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Resumo

A tecnologia de interferéncia por RNA (RNAI) tem sido largamente utilizada em estudos de
funcdo génica e protocolos de terapia génica. Os algoritmos disponiveis atualmente permitem
gerar moléculas de RNAi com alta especificidade e eficiéncia para reduzir a expressdo de um gene
alvo. O RNAI pode ser sintetizado quimicamente e introduzido na célula alvo para obter-se um
silenciamento transitério, ou pode ser gerado na célula alvo por meio de um vetor, obtendo-se
um silenciamento mais duradouro dependendo-se das caracteristicas do vetor utilizado. Vetores
baseados em retrovirus podem ser utilizados para transferir cassetes de RNAi para células alvo.
Estes vetores se caracterizam por integrar-se no genoma da célula hospedeira, possibilitando a
propagacdo do RNAi para a progénie celular. Neste projeto, pretendemos desenvolver uma
plataforma de silenciamento génico induzivel, baseada em vetores retrovirais, que apresentem

alta plasticidade para intercambio de cassetes de RNA..

O desenvolvimento deste projeto abordara tépicos de biologia molecular, biotecnologia e
microbiologia entre outros. O Aluno recebera treinamento de técnicas de clonagem, cultivo
bacteriano, purificagdo de DNA plasmidial, cultura celular, transfecgao, produgao de retrovirus

recombinantes e biosseguranca.



1. Introducao e Justificativa para o desenvolvimento do projeto

O silenciamento de um gene de interesse permite estudar-se sua fung¢do e importancia
fenotipica, ou mesmo reduzir-se a sua expressdao para niveis fisiolégicos possibilitando-se a
correcao de uma patologia. O silenciamento génico pode ser obtido pela utilizacdo de RNA de

interferéncia (RNAi), que é uma poderosa ferramenta em desenvolvimento ha cerca de 10 anos.

Estudos realizados por Fire e Mello (Fire et al., 1998), utilizando-se o nematddeo
C.elegans, demonstraram a possibilidade de reduzir a expressio de um gene de interesse
utilizando-se moléculas de RNA dupla fita, em que uma das fitas apresenta seqliéncia
complementar ao RNA mensageiro do gene alvo. Inicialmente, utilizaram-se extensas seqiéncias
de RNA dupla fita, que comprovaram a factibilidade de silenciamento génico em C. elegans,
contudo esta tecnologia ndo apresentou bons resultados em células de organismos mais
complexos, em que extensas seqliencias de RNAi podem causar efeitos inespecificos e ativacdo de
resposta imune. Trabalhos posteriores, demonstraram que o tamanho da seqiiéncia de RNAi pode
ser reduzida para um duplex de 21 pares de base, obtendo-se um silenciamento génico

consistente e especifico em células de mamiferos (Elbashir et al., 2001).

O mecanismo de RNA de interferéncia envolve a formagdo de um complexo denominado
RISC (complexo de silenciamento induzido por RNA) no qual ocorre o pareamento da sequéncia
do RNA mensageiro e a fita de RNA complementar do siRNA (denominada fita guia). A enzima

Argonauta catalisa a degradagao do RNA mensageiro, mediando o silenciamento génico.

A molécula de siRNA pode ser gerada por sintese quimica, utilizando-se métodos de
transfeccdo como eletroporagdo ou associagao a complexos lipofilicos para introdugao em células
alvo. Estes procedimentos podem apresentar alta eficiéncia in vitro, entretanto existem células

gue podem ser refratarias aos procedimentos de transfeccdo. Além disso, é interessante observar



qgue as metodologias que empregam a transfeccio de moléculas de siRNA tém um efeito

transitdrio associado a persisténcia e atividade da molécula de siRNA introduzidas na célula alvo.

