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Resumo
A ativacdo de células T inclui virias etapas como: eventos relacionados a
transducio de simal, ativagio transcricional de viros genes, expressio de
novas moléculas de superf

, secregio de citocimas ou fungoes efetoras e
inducio de atividade mitdtica. Portanto existem vinas metodologias que
podem envolver a andlise da ativagio celular. Este trabalho teve como
objetivo amlisar a ativagio celular in vitro utilizando a Biologia Molecular
como ferramenta na detecciio de RNA transcrito porém nio traduzido,
expresso nas células T ativadas. Para este fim, utilizamos células
mononucleadas do sangue perférico (PBMC) HLA-AZ pam sensibilizacio
in vitro com RNA sintético poly(iXc). Foi verificado que apds 24 horas
houve a expressio do RNAm nio codificador, conhecdido como NTT,
noncoding transcript T cell RNA.

Palavras-chave: Poli (ic), RNA NTT, linfdcitos

! Docente do Depto de Ciéncias Patologicas, CCB/UEL

2 Iniciacio Cientifica — Bolsista CNPg/UEL

* Mestrando em Patologia Experimental, UEL

* Endereco para correspondéncia: Depto, de Ciéncias Patoldgicas, CCB, Universidade
Estadual de Londrina, CEP 86051-990 Tel: (43) 3371-5728, E-mail:
maewat@sercomtel com b

Bicsaiide, londrna, v. 7, n. 1/2, p. 3-16, jan./dez. 2005 3



Abstract

T cells activation includes many steps like: signal transduction events,
transcriptional activation of many genes, new surface molecules expression,
cytokines secretion, effectors functions and mitotic activity induction. Thus
there are many methods that can involve cell activation analyses. The aim
of this work was to analyze cell activation in vitro using molecular biology
for untranslated transcript RNA detection, which is expressed in activated T
cells. Therefore, we utilized HLA-A2 peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) for in vitro sensibilization with poli(iXc) synthetic RNA. It was
verified that after 24 hours there was expression of noncoding RNA, known
like NTT, noncoding transcript T celf RNA.
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INTRODUCAO

A ativacio dos linfécitos T, desencadeia uma série de
resposias bioldgicas, incluindo eventos na membrana celular
e citoplasma do linfécito T, sendo que alguns destes processos
de sinalizacdo, sio muito semelhantes com processos
relacionados a estimulos em células nio linféides .

E conhecido que quando o antigeno € apresentado 2
célula T ou o TCR (receptor das células T) liga-se a mitdgenos
ou anticorpos, ocorre uma série de eventos a nivel
citoplasmitico e de membrana, como a fosforilacio da tirosina
das proteinas de membrana e dtoplasma. Esta € considerada
um componente essencial da ransducio de sinal no caso de
receptores de fatores de crescimento em virios tipos celulares
e sdo detectiveis dentro dos primeiros minutos apos a ligacio
do TCR com um ligante.

Em meados de 1950, era bem evidente que embora a
localizacio do DNA fosse nuclear nas células eucaridticas, as
proteinas eram sintetizadas no citoplasma na presenca de
grande quantidade de RNA“. Grande parte destes RNAs
poderiam ser encontrados em discretas particulas no citoplasma®,
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0s quais mais tarde foram evidenciados como sitios de sintese
protéica e denominados de ribossomos “’. Em 1952 James
Watson introduziu o dogma central 9, com a idéia de que
deveria existir um RNA que leva a informagio do DNA para a
maquinaria da sintese protéica no citoplasma, dando origem a
hipdtese: um gene, um ribossomo, uma proteina 7,

Durante muito tempo somente se discutia 3 tipos de
RNAs (RNA ribossomal, transferéncia e mensageiro), embora
muitas variedades de RNAs que nio codificam para proteinas
(RNAnc) tenham sido caracterizado nas altimas décadas,
evidenciando que o RNA € mais complexo e sua ranscricio é
mais promiscua do que se imaginava “.

