated DNA Tecnologies, Inc, Coralvill, USA), 1
uL de ANTP mix (10 mM) de 4gua para um volume de 14pL, a 65°C por 5 minutos, €
entdo resfriado em gelo. A seguir foram adicionadas a reacdo: 4 puL de 5x First-Strand

Buffer, 1 uL de DTT (0,1M) e 200U da enzima Superscript III RT (Invitrogen, California,
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USA), sendo a amostra incubada a 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e¢ 70°C por 15
minutos.

Na reacdo de amplificagdo foram utilizados 2 pL de cDNA sintetizado
anteriormente, 1 pL ANTP(10 mM), 2 pL de cada primer (10 uM), 3 pL de MgCl, (25 mM)
e 0,4 pL da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen, Califérnia, USA). Em seguida as
amostras foram submetidas a um programa de amplificacdo que consistiu de um ciclo
inicial de desnaturagdo de 94°C por 5 minutos seguido de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e finalmente 1 ciclo de 72°C por 10
minutos.

As reagdes de RT-PCR para amplificacdo das regides correspondentes a proteina e a o.-
tubulina foram realizadas em reagdes separadas no termociclador (MJ Research PC-100).
Para a visualizacdo dos produtos obtidos pelo PCR, 10 puL do amplificado, e 4 uL do
marcador molecular (Invitrogen, Califérnia, USA) foram aplicados em um gel de agarose
1% em tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA) 2M com 17uL de Syber Green (Invitrogen,
California, USA). A corrida eletroforética foi realizada a 80V por 45 minutos. As bandas
foram visualizadas em transluminador de ultravioleta e fotodocumentadas.

Nesta metodologia foi feita a analise das células transfectadas com os siRNAs sintéticos

(N e GFP). Como controle positivo foi utilizado o experimento com células infectadas com

MHV-3.
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3.10. PCR em Tempo Real

A sintese de cDNA necessaria para os experimentos de PCR em tempo real foi
realizada utilizando a enzima SuperScriptlll™ Reverse Transcriptase (Invitrogen,
California, USA). Dois microgramas de RNA extraido das células L-929 foram incubados
com 250ng de primers randomicos (Invitrogen, Califérnia, USA), 1 uL de ANTP mix (10
mM) de e 4gua para um volume de 14uL, a 65°C por 5 minutos, e entdo resfriado em gelo.
A seguir foram adicionadas a reagdo: 4uL de 5x First-Strand Buffer, 1 uL 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.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o sistema TagMan™™
(Applied Biosystems, California, USA), que ¢ constituido por um par de primers (F
5'"GCCCGGCACGGTATTG 3" ¢ R 5"AGACCTTCCCGAGCCTTCTA 3’) e uma sonda
marcada com fluoréforo (5'CCTCAGGGCTTTTATG 3°). Essa sonda ¢ marcada com o
fluoroforo FAM™ e esta localizada na posigdo 544 da seqiiéncia do gene da proteina N. O
controle endégeno escolhido foi 0 GAPD ( gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), o qual
vem marcado com o fluoréforo VIC™.

As reagoes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata a partir de: 6,25
puL de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625 puL da solucdo de primers e sonda,
1,625 pL de 4gua e 4,0 uL de cDNA (40 ng). Os reagentes, com excecao do cDNA, foram
todos pipetados dentro de um fluxo laminar (livre de &cidos nucléicos), a fim de proteger os

reagentes de contaminagao de cDNA de experimentos anteriores. Para todas as corridas e
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para cada par de primers foi feito um “branco” (reagdo com todos os reagentes e agua
substituindo o cDNA). As condigdes de ciclagem utilizadas para amplificagio foram: 50°C
por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos ¢ 60°C por 1
minuto, ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo passo.

Para se iniciar a quantificacdo relativa das amostras ¢ necessario primeiramente
fazer a validagdo dos primers utilizados, tanto para o gene de interesse quanto para o
controle endogeno, calculando a eficiéncia da amplificacdo de ambos e posteriormente

normalizando os dados do gene de interesse com os dados do controle.

A eficiéncia é calculada através da formula:

E= 10(—1/slope) _1,

onde slope ¢ a inclinagdo da curva padrdo gerada pelos dados: log da concentragdo das
amostras x Ct (Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificagdo atravessa o
Threshold, servindo como base para comparagdo entre amostras) (Figura 7). O valor da
eficiéncia deve ser 1 &+ 0, 1, ou seja, proxima a 100% e deve ser semelhante entre controle
enddgeno 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 acima de 95% de confiabilidade.
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Figura 7. Tela do aplicativo “7500 System SDS Software” mostrando a curva padrdo gerada a partir do log
da concentragdo das amostras (eixo X) e os Cts (eixo Y). Notar quadro destacando o valor de slope

(inclinagdo da reta) que ¢ utilizado no calculo da eficiéncia da amplificagdo.

Para a placa de validagdo do gene da proteina N foram feitas triplicatas de uma
amostra de cDNA (amostra de células infectadas com MHV-3) em seis concentragdes
diferentes (1000ng, 200ng, 40ng, 8ng, 1,6ng, 0,32ng), utilizando os primers para a proteina
N e para GAPD, em reacdes separadas. Essa grande variacdo de concentragdes nos permite
conhecer se, posteriormente, poderemos trabalhar com seguranca com possiveis amostras
que tenham a expressao muito baixa, por exemplo.

Nos ensaios de quantificagdo relativa do Real-Time PCR utilizamos a concentra¢ao
de 40 ng de cDNA.

Apo6s o calculo das eficiéncias de amplificacdo dos genes alvo e enddgeno foi
construida, como indicado pelo protocolo, uma curva (fora do aplicativo do ABI 7500). No
eixo X foram colocados os mesmos valores de log da concentracdo das amostras € no eixo
Y a diferenca entre a média do Ct do controle endogeno ¢ a média do Ct do gene de

interesse, normalizando a amplificagdo do gene alvo e do enddgeno. O valor da inclinacao
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da curva deve ser menor que 0,1. Com base nos resultados obtidos, na valida¢ao do gene da
protéina N, utilizamos nos experimentos de quantificagdo relativa a concentragdo de 40ng
de cDNA, para cada amostra experimental.

