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RESUMO  

 

 A vulnerabilidade de neurônios dopaminérgicos a insultos químicos continua 

sendo uma questão relevante na neuropatologia. Estudos anteriores revelam 

aumento dos níveis de interferon gama (IFN-γ) e da enzima óxido nítrico sintase 

neuronal (nNOS) durante a injúria de células neuronais. Entretanto, até o momento, 

nenhum trabalho avaliou se a nNOS afeta a viabilidade de neurônios 

dopaminérgicos expostos ao IFN-γ. Para avaliar o papel da nNOS nas respostas 

celulares ao IFN-γ, o presente estudo realizou silenciamento gênico da enzima 

nNOS via interferência de RNA (RNAi) no modelo de neurodegeneração de células 

SH-SY5Y. Primeiro, analisou-se o conteúdo de RNAm de nNOS através de PCR em 

tempo real. Três RNAs interferentes sintéticos curtos foram testados nos tempos de 

8h e 24h, em doses de 18,75nM e 37,5nM. Testou-se também um vetor de 

expressão de grampos curtos de RNA, denominado pnNOS_hum_4400 para o 

silenciamento da enzima. Os efeitos do silenciamento de nNOS sobre a viabilidade 

das células SH-SY5Y lesadas foram medidas via ensaio de 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-

y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). O melhor efeito de silenciamento de 

nNOS ocorreu no tempo de 24h pós-transfecção para siRNAnNOShum_3987 e 

siRNAnNOShum_4400, com diminuição de 0,46 e 0,66 vezes. 

SiRNAnNOShum_4400 e o vetor pnNOS_hum_4400 aumentaram a viabilidade das 

células lesadas por IFN-γ em 5,0% e 15,8%, respectivamente. Conclui-se que a 

enzima nNOS participa de eventos celulares ligados à injúria de células SH-SY5Y 

causada pelo IFN-γ. 

 

 

Palavras-chave: nNOS, doenças neurodegenerativas, interferon gama, IFN-γ, RNA 

interferente, RNAi. 
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ABSTRACT    

 

 The vulnerability of dopaminergic neurons to chemical insults remains a 

relevant issue in neuropathology. Previous studies found increased levels of 

interferon gamma (IFN-γ) and the neuronal nitric oxide synthase enzyme (nNOS) 

during neuronal injury. No previous work, however, has evaluated whether nNOS 

affects the viability of dopaminergic neurons exposed to IFN-γ. To gain more insight 

into the role of nNOS in cell responses to IFN-γ, the present study carried out the 

enzyme gene silencing by RNA interference (RNAi) in the neuron-like SH-SY5Y 

model of neurodegeneration. We first analyzed the nNOS mRNA knocking down by 

using a reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-

qPCR). Three small interfering RNAs were tested at 8h and 24h in doses of 18.75nM 

and 37.5nM. We also tested a short-hairpin RNA expression vector named 

pnNOS_hum_4400 to improve enzyme knocking-down. nNOS silencing effects on 

the viability of injured SH-SY5Y cells were measured by the 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-

y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.  The highest knocking down in 

nNOS mRNA content occurred at 24h post-transfection for siRNAnNOShum_3987 

and siRNAnNOShum_4400, with 0.46 and 0.66 fold decrease. 

SiRNAnNOShum_4400 and the vector pnNOS_hum_4400 ameliorate the viability of 

cells injured by IFN-γ in 5.0% and 15.8%, respectively.  We concluded that nNOS 

enzyme plays at least a partial role in SH-SY5Y cell degeneration caused by IFN-γ.  

 

 

Key-words: nNOS, neurodegenerative diseases, interferon gamma, IFN-γ, RNA 

interference, RNAi. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

  A presente dissertação de Mestrado avaliou a participação da enzima óxido 

nítrico sintase neuronal (nNOS) na injúria de células SH-SY5Y causada por  

interferon gama (IFN-γ).  

 A introdução apresentada a seguir foi estruturada em três blocos temáticos. 