Os genes RNAs que nido codificam para proteinas ou
RNAs nio codificadores (RNAnc) produzem moléculas de RNAs
funcionais antes de proteinas. E proposto que eles controlam
a expressio génica via interacoes seqléncias-especificas com
regioes regulatdras ®. No entanto, quase todos os meios de
identificacio de genes assumem que estes codificam proteinas,
portanto mesmo na era do sequenciamento completo do genoma,
0s genes RNAnc nio tem sido visualizados. Recentemente tem
sido identificados grande ntimero de novos genes RNAnc e tem
sido proposto viros diferentes mecanismos de identificacio para
caracterizacio de novos genes de RNA 97,

Muitos RNAnc recentemente descobertos, estio
relacionados com mecanismos de controle e regulacio de
funcoes celulares, associados a doencas , mas muitos ainda
nio tém sua funcio definida na célula. Estes virios RNAnc
podem ser divididos em quatro grandes grupos segundo as
suas afinidades e funcoes. O primeiro grupo seria composto
por genes reguladores silenciosos, o segundo por genes de
sinais de estresses abidticos, o terceiro por genes de sinais de
estresse bidticos e o quarto e udltimo grupo inclui RNAs de
diferentes funcoes e origens 1112,
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EXPRESSAO DE RNA REGULADOR EM LINFOCITOS
HUMANOS

Os RNAs sio moléculas associadas com infecgoes virais
e sio produzidos pela maiora dos virus em alguma fase de
sua replicaciao. Os receptores TLR3 dos mamiferos reconhecem
esses produtos microbianos como o RNA e o LPS. Estes
receptores estio expressos na superficie celular onde podem
se ligar com os produtos microbianos. Por isso células
deficientes de PKR podem continuar respondendo a Poly
(D.Poly.(C), um RNA sintético de cadeia dupla . Tem sido
demonstrado por De Lucca et al, (2002) que RNA obtido de
animais imunizados com peptideo sintético do HIV (RNA-p9),
pode induzir linfécitos T citotéxicos (CTL) humano. O RNA-
P9 € capaz de ativar a PKR de linfécitos humanos, e a fracio
poli A+ do RNA-p9 foi responsdvel pela ativacio da PKR.

Estudos recentes tem revelado um grupo de RNAs de
mamiferos transcritos pela RNA polimerase II que ndo
codificam para proteinas. A funcio destes RNAs parece
envolver a regulacio de genes. H19 foi identificado como um
RNA murino expresso em fetos @7, XIST (Xi-specific transcript)
foi identificado como um gene transcrito exclusivamente em
cromossomos X inativos de fémeas 7. IPW foi isolado de uma
regiio de delecio do aomossomo 15 envolvido com a sindrome
de Prader-Willi " Todos os wés ranscritos sio poliadenilados e
contém pequenos ORFS (open reading frames) e portanto nio
parecem codificar proteinas 9%1%, H19, XIST e IPW ©m funcio
na regulacio da expressio génica.

Liu e colaboradores (1997) identificaram um novo
membro pertencente a este grupo de transcritos de mamiferos
denominado de NTT (noncoding transcript in T cells RNA) o
qual foi detectado casualmente durante uma pesquisa de genes
que sio expressos em subpopulacoes de linfécitos T, mais

6 Bigsaiide, Londrina, v. 7, n. 1/2, p. 3-16, jan/dez. 2005



especificamente nos linfocitos T CD4* ativados. Este RNA
tem sido identificado como um novo gene de 17 kb @7,

Muitos RNAm tém elementos estruturais na regiio 5’ e
3" nio traduzidos os quais podem regular a eficiéncia
wanslacional. Traduc¢io de virios mRNA tem sido envolvida
com a interacio de elementos estruturais, com os fatores
especificos de iniciacdo e ribossomos, com fatores que
mobilizam o mRNA do niicleo para o citeplasma e fatores que
regulam a traducio do mRNA em resposta a necessidades
celular. Estruturas secunddrias dentro de RNA de simples fita
tem também regulado a atividade de proteinas quinases
dependente de RNA, um potente inibidor da sintese protéica.
E conhecido que RNAs sintéticos de dupla fita denominados
Poly(I).Polv(C), podem induzir linfécitos humanos a produzir
IFN-gama. A natureza desta interacio e a significincia fisiologica
da regulacio pemmanecem a ser elucidado.

A ativacio de células T inclui virias etapas como: eventos
relacionados a transducio de sinal, ativacio transcricional de
virios genes, expressio de novas moléculas de superficie,
secrecio de citocinas ou funcoes efetoras e inducio de
atividade mitdtica. Portanto existem virias metodologias que
podem envolver a anilise da ativacio celular. Este trabalho
teve como objetivo analisar a ativacio celular in vitro utilizando
a Biologia Molecular como ferramenta na deteccio de RNA
transcrito porém nio raduzido, expresso nas células T ativadas.
Para este fim, utilizamos um sistema o qual inclui um peptideo
sintético do HIV-1 e células mononucleadas do sangue
periférico (PBMC).
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MATERIAL E METODOS

Obtencao de células mononucleadas do sangue periférico

Foram selecionadas células mononucleadas do sangue
periférico (PBMC) cujo haplétipo inclui HLA-A2. O material foi
proveniente da rotina do laboratério de Histocompatibilidade do
Hospital regional Universitirio de Londrina-PR.