Nesta metodologia foi feita a andlise dos experimentos realizados com siRNAs
sintéticos. Como controle positivo e negativo da reacdo foram utilizadas células L-929

infectadas com MHV-3 e células L-929 normais respectivamente.

3.11. Western blot

Sobrenadantes das células L-929 transfectadas com o siRNA alvo e posteriormente
infectadas, foram congeladas e, quando descongeladas foram quantificadas pelo método
Bradford (1976). As amostras proteicas de cada experimento foram diluidas em tampao de
amostra (Tris-HCI, 2-Mercaptanol, Glicerol, SDS, Bromofenol 0.1% e agua), aquecidas s
95° C por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE - 10,5%), conforme descrito por Laemmli (1970). Em cada pogo do gel
foi aplicado 40ug de proteina de cada amostra. Os géis foram submetidos a uma corrente
elétrica de 100 V por 2 a 3 horas.

As proteinas virais foram transferidas para membrana de nitrocelulose
(Immobilion-P transfer membrane/ Millipore) a 30 Volts por 2 horas em uma solucao
tampao de transferéncia contendo 0.125 M Tris, 0.192 M Glicina, pH 7.2, e, logo depois foi
realizado o bloqueio da membrana com leite desnatado (Molico, Nestle, Brasil) a 5% p/v
em TBS contendo 0,1% de Tween 20, por 2 horas. A membrana foi incubada durante uma
noite a temperatura ambiente com 4 mL de soro hiperimune anti-MHV-3 diluido 1/250 em

solucdo tampao TBS contendo leite desnatado (Molico, Nestle, Brasil) a 5% p/v.
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Apos realizadas 3 lavagens sucessivas com TBS foi realizada a incubacdo com
anticorpo secundario utilizando-se anticorpo IgG de cabra anti-IgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, USA) na dilui¢do de 1/10.000, durante 60
minutos. A membrana foi em seguida incubada com o substrato BCIP (5-Bromo-4-chloro-
3-indolylphosphate) e o cromodgeno NBT (nitro-blue tetrazolium) para desenvolvimento da
coloracdo. Todos esses procedimentos finais foram executados a temperatura ambiente.

Além dos grupos experimentais, foram utilizados como controle positivo o
sobrenadante de células L-929 infectadas com 1TCID50 do MHV-3 e como controle

negativo o sobrenadante de células L-929 nao infectadas com MHV-3.
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IV. RESULTADOS
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4.1. ANALISE MICROSCOPICA
4.1.1 Analise das Transfeccoes com siRNAs Transcritos por T7 RNA

Polimerase por Microscopia ()ptica

Conforme demonstrado nas figuras abaixo os siRNAs especificos (634 e 910) (Figs. 9
e 10), foram capazes de bloquear a infeccdo com o virus MHV-3 das monocamadas de
células L-929 apos transfeccdo, fato este que ndo ocorreu com as monocamadas de células
L-929 somente infectadas com o MHV-3 (Fig.8B). Nesta figura pode-se observar o efeito
citopatico do MHV-3, caracterizado pela formagdo de sincicios e posterior destrui¢do do

tapete celular.

Figura 8. Células L-929. Controle negativo (A) . Células L-929 infectadascom 1 TCIDs, do MHV-3. Controle
positivo (B). Aumento 250 x.
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Figura 9.Células L-929 transfectadas com o siRNA 634 e Figura 10. Células L-929 transfectadas com o siRNA 910 e
infectadas com 1 TCID 50 do MHYV-3 (24 hpt). infectadas com 1 TCID 5 do MHV-3 (24 hpt).
Aumento 250x Aumento 250x

Figura 11. Células L-929 transfectadas com o siRNA Figura 12. Células L-929 transfectadas com o siRNA irrelevante
irrelevante (S. mansoni) e infectadas com ERAF e infectadas com 1 TCID 5y do MHV-3 (24
1 TCID 59 do MHV-3 (24 hpt). Aumento 250x hpi). Aumento 250x
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O siRNA 634 mostrou-se mais eficiente no controle da infecg¢ao pelo virus MHV-3.
Na monocamada celular transfectada com o siRNA 634 foi observada uma quantidade
menor de sincicios (Fig.9) do que na monocamada das células transfectadas com o siRNA
910 (Fig.10).

Os desenhos destes siRNAs alvos (634 e 910) para a proteina N do MHV-3 foram
feitos com base em alguns pardmetros, mas nao foi feita andlise da Energia Livre destas
moléculas. Parametro este, usado meses depois com a implementacao do programa Strand
Analysis no Laboratério de Genética Molecular/ FCM/UNICAMP. Quando foi feito o
calculo do AG destas moléculas, apos os resultados obtidos na andlise fenotipica,
determinou-se que o siRNA 634 possuia uma AG maior (AG =0) do que os siRNAs 910
(AG=-2,7), confirmando desse modo, que o siRNA 634 ¢ menos estavel, portanto
potencialmente mais eficiente no controle da infecg¢ao viral.

Os resultados da analise fenotipica dos siRNAs 634 e 910 juntamente com a analise
da Energia Livre, demonstram a importancia de utilizar um programa especifico e com
alguns parametros importantes (como o AG) para o desenho de siRNAs.

Nestes primeiros experimentos observamos também que as células L-929
transfectadas com siRNAs S. mansoni e ERAF (irrelevantes) (Fig.11 e 12) estavam muito
parecidas com as células L-929 controle (Fig.8), sendo que deveriam estar semelhantes as
células controle infectadas apenas com o MHV-3 (Fig. §B).