Inicia-se com a descrição de aspectos relacionados com a morte de neurônios 

dopaminérgicos em doenças neurodegenerativas. Esta primeira etapa aborda a 

apoptose celular, os papéis do IFN-γ, do óxido nítrico (NO) e da enzima nNOS, no 

contexto da neurodegeneração. O modelo experimental do presente estudo é 

tratado no segundo bloco. Descreve-se de um lado a linhagem SH-SY5Y, e de outro 

o agente apoptótico IFN-γ. Finalmente, são abordados conteúdos sobre interferência 

de RNA (RNAi), o processo biológico e seu uso experimental para silenciamento 

gênico. 

 

    

  

 

 

  

  

O presente trabalho utilizou um modelo celular de neurônio dopaminérgico 

para estudo da participação da enzima nNOS na injúria causada pela citocina IFN-γ. 

A morte de células neuronais é uma alteração comumente observada em doenças 

degenerativas do sistema nervoso (1), como o Parkinson, por exemplo. Trata-se de 

desordem crônica, progressiva e neurodegenerativa, que afeta de 0,1 a 0,3% da 

população mundial (2,3). Muitos dos sinais clínicos só se desenvolvem quando há 

perda de 50-60% de neurônios dopaminérgicos em regiões cerebrais específicas, 

levando os pacientes a um declínio acentuado na capacidade de executar tarefas 

motoras simples (4). 

Assim, os pacientes com a doença de Parkinson apresentam perda de 

neurônios dopaminérgicos da via nigroestriatal, que pode ocorrer por morte celular 

programada – apoptose (5). 

 

1.1 O PROBLEMA BIOLÓGICO EM ESTUDO 
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  A apoptose pode ser determinada por alterações morfológicas distintas e 

mecanismos bioquímicos dependentes de energia. É considerada como um 

componente essencial de vários processos, incluindo a rotatividade de células 

normais, o bom desenvolvimento e funcionamento do sistema imunológico, bem 

como o desenvolvimento embrionário. Este evento celular também ocorre como um 

mecanismo de defesa em reações imunológicas ou quando as células são 

danificadas por agentes nocivos (6). Entretanto, a apoptose inadequada é elemento 

presente na fisiopatologia de doenças neurodegenerativas do sistema nervoso 

central (7). 

 Neurônios podem entrar em apoptose em consequência de informações 

recebidas a partir de seu ambiente interno ou externo. Informações internas 

dependem do tipo celular, da história do desenvolvimento e do estado de 

diferenciação e maturação. Já os sinais do ambiente externo incluem hormônios, 

fatores de crescimento e citocinas, a exemplo do IFN-γ utilizado no presente estudo 

(8). Ou seja, a ativação bioquímica da apoptose ocorre através de duas vias 

principais, as vias  extrínsecas e intrínsecas, que contam com a ativação de 

proteínas denominadas de caspases. Estas enzimas são proteases específicas que 

clivam especificamente resíduos de ácido aspártico (9). Uma vez ativadas as 

caspases, a célula estará comprometida de maneira irreversível com a morte celular.  

Há evidências de interconexões entre as vias intrínseca e extrínseca, com 

influências recíprocas entre as moléculas sinalizadoras (10). 

 A seguir serão feitas breves considerações sobre as vias de apoptose. A via 

extrínseca origina-se através da ativação de receptores de morte da superfície 

celular, incluindo a proteína Fas, e resulta na ativação de caspases. Tais enzimas 

são amplamente expressas numa forma inativa na maioria das células e, uma vez 

ativadas podem ativar outras caspases. Desta forma, tem início uma cascata de 

ativação de proteases que amplifica a via de sinalização apoptótica. As proteínas 

mais estudadas com papel na ativação desta via extrínseca são citadas na tabela 1. 

A sequência de eventos que define esta via tem sido melhor caracterizada nos 

modelos de TNF-α/Fas, que se ligam a receptores específicos, desencadeando uma 

cascata que culmina na ativação da caspase-8 (11). 
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 Tabela 1 - Exemplos de proteínas que participam da via extrínseca de apoptose 

 

 

  

 

 

 

 

Tabela adaptada de Susan Elmore, 2007 (7) 

 

 Na via intrínseca, a apoptose envolve um conjunto diversificado de estímulos 

que têm início na mitocôndria, envolvendo alterações em sua membrana. Há 

liberação do citocromo c e ativação associada de caspases, como também eventos 

de estresse oxidativo e alterações em proteínas relacionadas com a apoptose (9). 