O RNAi também pode ser veiculado por meio de um vetor de expressao (Paddison et al.,
2002; Sui et al., 2002; Taxman et al., 2006). Para isso, a sequéncia complementar ao mRNA do
gene alvo deve ser codificada a comando de um promotor de RNA polimerase lll, gerando uma
estrutura em forma de grampo de cabelo, denominada hairpin, com tamanho de cerca de 100
nucleotideos. Esta estrutura é reconhecida pela enzima nuclear drosha, que processa o pré-shRNA
(Small hairpin RNA). O pré-shRNA ¢ exportado ao citoplasma e processado pela, pela enzima dicer
gerando siRNA, de cerca de 21 pares de base, em que a fita guia complexard com a sequencia
complementar no mRNA que é clivado pela enzima argonauta, desencadeando o silenciamento
génico. Dessa forma, as moléculas de siRNA podem ser geradas no meio intracelular, codificadas
num vetor, possibilitando-se controlar sua taxa de transcricdo (utilizando-se promotores

induziveis) e sua persisténcia na célula alvo (marcadores de seleg¢do).

Além disso , o cassete de expressdo do RNAi também pode ser introduzido num vetor
viral, como adenovirus, adeno-associado ou retrovirus , aproveitando-se das caracteristicas de
tropismo e estabilidade relativa a estes vetores (Rubinson et al., 2003; Tomar, Matta, and

Chaudhary, 2003).

Vetores lentivirais pertencem a familia do retrovirus e se caracterizam por possibilitar a
transducdo a longo termo de células quiescentes ou em divisdo (Naldini et al., 1996; Strauss et al.,
2006). O lentivirus também tem sido utilizados para a geracdo de animais transgénicos
transferindo-se cassetes de expressdo para genes de interesse (Bressan et al., 2011; lkawa et al.,
2003),0u mesmo para promover o silenciamento génico vivo (Tiscornia et al., 2003)e em animais

transgénicos (Singer et al., 2006; Tiscornia et al., 2003).



A proposta deste projeto, consiste em desenvolver uma plataforma de shRNA em vetores
lentivirais, que apresente uma alta plasticidade permitindo-se intercambiar diferentes cassetes de
shRNA que poderdo ser inseridos em vetores lentivirais por simples recombinagdo in vitro. Os
vetores do sistema apresentardao um promotor quimérico induzivel pelo antibiético tetraciclina, de
forma que a expressdo do shRNA pode ser inibida na auséncia do antibidtico, em células que
possuam o componente repressor (tetR) do sistema (Gossen and Bujard, 1992; Yao et al., 1998).
Na auséncia de tetraciclina tetR liga-se ao promotor quimérico inibindo a transcricdo. Na presenca
de tetraciclina, o antibiético impede a ligacdo de tetR ao promotor, possibilitando=-se a
transcricdo do RNA de interesse. Além disso, o vetor contendo o promotor quimérico também
pode ser utilizado para expressar o shRNA de forma constitutiva, em células que ndo apresentem

o componente inibitério tetR, na auséncia de antibidtico.

O orientador deste projeto tem grande experiéncia com a manipulacdo, modificacdo e
producdo de vetores virais recombinantes derivados de retrovirus murino, lenvirirus, adenovirus e
adeno-associado (Bajgelman, Costanzi-Strauss, and Strauss, 2003; Bajgelman and Strauss, 2008;
Merkel et al., 2010; Strauss and Costanzi-Strauss, 2004; Strauss et al., 2006), além de colaboracdo
em projetos envolvendo o desenvolvimento de animais transgénicos (Bressan et al., 2011;
Milazzotto et al., 2010) e experiéncia com RNAi (pds-doutorado na Universidade de Miami,

Laboratério do Dr. Eli Gilboa).

O bom desempenho deste projeto somara novos recursos ao laboratério de vetores de

transferéncia génica que esta sendo implantado, neste momento, no LNBio.



2. Objetivos e desenho experimental

O alvo deste projeto consiste em estabelecer uma plataforma de shRNA baseada em
vetores lentivirais que apresentem alta plasticidade de intercambio de cassetes de expressdo. A
expressao do shRNA pode ser induzida pela adicdo de antibidtico (tetraciclina) que se liga e inativa
a proteina tetR, quando presente na célula alvo. A expressdo do shRNA ocorrerd de forma
constitutiva em células que ndo possuam ao inibidor tetR, independentemente da utilizacdo de

tetraciclina.