Kim et al., (2004), utilizando a técnica de RNAi para o silenciamento do virus da
herpes (HSV-1), também observaram que os siRNAs irrelevantes (ndo seqiiéncia
especificos) induziam o silenciamento viral. Os autores descreveram um método, com a

finalidade de diminuir a resposta ao IFN e manter a eficacia dos siRNAs, utilizando para

44



isso o tratamento dos siRNAs sintetizados com CIAP (calf intestine fosfatase), que elimina
o trifosfato. Viabilizando-se o uso correto dos siRNAs transcritos por T7 polimerase, ou
seja, demonstrando a real especificidade dos siRNAs.

O fato dos siRNAs ndo seqiliéncia-especifica mostrarem-se eficientes no controle da
infec¢do celular pelo MHV-3 (auséncia de efeito citopatico caracteristico), pode estar
relacionado a inducdo de producdo de interferon alfa e beta apds a transfecgdo. Com o
objetivo de eliminar algum indutor, possivelmente a por¢do 5'trifosfato das moléculas
sintetizadas no nosso laboratério, utilizamos a técnica descrita por Kim et al . 2004 para
tratamento dos siRNAs (tratamento dos siRNAs com CIPA; (item 3 - Materiais ¢ Métodos)
e repetimos as transfecgoes com os siRNAs tratados. Nestes experimentos foi observada a
eliminagdo do efeito antiviral ndo especifico na monocamada de células L-929

transfectadas com os siRNAs S. mansoni e ERAF(Figs.13 a 16).
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Figura 13. Células L-929 transfectadas com o siRNA Figura 14.Células 1-929 transfectadas com o siRNA
irrelevante (S. mansoni) e infectada com 1 irrelevante (S. mansoni) /CIAP e infectada com
TCID 50 do MHV-3 (24 hpi). Aumento 250x 1 TCID 5 do MHV-3 (24 hpi). Aumento 250x

Figura 15. Células L-929 transfectadas com o siRNA irrelevante Figura . 16. Células L-929 transfectadas com o siRNA irrelevante
ERAF e infectada com 1 TCID 5 do MHV-3 (24 ERAF/CIAP e infectada com 1 TCIDs;, do MHV-3
hpi). Aumento 250x (24 hpi). Aumento 250x
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O tratamento com CIAP foi feito com todos os siRNAs, sendo que o resultado das
transfecgcdes com os siRNAs alvos tratados com CIAP foi semelhante com os siRNAs nao

tratados , confirmando assim os resultados observados anteriormente (Figs. 17 a 20).

Figura. 17. Células L-929 transfectadas com o siRNA 634 e Figura. 18. Células L-929 transfectadas com o siRNA 634
infectada com 1 TCID 5, do MHV-3 (24 hpi). /CIAP e infectada com 1 TCID 5, do MHV-3 (24
Aumento 250x hpi). Aumento 250x

Figura 19. Células L-929 transfectadas com o siRNA910 e Figura 20. Células L-929 transfectadas com o siRNA 910
infectada com 1 TCID 5y do MHV-3 (24 hpi). /CIAPe infectada com 1 TCIDs, do MHV-3 (24
Aumento 250x hpi). Aumento 250x
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Além desse tratamento, o meio de cultura das células transfectadas com os siRNAs
sintetizados por T7 RNA polimerase sem tratamento com CIAP foi transferido para uma
nova cultura de células L-929 nao transfectadas e apds 24 horas procedeu-se a infecgao
com MHV-3, tendo sido observado a inibicdo da infec¢do viral. O efeito de protecao
antiviral observada nas transfeccdes com siRNAs sintetizados por T7 RNA polimerase
pode ter sido devido a moléculas que foram secretadas no meio celular durante estes

ensaios.
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4.1.2.Analise das Transfec¢oes com siRNAs Sintéticos por Microscopia
Optica

Com a aquisi¢ao de novos siRNAs alvos para as proteinas N e siRNA irrelevante
(GFP) sintetizados industrialmente, foram realizadas transfec¢des com diferentes
concentracdes de siRNAs (135ng, 162ng, 189ng, 216ng, 243ng e 270ng) por pogo.
Estes ensaios foram realizados com a finalidade de determinar qual concentracdo de

siRNA alvo transfectado poderia indicar uma diminuicao do efeito citopatico do MHV-3

nas células L.-929.

Os resultados obtidos estdo demonstrados nas figuras 21 a 34.

Figura 21.Células L-929. Células controle. Aumento 250x Figura 22 .Células L-929 infectadas com 1TCIFs, do MHV-
3. Aumento 250x
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Concentragdo de siRNA na transfec¢do: 135ng

Figura 23. Células L-929 transfectadas com o siRNA Figura 24. Células L-929 transfectadas com o siRNA N
irrelevante (GFP) e infectada com 1 TCID 5 e infectada com 1 TCID 5 do MHV-3 (24
do MHYV-3 (24 hpi). Aumento 250x hpi). Aumento 250x

Concentrag@o de siRNA na transfec¢do: 162ng

Figura 25. Células L-929 transfectadas com o siRNA Figura 26. Células L-929 transfectadas com o siRNA N
irrelevante (GFP)(162ng)e infectada com (162ng) e infectada com 1 TCID 5) do MHV-3
1 TCID 5y do MHV-3 (24 hpi). Aumento (24 hpi). Aumento 250x
250x
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Concentragdo de siRNA na transfec¢ao: 189ng

Figura 27. Células L-929 transfectadas com o  siRNA
irrelevante (GFP) (189ng) e infectada com
1TCID 5p do MHV-3 (24 hpi). Aumento 250x

Figura 28. Células L-929 transfectadas com
siRNA N (189ng) e infectada com1TCID 5, do
MHYV-3 (24 hpi). Aumento 250x

Concentragdo de siRNA na transfec¢do:216ng

‘FFigura 29. Células L-929 transfectadas com o siRNA GFP Figura 30. Células L-929 transfectadas com o siRNA N
(216ng )e infectada com 1 TCID 50 do MHV-3 (24 (216ng) e infectada com 1 TCID 5 do
hpi). Aumento 250x MHYV-3 (24 hpi). Aumento 250x
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Concentragdo de siRNA na transfec¢ao: 243ng