O sangue total foi diluido em igual volume de RPMI
1640 (Sigma Chemical Co, EUA) suplementado com SFB a
10% e L- glutamina. O sangue diluido foi aplicado nas paredes
de tubos (Coming 50 ml) estéreis contendo Ficoll-Hypaque
(Sigma, EUA). Apds a centrifugacio, as células mononucleares
retidas na interfase Ficoll-Hypaque-plasma foram retiradas com
auxilio de pipetas Pasteur e lavadas duas vezes em RPMI
1640 (sigma-EUA). As células entio obtidas foram
ressuspendidas em meio RPMI e lavadas 3 vezes com
centrifugacoes sucessivas a 200 x g por 10 min. A concentracio
final de células foi ajustada para 107 células/6ml de RPMI
1640 e mantidas a 37°C a 5% de CO2 na presenca ou auséncia
de estimulo.

Sensibilizacao “in vitro” dos linfocitos de doadores normais

Obteve-se células mononucleares do sangue periférico
de doadores normais por gradiente em Ficoll-Hypaque e apés
ressuspendidas em meio RPMI foram contadas em cimara de
Neubauer acopladas em um Microscdpio Optico para acerio
de contracio final (10° células/ml). As células foram entio
mantidas em cultura na presenca do RNA sintético
Poly(I).Poly(C), em viras doses para diferentes tempos com
o objetivo de otimizar o sistema. Como controle positivo de
ativacio foram utilizadas IL-2 dependendo do tipo de
experimento.
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Obtencio de RNA

RNA de PBMC (10° celulas/ml) sensibilizado com
Poly(1).Poly(C), durante 48 horas. Foram extraidas utilizando-
se Trizol LS Reagent (Gibco BRL-Life technologies) e RNA
poli A+, que foram isolados utilizando-se Quick Prep Micro
mRNA Purification Kit (Pharmacia Biotech).

Sintese de DNAc

Transcricdo reversa foi realizada a partir de 8l de RNA
com 50 pmoles de oligo d(T), 16 primer (Perkin Elmer) e 0,5
U de Mulv reverse wanscriptase (Perkin Elmer) a 42°C por 60
min. Esta reacio foi tratada com 1U de Dnase (Pharmacia)
sendo sempre comparada com DNA controle (auséncia de
Dnase). A reacio foi realizada em Tampio especifico (50mM
Tris HCI pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 200mM of dNTP).

Reaciio em cadeia polimerisica (PCR) da B-actina

Os primers utilizados para a amplificacio foram obtidos
de acordo com o GenBank (Acession number: BC014861). O
PCR foi realizado no termociclador PCR (Sprint Hybaid) e
utilizou-se 20mM de Tris HCL pH 8.4, 50mMde KCI, 1,5Mm
de MgCl,, 200uUM de dNTP e 0,5U de Taq polimerase. O ciclo
total constituiu de uma desnaturacio inicial de 94°C por 1
minuto, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, a 55°C
por 30 segundos e a 72°C por 1 minuto, com extensio final
de 10 minutos a 72°C. O fragmento amplificado de P-actina
possui 353 pares de base.

Reacio em cadeia polimerasica (PCR) do NTT

Primers NTT foram utilizados para amplificar NTT-DNAc.
Os primers foram desenhados baseados na seqiiéncia do NTT
(GenBank sequences - Liu et al,, 1997 - U54776). O PCR foi
realizado com 20mM Tris HCl pH 8.4, 50mM KCl, 1,5 mM
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MgCL2, 200uM dNTP e 0,5 units de Taq polymerase. O ciclo
total consistiu de uma desnaturacio inicial de 94°C for 5 min.
seguido de 40 ciclos de 94°C por 1 min., 45°C por 1 min. e
72°C por 1 min. e uma extensio final de 72°C por 10 min.
Foi utilizado 8ml de NAc da reacio de transcriptase reversa
para o PCR. O produto de 426 bp foi utilizado por eletroforese
em gel agarose contendo brometo de etidio.