2.1 Construgdo de vetores plasmidiais

Nesta etapa construiremos os vetores componentes do sistema, utilizando ferramentas de
biologia molecular como enzimas de restricdo, enzimas de modificacdo, técnicas de PCR entre
outros, para clonar genes e promotores de interesse em vetores plasmidiais. O orientador ja tem
um acervo de vetores contendo a maioria dos cassetes necessdrios para as construgdes, incluindo
o promotor induzivel por tetraciclina e o cassete que codifica a proteina inibitdria, vetores de sub-

clonagem e vetores para gerar o lentivirus recombinante.

A plataforma para intercAmbio de shRNA é baseado na utilizacdo do sistema Gateway,
comercializado pela Invitrogen-EUA, que possibilita recombinacdo in vitro. Neste sistema, o
cassete de interesse é inserido no vetor denominado pEntry, deforma a situar-se entre sitios de
recombinacdo a montante e jusante. A seguir, o cassete inserido no vetor pEntry pode ser
recombinado a um vetor mais complexo contendo os sitios de recombinagdo homdloga,
denominado pDestiny. Assim, uma vez construido o vetor Lentiviral que possui os sitios de destino
(pDestiny), podemos recombina-lo com diferentes vetores pEntry para gerar as construgoes finais.

O sistema também permite flexibilidade de recombinar os vetores pEntry com outros sistemas



virais que sejam modificados para funcionar com o sistema gateway. Inicialmente construiremos

0S segu intes vetores:

- pEntry-U6shGFP : apresentard o cassete do shRNA contra o gene repdrter GFP(green fluorescent
protein) a comando do promotor U6 induzivel por tetraciclina ( o cassete ja estd inserido em outro

vetor do acervo do orientador).

- pEntry-U6shlLuc: apresentara o cassete do shRNA contra o gene repodrter Luc (luciferase) a
comando do promotor U6 induzivel por tetraciclina ( o cassete ja esta inserido em outro vetor do

acervo do orientador).

-pLenti-dest: vetor destino que contém os sitios de recombinacdo no esqueleto do plasmidio de
transferéncia lentiviral FG12, que apresenta o gene repérter gfp, permitindo-se identificar as
células que sdo transfectadas com a construcdo. Este vetor permite gerar a particula lentiviral
recombinante contendo o cassete de shRNA e o cassete de expressao do repérter GFP. O vetor
FG12 estd em fase de aquisi¢cdo e podera ser substituido por outro vetor, disponivel em nosso

acervo, caso necessario.

- pLenti-tetR-neo: o vetor apresentard o gene da proteina inibitdria tetR a montante do cassete
ires neomicina. Dessa forma, o vetor bicistrénico permitird gerar particulas virais para viabilizar a
sele¢do de linhagens celulares contendo a proteina inibitdria tetR. O cassete CMV-tetR ja esta

subclonado no acervo do orientador.

Apds a construcdo, todos os vetores serdo verificados por mapa de restricdo, podendo-se

sequenciar alguns fragmentos.



2.2 Testes funcionais dos vetores construidos

Todos os vetores do sistema poderado ser testados por meio de transfecdo em cultura de células,
Os vetores que codificam shRNA serdao co-transfectados com os respectivos vetores alvo para
mensurar a eficiéncia de silenciamento. Por exemplo, o vetor pEntry-U6shGFP podera ser co-
transfectado com um vetor de expressdao do GFP para avaliar o efeito de RNAi. O vetor pEntry-
shLuc pode ser usado como controle, pois ndo deve afetar a expressao de GFP. Num segundo
momento,poderemos incluir o vetor LV-tetR-neo na co-transfeccdo, na presenca e auséncia de

tetraciclina para verificar o silenciamento induzivel por antibiético.