Figura 31. CélulasL-929 transfectadas com o Figura 32. Células L-929 transfectadas com o siRNAN
siRNA GFP (243ng) e infectada com 1 (243 ng) e infectada com 1 TCID 5 do
TCID 50 do MHYV-3 (24 hpi). Aumento MHYV-3 (24 hpi). Aumento 250x
250x

Concentragdo de siRNA na transfec¢ao: 270ng

Figura.33. .Células L-929 transfectadas com o siRNA Figura 34. Células L-929 transfectadas com o siRNA
irrelevante (GFP) ( 270ng)e infectada com 1 N(270ng) e infectada com 1 TCID 5 do
TCID 5y do MHV-3 (24 hpi). Aumento 250x MHYV-3 (24 hpi). Aumento 250x
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Observando-se os resultados obtidos, pode-se notar a diminuigdo do -efeito
citopatico do MHV-3 nas células transfectadas com os siRNA alvo para a proteina N .
Este efeito inibitorio foi observado a partir da concentragcdo de 189 ng (Fig. 27, 29, 31 e
33). Nas células L-929 transfectadas com o siRNA GFP (irrelevante), a partir da
concentragdo de 216 ng (Fig. 30, 32 e 34) também se observou uma diminuic¢ao do efeito
citopatico, ou seja, este sSiIRNA experimental ndo especifico induziu uma protegdo viral

inespecifica nas células infectadas por MHV-3.
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4.2.Analises Moleculares

4.2.1 RT-PCR

Para confirmar os resultados obtidos pela microscopia Optica das culturas celulares

transfectadas com os siRNAs sintéticos, analisamos a expressdo génica da proteina N

nestes extratos celulares, através da técnica de RT-PCR .
PM 1 2 3 4 5 6

712 pb Proteina N

402 pb a - tubulina

Fig. 35. Eletroforese em gel de agarose 1% . Produto amplificado de 2
diferentes tamanhos: 402pb (o-tubulina) e 712 pb (Proteina N),
obtidos do sobrenadante de células L-929.PM: marcador de peso
molecular. Colunas 1 e 3: células L-929 transfectadas com o
siRNA GFP. Colunas 2 e 4: células L-929 transfectadas com o
siRNA N. Colunas 5 e 6: células L-929 infectadas com o MHV-3.

Na figura 35 podemos observar uma possivel diminuicdo da expressao génica da
proteina N nas células transfectadas com o siRNA N quando comparadas com a expressao
no experimento controle das células L-929 infectadas com o MHV-3. Como na reagdo
também observou-se uma diminui¢do da expressdo no controle interno da reacdo (o -
tubulina), foi realizada a técnica de PCR em Tempo Real para comprovar a inibi¢ao
especifica da replicagdo viral pelo siRNA N, uma vez que esta técnica se mostra mais

sensivel e especifica para andlise desses resultados.
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4.2.2. PCR em tempo Real

Para avaliar o efeito da RNAI utilizando-se siRNAs alvos para a proteina N do
MHV-3 foi realizada a técnica de PCR em Tempo Real. Esta metodologia quantitativa e
altamente especifica tem como objetivo quantificar a expressao de genes de interesse.

Na validagdo de amostras com diferentes concentracdes de cDNA (Fig. 36), da
regido codificadora do gene da proteina N e do controle endégeno GAPD obteve-se uma
eficiéncia de 1,1 (100%), resultado que pode ser observado nas retas obtidas nos graficos da
expressdo da proteina N e do GAPD gerados com as concentracdes logaritmicas das
amostras x Ct (Fig. 37). As retas possuem uma inclinagdo parecida, validando os nossos
resultados.

Neste trabalho utilizamos esta técnica com o intuito de obter resultados mais
conclusivos relacionando a RNAi com o MHV-3. A andlise quantitativa da expressao da
proteina N do MHV-3 foi realizada em grupos controle (células L-929 infectadas com
MHV-3), e nos grupos experimentais (células L-929 transfectadas com siRNA N e GFP)
24 horas ap6s a infecgao, utilizando-se o sistema Tag-Man. .

Para esta andlise foi usado como referéncia o grupo experimental, ou seja, a
expressao génica da proteina N dos grupos controles foi comparada com a expressao génica
da proteina N no grupo experimental.

Pode-se observar que no grupo controle (células L-929) ndo ocorreu expressdo da
proteina N, no grupo em que células foram apenas infectadas com MHV-3 ocorreu a
expressao génica da proteina N 107,67 vezes maior do que a expressao génica observada no
grupo experimental. Nas células transfectadas com o siRNA GFP ocorreu uma expressao

génica 1,24 vezes maior do que no grupo experimental (Fig.38).
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Estes resultados obtidos por PCR em tempo Real confirmam os resultados
observados na analise fenotipica onde siRNAs ndo especificos, induziram nas células L-929

uma prote¢do antiviral.
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Fig.36. Curvas padrio utilizadas para o calculo da eficiéncia das reac¢des, validando os préximos
experimentos. GAPD em preto e Proteina N em verde.
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Fig.37. Grafico gerado pelo programa “7500 System SDS Software” mostrando a cinética de
amplificagdo em escala logaritmica do gene da proteina N e do controle endégeno GAPD
com diferentes concentragcdes de cDNA
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Quantificagao da expressao do gene da proteina N
em diferentes tratamentos

120, 107.67
100

Expressao 801
relativaa 60

SRNAN 40/
20 1,24 1

0,
célula MHV-3  siRNA GFP  siRNA N

Fig.38. Expressdo do gene da proteina N em diferentes tratamentos, utilizando como calibrador a
amostra transfectada como os siRNA N.As avaliagdes foram feitas em triplicatas.



4.2.3. Western blot

A presenga da proteina N nas amostras em estudo foi evidenciado por Western blot,
sendo demonstrado que ocorreu uma redugdo da expressao da proteina N nos experimentos
que utilizaram os siRNAs N e GFP (Fig. 39). Este resultado complementa e confirma a

analise fenotipica e a analise molecular realizada por PCR em Tempo Real.

