Efeito do silenciamento da pkr através de rna de
interferéncia no crescimento do melanoma b16-f10.
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RESUMO

O presente trabalho utilizou a tecnologia do RNA de interferéncia no
modelo de melanoma murino com o objetivo de investigar o papel da
proteina quinase dependente de RNA sobre o crescimento tumoral.
Cerca de 7x10° células de melanoma B16-F10 foram transfectadas com
shRNAs anti-PKR e Lipofectamina por 5 horas. O efeito do silenciamento foi
analisado por PCR semi-quantitativo e Western blot apds 24 e 48 horas de
transfeccdo. Para os ensaios in vivo as células B16-F10 transfectadas com
vetor psiSTRIKE PKR-2 shRNA foram inoculadas pela via subcuténea em
camundongos C57BL/6 e apds 14 dias os camundongos foram sacrificados
e o tumor removido e pesado. Nossos resultados demonstraram reducgéo
significativa da expressdo do RNAm da PKR e da proteina apds 48h de
transfec¢éGo. A andlise do peso tumoral indicou uma redug¢do de 86% no
crescimento tumoral indicando que esta quinase exerce um papel positivo
na proliferacdo celular.
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INTRODUCAO

Com o sequenciamento completo do genoma humano, o enfoque
da ciéncia passou da identificacdo de genes para a elucidacdo da sua
funcdo. O RNA de interferéncia(RNAI) é uma ferramenta valiosa que induz
o silenciamento génico pds-transcricional, o qual é seqiéncia especifico e
mediado por um RNA dupla fita de seqliéncia homéloga a do RNAm alvo?.

O presente trabalho utilizou a tecnologia do (RNAi) no modelo de
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melanoma murino com o objetivo de investigar o papel da proteina quinase
dependente de RNA (PKR) sobre o crescimento tumoral das células B16-F10.

A PKR foi originalmente identificada com um componente da resposta
antiviral induzida por interferon. A PKR é uma serina-treonina quinase
gue catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do ATP para os grupos
alcodlicos presentes nos residuos de serina e treonina®. A PKR é expressa
constitutivamente nas células dos mamiferos porém esta presente na
maioria das células em um estado latente. Varios estudos tém demonstrado
que a PKR desempenha importante funcao na regulacao de importantes
processos celulares como apoptose, proliferacdo celular e transformacado®*.

Alguns estudos tém sugerido que a PKR atua como supressor de
tumor °. Entretanto, os resultados obtidos com animais transgénicos nao
confirmara esta hipdtese, além de estudos que demonstraram um aumento
na expressao e atividade da PKR em varios tipos de tumores humanos,
entre eles tumores de mama, melanoma e adenocarcinoma®®,.