 O controle e a regulação destes eventos apoptóticos mitocondriais ocorre 

principalmente por membros da família de proteínas Bcl-2, que têm um papel 

fundamental na sinalização apoptótica intracelular (12). Outras proteínas importantes 

na via intrínseca estão descritas na tabela 2, apresentada a seguir. 

 

Tabela 2 – Exemplos de proteínas que participam da via intrínseca de apoptose 

 

Tabela adaptada de Susan Elmore, 2007 (7) 

Abreviatura Nome da Proteína 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha 

TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1 

FasL Fatty acid synthetase ligand 

FasR Fatty acid synthetase receptor 

FADD Fas-associated death domain 

Caspase-8 Cysteinyl aspartic acid-protease 8 

Abreviatura Nome da Proteína 

Caspase-9 Cysteinyl aspartic acid-protease 9 

Bcl-2 B-cell lymphoma protein 2 

Bcl-10 B-cell lymphoma protein 10 

BAX Bcl-2 associated X protein 

BAD Bcl-2 antagonist of cell death 
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 No sentido geral, estudos anteriores sugerem que o estresse oxidativo, 

mecanismos de excitotoxicidade e alteração do catabolismo de proteínas participam 

da cascata de eventos que levam à degeneração neuronal na doença de Parkinson 

(13,14). A apoptose citada acima tem participação na perda de neurônios 

dopaminérgicos da via nigroestriatal no Parkinson (15,16). Neste sentido, achados 

post mortem mostram que há aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias, tais 

como TNF-α, IL-1β e IFN-γ, no cérebro de pacientes com esta doença, sugerindo 

que a neuroinflamação contribui para a apoptose neuronal (17). 

 Citocinas pró-inflamatórias podem ser liberadas por células da micróglia (18)  

e tem como principal função a defesa imune do sistema nervoso central,  em geral 

são recrutadas após infecções do sistema nervoso. Quando ativada no sítio da 

lesão, a micróglia sofre mudanças morfológicas, tornando-se capaz de proliferar 

intensamente e realizar fagocitose. Além da defesa imune, a ativação dessas células 

tem importantes consequências fisiopatológicas em doenças  neurodegenerativas 

(19)  Neste sentido, estudos anteriores relataram maior densidade de células 

microgliais que expressam IFN-γ na substância negra de pacientes com Parkinson, 

fator que pode contribuir para a morte de neurônios dopaminérgicos (18) . 

 O papel deletério do IFN-γ sobre neurônios da via nigroestriatal pode ser 

desencadeado por dois mecanismos. No primeiro deles, o IFN-γ pode causar injúria 

sobre os neurônios dopaminérgicos na substância negra, pela ativação de 

receptores específicos que contém domínios de morte intracitoplasmáticos, 

conforme descrito posteriormente (20). No segundo mecanismo, o IFN-γ pode 

induzir a produção de óxido nítrico (NO) em células gliais (21).  

 O óxido nítrico, por sua vez, pode se difundir para os neurônios 

dopaminérgicos, desempenhando um papel deletério através da indução de 

peroxidação lipídica e quebras do DNA, bem como a inibição da respiração 

mitocondrial e metabolismo da energia (20). O NO é molécula gasosa que participa 

de diferentes eventos celulares e dependendo da concentração pode apresentar 

efeitos benéficos ou tóxicos à célula (22). É formado como subproduto da oxidação 

da L-arginina em L-citrulina, reação química catalisada por enzimas óxido nítrico 

sintases (NOS) (23).  

Estudos anteriores mostram que o bloqueio farmacológico de NOS reverte os 

efeitos da injúria por 6-OHDA (6-hidroxidopamina) em modelos de Parkinson, o que 

revela que esta enzima tem papel importante no desenvolvimento da 
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neurodegeneração  (24). Três isoformas das enzimas NOS foram descritas: NOS 

neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzida (iNOS) (25). 