50 kDa = Proteina N

45KDa |

: B-actina

Figura 39. Analise da expressdo da proteina N . Proteina N do MHV-3
(50 kDa). B-actina (controle interno) (45kDa). PM: marcador
de peso molecular. Coluna 1: Células L-929 transfectadas
como siRNA N. Coluna 2: Células L-929 transfectadas como
siRNA GFP. Coluna 3: Controle células L-929 infectadas
com MHV-3.Coluna 4:Controle células L-929.
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V. DISCUSSAO
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Na ultima década, a técnica de Interferéncia por RNA (RNAi), mediada por
moléculas de dupla fita de RNA pequenas (small interfering molecules) (siRNAs), tem sido
aos poucos reconhecida como o maior mecanismo de silenciamento génico pos-
trancripcional (PTGS) em diversos organismos como plantas, Drosophila e C. elegans.
(Vaucheret et al., 1998; Fire et al. 1998) E um processo altamente conservado, no qual a
expressao ou introdugdo de moléculas de dupla-fita de RNA resulta em uma inativacao
especifica pds-transcripcional de genes, os quais possuem seqiiéncias complementares as
seqliencias dos dsRNAs usados. (Hannon ef al., 2002)

Esta tecnologia tem sido aplicada em estudos funcionais génicos, identificando papéis
importantes de diversos genes. Pesquisadores do mundo inteiro t€ém utilizado a técnica de
RNAi em pesquisas basicas e estdo desenvolvendo novas drogas para a prevencdo e
tratamento de doencas humanas, como as infec¢des virais, tumores e desordens
metabolicas. (Milhavet et al., 2003)

A descoberta de um mecanismo celular altamente conservado que poderia regular a
expressao génica através da introducdo de moléculas de dupla-fita de RNA instigou
também os virologistas. Esta revolugdo prometia, e promete, trazer mais conhecimentos
sobre interagdes hospedeiro-patdégeno, assim como proporcionar um melhor entendimento
dos mecanismos de replicacdo viral, e talvez seja a base para uma técnica terapéutica eficaz
no tratamento de infecg¢des virais ( Saleh et al., 2004)

Os siRNas tém se mostrado efetivos no silenciamento de genes enddgenos e de
genes relacionados a varios virus, como o virus da dengue (Adelman et al., 2002), os
poliovirus (Gitlin ef al., 2002), o HIV (Jacque ef al., 2002; Novina ef al., 2002) e o virus da

hepatite C (Kapadia et al., 2003). Atualmente, a tecnologia RNA1 tem sido relatada como
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uma ferramenta ideal para inibir o processo de replicagdo viral porque siRNAs especificos
silenciam genes importantes em vdrias etapas deste processo (Colbere-Galpin et al., 2005).

O laboratério de Genética Molecular /FCM/UNICAMP em 2003 comegou a fazer uso
desta nova técnica de silenciamento no estudo de varios genes, inclusive do MHV-3. O
MHV-3, pertencente ao grupo II dos Coronavirus, ¢ um virus envelopado, possui um RNA
de fita simples (+) no seu genoma. Replica-se no citoplasma de células infectadas e sdo
conhecidos como os virus mais comuns em biotérios nacionais e internacionais podendo
interferir nos resultados das pesquisas cientificas. (Gilioli et al., 1996; Kagiyama et al.,
1986)

Com a finalidade de verificar a eficiéncia da RNAIi na infec¢do de células por
MHV-3, escolhemos como alvo para o silenciamento a proteina N, do nuclecapsideo viral
imprencindivel para a regulagdo da sintese de RNA viral.

Nos primeiros experimentos utilizando os siRNAs desenhados e sintetizados no
laboratorio de Genética Molecular/ FCM/ UNICAMP, pela analise fenotipica pudemos
verificar a inibi¢ao da replicagdo do MHV-3 in vitro. As células 1.-929 transfectadas com
os siRNAs alvos para a proteina N e infectadas com o MHV-3 apresentaram uma
diminuicdo no numero de sincicios quando comparadas com o controle de células
infectadas. Esses resultados demonstraram que, possivelmente, os siRNA seriam eficientes
no controle da infec¢do viral. Shi et al., (2005) em experimentos com outro Coronavirus, o
virus da SARS,obtiveram resultados semelhantes com siRNAs que tinham como alvo
varios genes, entre eles o da proteina N, comprovando que este ultimo siRNA foi eficiente,
suprimindo a expressdao génica do SARS em 70% (Qin ef al., 2004). O virus da herpes

aviario também teve sua replicacdo inibida por moléculas de siRNAs alvos para este virus,

61



e foi observado um efeito inibitoério em cultura de células de fibroblastos (Malanna et al.,
2006).

Porém, além desses resultados observamos nos primeiros ensaios realizados que
siRNAs nao seqiiéncia especificos (irrelevantes), protegiam as células da infec¢do viral,
sugerindo que esses siRNAs induziam a secre¢dao de substancias que protegiam as células
da infeccao por MHV-3.

Kim et al., (2004) também relataram este fendmeno utilizando a técnica de RNAi no
bloqueio da infeccao pelo virus HSV-1 e concluiram que siRNAs sintetizados por T7 RNA
polimerase poderiam induzir uma potente inducdo de IFN o e B em vdrias linhagens
celulares. A andlise dos mediadores da resposta revelou que a porgao 5’trifosfato, presente
nas moléculas de siRNAs apos a sintese por T7 RNA polimerase, era a indutora de IFN
neste processo.

Desse modo, concluimos que o efeito antiviral observado em nossos experimentos
poderia ser mediado por moléculas secretadas no meio celular, provavelmente IFNs. Com
base nestes resultados, tratamos nossas moléculas (siRNAs) com CIAP, o qual retirou a
porcao 5’trifosfato das moléculas sintetizadas, observando-se um aumento na eficiéncia dos
nossos siRNAs sintetizados no laboratorio, isto ¢é, siRNAs sequéncia-especificos
bloquearam a infec¢do viral, acompanhada de uma diminuicdo do efeito citopatico e os
siRNAs ndo especificos ndo bloquearam a infeccao.