2.3 Recombinacao de pEntry e pLenti-dest.

Efetuaremos a recombinacdo dos vetores pEntry-U6shGFP e pEntry-U6shLuc com o plenti-dest,
para gerar as construcdes finais utilizadas para producdo de virus. Estes plasmidios também
poderdo ser verificados por meio de ensaios transitérios, em co-transfeccdo com reporteres,

conforme item 2.2.

2.4 Produgao de preparagoes virais

As preparagles virais do plLenti-shGFP-Ires-GFP, plLenti-shLUC-IresGFP e plLenti-tetR-Neo serdo
produzidas de forma transitéria e tituladas, conforme protocolos descritos em Bajgelman et al,

2003; Strauss et al, 2006.

2.5 Estabelecimento da linhagem 3t3-tetR-neo

A linhagem NIH-3t3 sera transduzida com a preparacdo viral Lenti-tetR-neo e selecionada com o
antibidtico G418 (Gibco-EUA). O G418 é um andlogo da neomicina, sendo que as células
transduzidas com o virus serdo resistentes ao antibidtico. As células selecionadas poderao ser

clonadas buscando uma populagao que espresse o gene tetR de forma eficiente e homogénea.



2.5 Ensaios com o vetor induzivel Lenti-shGFP-lresGFP

O vetor Lenti-shGFP-IresGFP codifica dois distintos cassetes de expressao, sendo o primeiro um
cassete de shRNA induzivel contra o repérter GFP. O segundo cassete de expressdo codifica o gene
repdrter GFP a comando de um promotor constitutivo. Dessa forma, caso o vetor seja utilizado
para transduzir a linhagem 3t3-tetR, a proteina repressora tetR ligar-se-a ao promotor induzivel
U6 do cassete de shRNA, inibindo shGFP e possibilitando a expressao de GFP. A expressdo de GFP
podera ser inibida pela adicdo de tetraciclina ao meio de cultura. A tetraciclina liga-se a proteina
repressora tetR, permitindo a expressdao do shRNA contra o gene GFP. O vetor Lenti-shLuc-IresGFP
poderd ser utilizado como controle, visto que a adicdo ou carenciamento de tetraciclina nao

devera afetar a expressao do gene repérter.



3. Conclusao

Neste projeto planejamos construir uma nova plataforma de vetores para silenciamento
génico induzivel por antibidtico. Os vetores apresentam um promotor quimérico que viabiliza o
controle da expressdo do cassete de RNAi em linhagens que apresentem a proteina repressora
tetR. O vetor ainda apresenta a versatilidade de funcionar de forma constitutiva em linhagens que
nao expressem tetR. Outra vantagem da plataforma consiste em utilizar o sistema gateway para
facilitar o intercambio de cassetes de RNAI. Dessa forma, também poderemos transferir cassetes
de RNAi para diferentes vetores de nosso laboratério, dependendo-se da aplicacdo desejada.
Tendo em vista que nosso grupo estd inserido no Laboratério de desenvolvimento de
transgénicos, os vetores desenvolvidos terdo larga aplicabilidade. A exemplo de aplicagdes futuras,
o setor de transgénicos podera gerar animais que expressem tetR, animais que expressem shGFP-
IresGFP, efetuar cruzamentos para gerar o duplo Knockin, obtendo-se o animal tetR/shGFP-
IresGFP. Assim, considerando-se a alta meia vida do GFP, que simularia uma proteina de alta
estabilidade, poderiamos adicionar tetraciclina na agua de animais para padronizar a curva
inibitéria do RNAI in vivo, em funcdo da inducdo pelo antibidtico. Além disso, estes animais
também podem ser utilizados como animais controle para experimentos com outros cassetes de

RNAi visando genes enddgenos.

Assim, o desenvolvimento deste projeto, beneficiard o grupo de desenvolvimento de
vetores de transferéncia génica e RNAi e provera ao aluno um treinamento de exceléncia em
técnicas de biologia molecular, DNA recombinante e cultura celular, além de possibilitar a

interacdo com o setor de produgao de transgénicos.
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