A especificidade da deteccio seri demonstrada por
sequenciamento direto (377DNA sequencer, ABI PRISMTM —
Perkin Elmer) do produto de PCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para demonstrar a integridade do RNA, inicialmente
verificamos se o RNA obtidos das PBMCs e proveniente das
culturas de células se apresentavam integros e eram capazes
de amplificar um gene constitutivo, o RNAm da B-actina do
meio intra-celular, utilizando primers especificos. Como
resultado desta PCR foi observado a presenca da banda
esperada, indicando que esses RNAs estavam integros, sendo
entio possivel a realizacio de sua amplificacio para outros
fragmentos propostos por este trabalho (Figura 1). Em todas
as reacoes, foi sempre realizado um controle negativo (auséncia
de DNA) a fim assegurarmos a auséncia de contaminacio
como também um controle positivo (DNA conhecido com
concentracio determinada).
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Figura 1. Integridade das amaostras de RNA obtidos das células provenientes
de cultura. Amplificacio de uma banda de 353 pb, especifica para B actina.
Somente a seqi@ncia esperada foi observada em gel de acrilamida,
indicando a integridade das amostras de RNA e auséncia de contaminacio
por DNA gendmico.

L: Ladder 100 bp 1: Auséncia de p9 2: Presenga de p9

O gene NTT ¢ um RNA nio codificador encontrado em
células T CD4 de humanos. Hi diferentes subtipos de células
T CD4, sendo elas responsidveis por virios aspectos da resposta
imune, sendo assim, sio divididas em virios subgrupos, de
acordo com o tipo de citocina que liberam. Estas diferentes
funcoes proprias para cada clone das células T CD4 refletem
os diferentes genes necessdrios para a ativaciao dessas citocinas
e expressio de proteinas que envolvem a citélise 97, O NTT
€ um gene que produz um RNAnc, poliadenilado e que nio
possui ORF (apen reading frames) maior que 270 pares de
bases ¥, estes possiveis ORFs delineados podem comecar
ou terminar a leitura dos codons, sendo facilmente transcritos
pela RNApolimerase I1. Além das células T CD4 foram testadas
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vdrias outras células mononucleares do sangue periférico,
incluindo: células T, células B, células NK e mondcitos. Os
linfécitos T CD8 apresentaram baixos niveis de expressio de
NTT, ji as outras células se apresentaram negativas para a
expressio de NTT, demonstrando que o NTT € expresso
predominantemente em células T, especialmente nas células
T CD4. A expressio do NTT pode ser detectada em baixos
niveis em células T nio ativadas, mas em células T ativadas
sua expressio € extremamente maior ©7. Verificamos que os
ensaios de sensibilizacio das PBMCs com Poly(i)(c)
apresentaram a expressio do RNAm do NTT, enquanto os
ensaios sem a sensibilizacio com o Poly(i)(c) ndo apresentaram
esta expressio (figura 2).

L 1 2

Figura 2. Expressio do RNAmM-NTT . Amplificaciio do fragmento compativel
com uma banda de 426 pb, Somente a seqiiéncia esperada foi observada
em gel de poliacrilamida, indicando a especificidade do primer utilizado.
L: Ladder 100bp 1: Auséncia de p9 2: Presenga de p9

As amostras do produto de PCR do RNAm do NTT foram
analisadas no sequenciador ABI-PRISM (Perkin Elmer), sendo

12 Bicsaiide, Llondrina, v. 7, n. 1/2, p. 3-16, jan/dez. 2005



que as sequéncias obtidas foram compativeis com as
depositadas no GenBank Accession number: 154776 para NTT.

Estudos revelaram que os RNAs reguladores obtidos de
células ativadas apresentam atividade imunomoduladora,
sugerindo um possivel potencial terapéutico para estes
riborreguladores % 1920 22,

E sabido que os RNAs reguladores sio expressos quando
as células sofrem estimulos extemos, sendo que estes estudos
sio limitados na grande maioria a células procaristicas “.

Os resultados deste trabalho demonstram que células
mononucleadas HLA-A2 do sangue periférico humano quando
em presenca de poly(D(C) sio capazes de expressar RNA
regulador transcrito, porém nio codificador. Este processo
pode estar relacionado com ativacio celular devido a
concomitante expressio de RNAm de interferon gama e
aumento de expressio de moléculas CD4 e CD8 a nivel de
membrana celular.
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