A inducao de IFN, mediada por dsRNAs em células de mamiferos, ¢ um mecanismo
conhecido ha muitos anos por cientistas, os quais constataram que a presenca de moléculas
de dsRNAs com mais de 30 nucleotideos, induzem a uma reposta mediada por IFNs. Esta

ativacdo ocorre devido ao fato de que dsRNAs ativam componentes importantes do
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processo de ativagdo destas citocinas, como a proteina quinase R (PKR), a enzima
2’5’oligoadenilato sintetase € RNAse L (Manche ef al., 1992; Minks et al.,1979).

Elbashir et al., (2001) demonstrou que siRNAs sintéticos de 21 nucleotideos
especificos, poderiam suprimir a expressao génica em células de mamiferos sem produzir
efeitos toxicos. Esta descoberta, a principio resolveria os problemas de inespecificidade da
RNAIi e indug¢do de IFN. No entanto pesquisas mais recentes contestam muitos destes
trabalhos. Sledz ef al.,(2003) demonstraram que moléculas de siRNAs sintetizadas por T7 e
também sintetizadas sinteticamente, induziam a producao de interferon pela via JAK-STAT
e pela ativagdo da PKR. Kim et a/ (2004) comprovou o efeito de inducao de interferon com
siRNAs sintetizados por T7, mas ndo com siRNAs sintéticos.

Na andlise fenotipica das células transfectadas com o siRNAs sintético tendo o
mesmo alvo, a proteina N do MHV-3, observamos uma diminui¢do do efeito citopatico,
demonstrando possivelmente a eficiéncia do siRNA alvo na infecgdo do MHV-3. Mas nos
experimentos controles, que utilizaram o siRNA GFP (irrelevante), foi observado efeito
citopatico, com poucos sincicios, o que nao foi observado nas células infectadas apenas
com o virus. Estas observagdes mostraram que siRNAs sintéticos, nido especificos
produziam também um efeito antiviral .

Para confirmar os resultados obtidos com a analise fenotipica da inibicdo da
replicacdo viral nas células 1.-929, realizamos ensaios moleculares. Com o objetivo de
comprovar os resultados observados na técnica de RT-PCR e tentar quantifica-los
utilizamos a técnica de PCR em Tempo Real, relatada como sendo altamente eficaz em
estudos que tém como objetivo a quantificacdo da expressao génica. Na avaliacao do efeito
de siRNAs na replicagdo do virus SARS-CoV e de um herpesvirus, os autores destes

trabalhos demonstram dados importantes relatando concentracdes de diferentes genes em
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diversos grupos experimentais e controles,utilizando esta técnica (Wang et al., 2004;
Malanna et al., 2006).

Os ensaios realizados com a técnica de PCR em Tempo Real confirmam os dados
obtidos durante a anélise fenotipica. A quantificacdo da expressdo da proteina N, mostrou
uma redugdo de 107,67 vezes na quantidade de transcritos correpondentes nas células
transfectadas com siRNA N em rela¢do as células infectadas somente com MHV-3. No
entanto também ocorreu uma diminuicao significante da expressao do gene da proteina N
nos experimentos com o SiRNA GFP sintéticos, provavelmente devido a inibi¢do
inespecifica descrita também em outros trabalhos (Persengiev et al., 2004; Semizarov et al.,
2003)

Complementando nossa andlise realizamos também a técnica de Western blot para
analise da expressdo proteica em nossos ensaios. Nestes ensaios também constatamos que
ocorreu diminui¢do da expressdao da proteina N nos experimentos que utilizaram o siRNA
N e nos com siRNA GFP, sendo que uma menor expressao foi observada nas células com
siRNAs N.

Observamos que siRNAs que foram sintetizados no laboratorio ou sinteticamente,
podem induzir uma resposta antiviral ndo especifica. Kariko et al., 2004, utilizando siRNAs
em transfeccoes com diferentes linhagens celulares observaram que siRNAs de diferentes
seqliéncias produzia efeitos ndo especificos nos ensaios. Estes efeitos ocorriam devido a
ativacdo de moléculas do sistema imune, como interferons. Estes autores relatam que
siRNAs , além de ativar componentes do sistema imune, também aumentavam a expressao

de um receptor celular (TRL3) que potencializaria a ativagdo da produgdo de IFNs.
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Além dos efeitos descritos anteriormente, devemos considerar que fatores como
tipos de linhagens celulares utilizadas nas transfeccdes e densidade do crescimento da
monocamada celular devem ser considerados em trabalhos que utilizam a técnica de RNA..
(Medema et al., 2004).

siRNAs representam uma ferramenta promissora para o estudo do silenciamento
génico viral. No entanto, devido a possibilidade da ocorréncia desses efeitos inibidores nao.
especificos que podem interferir na especificidade e eficiéncia desta nova técnica, se faz
necessario o uso de controles mais rigorosos.