MATERIAL E METODOS

Foi primeiramente analisado a eficiéncia do RNAi em silenciar a PKR
em células de melanoma B16-F10 in vitro e, posteriormente, as células
transfectadas foram inoculadas em camundongos isogénicos C57BL/6.
As células de melanoma B16-F10 foram cultivadas em meio de cultura
RPMI 1640 (Gibco, LifeTechnologies, Carlsabad, CA) e suplementadas com
10% de soro fetal inativado (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2mL L-glutamina,
1% penicilina/estreptomicina a 37°C e 5% CO,. Trés shRNA (short hairpin
RNA) foram selecionadas para diferentes posicdes do cDNA da PKR murina
(GenBank Accession N° M93567). Cada shRNA continha uma fita senso de
19 nucleotideos, seguidos por um espacador curto (AAGTTCTCT), uma fita
anti-sense e umsinal de parada (TTTTT) para RNA polimerase I11.0 shRNA foi
ligado ao vetor psiSTRIKE controlado pelo promotor U6 (U6 Hairpin Cloning
systems, Promega, Madsion, WI. A confirmacao da clonagem foi feita por
digestao com enzima de restricdao Pst I. Apds obtencao do plasmideo
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purificado, 7x10° células de melanoma B16-F10 foram transfectadas com
30mg de cada um dos shRNAs especificos para PKR ou shRNA controle e
30mL de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) e incubadas por
5 horas na presenc¢a de cloroquina, a fim de aumentar a eficiéncia da
transfeccdo. Foi feita extracdo de RNA com Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e de proteinas totais apds 24 e 48 horas de transfeccdo. Foi feito PCR
semi-quantitativo com iniciadores especificos e western blot a fim de se
verificar o efeito do RNAi sobre a expressao de RNAm e da proteina PKR.
Quantificacao das bandas foi realizada pelo software ImageQuant, versao
3,3 (Molecular Dynamics, Ca, USA) e os resultados expressos em termos
de porcentagem. Para os ensaios in vivo as células B16-F10 transfectadas
com PKR-2 shRNA ou controle foram inoculadas pela via subcutanea,
em camundongos C57BL/6 (4x10° células /animal). Apds 14 dias, os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e o tumor
removido e pesado em balanca analitica (Sartorius, modelo S4).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de PCR semi-quantitativo demonstraram uma reducao
significativa de 82% do RNAm da PKR apds 24h (dados ndao mostrados)
e 98% apos 48h de transfeccdo com o plasmideo PKR-2 shRNA quando
comparado ao shRNA controle (Figura 1). Resultados de western blot
mostraram reducao de 39,4% no nivel da proteina apds 24h e 98% apds
48h de transfeccao (Figura 2). Beta actina foi utilizado como controle da
integridade do RNAm e da proteina. Nenhum silenciamento significativo
foi obtido com os outros dois shRNAs testados. Baseado nos resultados
in vitro, as células transfectadas com PKR-2 shRNA foram inoculadas apds
5 horas de transfec¢ao via subcutanea. A analise do peso tumoral indicou
uma redugdo de 86% no crescimento tumoral dos animais inoculados
com as células transfectadas com PKR-2 shRNA quando comparadas as
células transfectadas com o shRNA controle. Nossos dados indicam que o
silenciamento da PKR com PKR-2 shRNA in vitro foi eficiente e que houve
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significativa redugdo do crescimento do tumor primario in vivo, sugerindo
que esta quinase exerce um papel importante na proliferacao celular e desta
forma, nao corroborando com os dados de que a PKR seria um supressor de
tumor, mas estaria envolvido na proliferacao celular, de modo que novos
estudos devem ser feitos na tentativa de elucidar seu mecanismo de agao.

Figura 1. Redugao da expressdao do RNAm da PKR em células de melanomaB16-F10 apds 48
horas de transfec¢do com shRNA PKR-2 (A) e shRNA controle (B). O simbolo ** representa o
nivel de significancia (p<0,001).
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Figura 2.Nivel da proteina PKR em células de melanomaB16-F10 apds 24 e 48 horas de
transfeccdo com shRNA PKR-2 (A) e shRNA controle (B). Os simbolos representam o nivel de
significancia (*p<0,0; p<0,001).
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Figura 3. Efeito da transfec¢ao das células de melanomaB16-F10 com o plasmideo shRNA (5) koromilas, A.E.; Roy, S.; Barber, G.N.; Katze, M.G.; Sonenberg, N. Malignant
PKR-2 sobre o desenvolvimento tumoral. tnrasformation by a mutant of the IFN-inducible ds RNA-dependent protein Kinase.

Science. v.257, p.1685-1689, 1992.
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melanoma and colon cancer is associated with increased expression and activity of the
interferoninducible protein kinase, PKR. Oncogene. v.21, p.8741-8748, 2002.
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CONCLUSOES

A inoculacao de células B16-F10 transfectadas com PKR-2 shRNA
resultaram em inibicdo de 86% do crescimento tumoral. A PKR esta
altamente expressa e ativa em melanomas, o que pode colocar a PKR como
um novo alvo para o tratamento de cancer através da tecnologia do RNA de
interferéncia, especialmente em tumores nos quais sua expressao esteja
aumentada e que apresentem alvo potencial metastatico como melanoma
e cancer de mama.
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