No estudo com coronavirus como o MHV-3, também devemos considerar a
possibilidade de ocorréncia de efeito ndo especifico, mediado por moléculas de RNA dupla

fita produzidas durante a replicagdo viral, além daqueles observados com siRNAs.
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VI. CONCLUSOES
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Com os presentes resultados podemos concluir que:

1. Observou-se diferenca quanto a eficiéncia das moléculas interferentes sintetizadas in
vitro, uma vez que na andlise fenotipica foi observado que o siRNA 634 apos tratamento
com CIAP foi mais eficaz na inibicdo da ocorréncia do efeito citopatico causado pelo

MHV-3;

2. A técnica RNAI1 tendo como alvo a proteina N do MHV-3, empregando-se siRNAs
sintéticos ou tratados com CIAP foi eficiente e especifica contra a infec¢do viral, observado

através da analise fenotipica e molecular;

3. siRNAs sintetizados pela transcri¢ao in vitro desencadeiam uma resposta antiviral ndo
especifica, mediada por moléculas secretadas no meio celular, provavelmente interferons.
O tratamento com CIAP inibiu a ocorréncia desse efeito inespecifico das moléculas

sintetizadas por T7 polimerase. Efeito este também observado com moléculas sintéticas;

4. Experimentos que utilizam a técnica de RNAi contra alvos virais devem ser
cuidadosamente controlados e monitorados contra possiveis efeitos ndo especificos

desencadeados por moléculas de dsRNA;

5. Um efeito inespecifico foi observado relacionado com o aumento da concentracdo de

siRNA irrelevante GFP.
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ABSTRACT

RNA interference (RNA1) can be applied as a technique for specific and potent gene silencing by
double stranded RNA molecules (dsRNAs). In this study we used double stranded RNA
molecules against hepatite murine virus type 3 (MHV-3) in L929. We identified that small
interfering RNA molecules (siRNAs) produced by in vitro transcription triggered a potent and
sequence-inespecific antiviral response. In addition, we demonstrated that this antiviral effect was
mediated through molecules that were secreted in medium culture, probably interferons. Further
treatment with phosphatase eliminated the antiviral effect, thus implicating the 5’ triphosphate in
triggering the observed antiviral response. Therefore, our data shows that although cost-effective
and efficient, in vitro transcribed siRNAs must be dephosphorylated before in vitro use to avoid

unexpected experimental interference.



1. INTRODUCTION

RNA interference (RNAI) is an innate cellular process, which is activated by a double-
stranded RNA molecule with 19-23-nucleotide duplexes, and it has been demonstrated in cells
from Caenorhabditis elegans to mammals ( Fire et al. 1999; Agami et al. 2002; Elbashir et al
2001). RNAI is triggered by degradation of single —stranded RNAs of identical sequences.
Therefore, RNAi can be used as a technique to silence gene expression by directly targeting its
specific sequence of mRNA. Beside the widely used strategies for knocking down gene
expression in academic research, RNAi technology, generated by small interfering RNAi
(siRNA), has been used in therapeutic studies of human diseases including cancer,
neurogenerative diseases and viral infections diseases ( Shi ez al . 2003; Ge et al 2003).To date,
RNAI technology is reported as an ideal tool to inhibit infectious virus replication in host cells
because siRNA can target and silence the important genes of the virus (Gitlin et al.2002., Tan et
al .2004).

Mouse hepatitis virus (MHV), belongs to the coronavirus family, is an enveloped single
stranded plus- sense RNA virus with a genome about 30 kb. The MHV genome encodes many
proteins: nucleocapsid protein (N), spike (S), membrane (M) and some contain HE glycoprotein.
(Compton et al. 1993). MHV primarily infects the respiratory system or the gastrointestinal tract,
and is a major cause of morbidity and mortality in experimental animal facilities around the
world (Casebolt et al.1988; Gilioli, et al. 1996). In the present study we aimed to investigate the
effects of double stranded siRNA molecules produced by in vitro transcription through T7 RNA

polymerase, in cultured cells infected with MHV-3.



2. MATERIALS AND METHODS

2.1 siRNAs design and synthesis

Targets for RNAi in the MHV genome (GenBank AF 201929) were designed using an
algorithm developed in our laboratory (Campos-Pereira 2005). We excluded sequences similar to
host-cells genes using the program Blast “search for short nearly exact matches”. We chose two
siRNAs against the nucleocapsid protein (N), which were named 634 and 910, based on the
position in the coding sequence. In addition, we synthesized irrelevant siRNA molecules (siRNA
against HCPRTase from S mansoni (enzyme hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)
and human ERAF (erythroid differentiation-related factor), unrelated to the viral sequence, to be
used as an negative control. These siRNAs were userd in other experiments in our laboratory.

Each 40-mer oligonucleotide was submitted to in vitro transcription as previously
described (Donze and Picard 2002). Sequences for the in vitro transcription experiments are

presented below:

Template 634s:

5'GCG CTA GAA GCA GTT CCA ACC TAT AGT GAGTCG TATTACC 3’
Template 634as:

5'CTG GTT GGA ACT GCT TCT AGC TAT AGT GAG TCG TAT TAC C 3'
Template 910s:

5'GTG ATC CGC AGT TCC CCA TTC TAT AGT GAG TCG TATTAC C 3'
Template 910as:

5' AAG AAT GGG GAA CTG CGG ATC TAT AGT GAG TCG TAT TAC C 3'



Template irrelevant siRNA 1 (Human ERAF):

5> AGG AAG TCC CTG TAC TTG GCC TAT AGT GAGTCG TATTACC 3’
Template irrelevant siRNA 2 (Human ERAF):

5 CTG GCC AAG TAC AGG GAC TTC TAT AGT GAGTCG TATTACC 3’
Template irrelevant siRNA 3 (Rat ECA):

5> GCG TAT TCG TTC CAC AAC ACC TAT AGT GAGTCGTATTACC 3
Template irrelevant siRNA 4 (Rat ECA):

5> AAG GTG TTG TGG AAC GAA TAC TAT AGT GAGTCGTATTACC 3’
Template irrelevant siRNA 5 (S mansoni HGPRTase):

5> AAG CAT AGC CAA CGA CAA ATC TAT AGT GAGTCGTATTACC¥®
Template irrelevant siRNA 6 (S mansoni HGPRTase):

5’ TCG ATT TGT CGT TGG CTA TGC TAT AGT GAG TCG TAT TACC 3’

2.2 Cell culture, transfection and infection with MHYV-3

L929 cells were cultured in MEM-Eagle, supplemented with 10% fetal bovine serum

(FBS) and 1% penicillin. Subsequently, 1x10* cells were placed onto 24 well plates and grown at

37°C with 5% CO, overnight. Transfection was performed at 40% of cell confluence with a total

of de 20 picomoles of siRNA per well using Lipofectamine 2000 (Invitrogen™). After 24 h

incubation, cells were infected with 1TCID50 of MHV-3. Cell cultures were then observed, from

24 to 48 h, for the presence of cytopathic effects (lysis of cell layer and formation of syncytia).

All experiments were performed in triplicates.



2.3 Medium change

Twenty four hours after siRNA transfection, medium culture was collected and
transferred to untreated cells placed onto 24 well plates. After 24 h cells were infected with
ITCID50 of MHV-3 and observed from 24 to 48 hours latter for the presence of cytopathic

effects.

2.4 siRNA treatment with alkaline phosphatase
siRNAs were dephodsphorilated using Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP,

Promega™) according to the manufacturer’s protocol.



3. RESULTS AND DISCUSSION

We observed marked morphologic change with clear-cut cytopathic effects in cell cultures
infected with MHV-3 when compared to uninfected cells (fig. 1). When cell cultures were pre-
transfected with both siRNA molecules (634 and 910) and then infected with MHV-3 we
observed a significant decrease in the cytophatic effects, pointing to inhibition of viral replication
(fig. 2 and fig. 3). However, when irrelevant control siRNA molecules were used in the pre-
transfection experiments the same antiviral effect was observed for the three irrelevant control
molecules (fig. 4, siRNA against HCPRTase from S manson and human ERAF), thus excluding
the possibility that our irrelevant siRNA was acting as a off-targeting sequencing against a related
host gene. Our results clearly showed that the antiviral effect obtained with the three irrelevant
siRNA molecules was not due to RNA cleavage, since this is a sequence-specific process. Rather,
some other element in our experiment was inducing a potent antiviral sequence-unspecific
response. To test this hypothesis, we collected media culture from siRNAs-treated cells 24hs after
transfection and placed on untreated cell cultures. After 24 h these cells were infected with
ITCID50 of MHV-3. As suspected, this procedure protected the cells from the viral challenge,
suggesting a role of a secreted molecule in the medium as the mediator of the antiviral effect.

A previous observation by Kim et al., 2004 that T7 synthesized RNAs can lead to
interferon induction due to the presence of 5’ triphosphate lead us to test if such element was
responsible for the unspecific antiviral effect obtained in our experiments. siRNAs were pre-
treated with alkaline phosphatase prior to the transfection experiments. Pre-treated irrelevant
siRNA molecules did not protect cell cultures from viral damage (fig.5). Only pre-treated
sequence specific sSiRNA molecules (against protein N, 634 and 910) showed antiviral effect (fig.

6 and 7). These results demonstrate that the sequence-unspecific antiviral effect was probably due



to a previously unidentified interferon induction effect present in the 5’ triphosphate, which was
efficiently eliminated by pre-treated with alkaline phosphatase.

We conclude that, although simple and cost-effective, T7 synthesized RNA molecules
should always be dephosphorylated before experimental use, to avoid inespecific findings

resulting from the possibility of interferon induction pathways.
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Fig. 1. Uninfected 1929 cells (a) . L929 cells infected with 1 TCID 50
of MHV-3 (24 hpi) (b). 250x



Fig. 2 1929 cells transfected with
siRNA 634 without treatment with
CIAP and infected with 1 TCID 50 of
MHV-3 (24 hpi). 250x
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Fig. 3 L1929 cells transfected with
siRNA 910 without treatment with CIAP
and infected with 1 TCID 50 of
MHV-3 (24 hpi). 250x
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Fig.4. L929cells transfected with irrelevant siRNA (S mansoni HGPRTase) without treatment
with CIAP and infected with 1 TCID 50 of MHV-3 (24 hpi) (a). L929 cells transfected with
irrelevant siRNA Eraf without treatment with CIAP and infected with 1 TCID 50 of MHV-3
(24 hpi) (b). 250x
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Fig. 5 L1929 cells transfected with irrelevant siRNA (S mansoni
HGPRTase) after treatment with CIAP and infected with el TCID
50 of MHV-3 (a)(24 hpi). L929 cells transfected with irrelevant
siRNA Eraf after treatment with CIAP and infected with e 1 TCID 50
of MHV-3 (24 hpi). (b) 250x.
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Fig. 6 L929 cells transfected with
siRNA 634 after treatment with
CIAP and infected with 1 TCID 50
of MHV-3 (24 hpi). 250x
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Fig. 7 1929 cells transfected with
siRNA 910 after treatment with
CIAP and infected with 1 TCID 50
of MHV-3 (24 hpi). 250x
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Legends of figures:
Fig. 1. Uninfected L929 cells(a). L929 cells infected with 1 TCID 50 of MHV-3 (24 hpi) (b).

250x

Fig. 2. 1929 cells transfected with siRNA 634 without treatment with CIAP and infected with 1

TCID 50 of MHV-3 (24 hpi). 250x

Fig. 3. L929 cells transfected with siRNA 910 without treatment with CIAP and infected with 1

TCID 50 of MHV-3 (24 hpi). 250x

Fig.4. 1.929cells transfected with irrelevant siRNA (S mansoni HGPRTase) without tretatment
with CIAP and infected with 1 TCID 50 of MHV-3 (24 hpi) (a). L929 cells transfected with
irrelevant siRNA Eraf without treatment with CIAP and infected with 1 TCID 50 of MHV-3

(24 hpi) (b). 250x

Fig.5. 1929 cells transfected with irrelevant siRNA (S mansoni HGPRTase) after treatment with
CIAP and infected with el TCID 50 of MHV-3 (a) (24 hpi). L929 cells transfected with
irrelevant siRNA Eraf after treatment with CIAP and infected with e 1 TCID 50 of MHV-3 (24

hpi) (b) .250x.
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Fig.6.1.929 cells transfected with siRNA 634 after treatment with CIAP and infected with 1

TCID 50 of MHV-3 (24 hpi). 250x

Fig. 7.1.929 cells transfected with siRNA 910 after treatment with CIAP and infected with 1

TCID 50 of MHV-3 (24 hpi). 250x
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