 A enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), objeto do atual estudo, 

apresenta variantes genéticos formados por splicing alternativo, havendo três 

principais produtos funcionais: nNOS-α, nNOS-β e nNOS-γ (26,27). 

     

         Figura 1 Variantes de splicing da enzima nNOS (nNOSα, nNOSβ e nNOSγ), 
                      obtido de Eliasson et al. (28). 
 
 

 O produto de tamanho completo do gene nNOS é denominado de variante de 

splicing nNOS-α. Possui 29 exons que, com exceção do exon 1, são todos 

transcritos para gerar uma proteína de 1434 aminoácidos com cerca de 160 Kda. A 

transcrição inicia-se no códon ATG situado no exon 2 (Figura 1). Os variantes de 

splicing nNOS-β e nNOS-γ não apresentam esse exon 2. No caso do variante 

nNOS-β, a tradução inicia-se a partir do códon de iniciação CTG situado no exon 1a, 

gerando uma proteína de 136 Kda. O códon de iniciação da nNOS-γ (ATG) situa-se 

no exon 5, gerando uma proteína truncada de 125 Kda. Os variantes nNOS-β e 

nNOS-γ não apresentam o domínio PDZ [Postsynaptic density protein-95 (PSD-

95)/Drosophila disc large/tumor suppressor-zonula occludens-1 protein (ZO-1)]. 

Assim, esses variantes nNOS-β e nNOS-γ permanecem dispersos no citoplasma. O 

variante nNOS-α, ao contrário, possui este domínio PDZ, que media a sua 

associação com a proteína PSD95, e permanece portanto ancorado à membrana 

plasmática neuronal próximo ao receptor de NMDA (N-metil D-aspartato). Desta 

forma, a ativação desta isoforma está relacionada ao influxo de cálcio por esse 

receptor (27). 

 Considerando que o IFN-γ induz a produção de NO com participação de 

nNOS, o silenciamento desta enzima via interferência de RNA, por exemplo, poderia 

reduzir a produção de NO, com melhora da viabilidade celular. 
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1.2.1 A Linhagem Celular SH-SY5Y – Fenótipos e Uso Experimental 

 

A linhagem de células SH-SY5Y utilizada no presente estudo possui muitas 

das características bioquímicas e funcionais de neurônios dopaminérgicos humanos 

(29). Possuem a capacidade de sintetizar a dopamina (DA) porque expressam a 

enzima tirosina hidroxilase (TH) (30). Também contém o transportador de dopamina 

(DAT), uma proteína expressa apenas em neurônios dopaminérgicos dentro do 

sistema nervoso central (31).   

A linhagem SH-SY5Y é um subclone da linhagem SK-N-SH, originalmente 

estabelecido a partir de uma biópsia da medula óssea de um paciente com 

neuroblastoma no início dos anos 70 (32). Segundo especificações da American 

Type Culture Collection – ATCC, o tempo de duplicação das células é de 48h. 

(informação disponível no endereço http://www.atcc.org/Products/All/CRL-

2266.aspx#A7931A04156C4C7FA40828AEF707302F). 

As células SH-SY5Y (Figura 2) têm sido amplamente utilizadas como modelo 

de neurônios dopaminérgicos para estudos neurológicos experimentais. Na pesquisa  

de Lopes et al (33), por exemplo, as células SH-SY5Y foram utilizadas para avaliar 

respostas de toxicidade da 6-OHDA, enquanto que no estudo de Giordano et al (34), 

as células permitiram testes dos efeitos da rotenona, MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetra-hidropiridina), MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina) e 6-OHDA na indução de morte 

celular. As células SH-SY5Y também são muito utilizadas para o estudo da 

expressão constitutiva e induzida de nNOS frente a diferentes toxinas como MPP+ 

(35) e dissulfeto dialil (DADS), um dos principais componentes de extratos solúveis 

em óleo de alho (36). 

Em síntese, a linhagem celular SH-SY5Y pode ser considerada um modelo in 

vitro para estudo da degeneração nervosa dopaminérgica (37), permitindo pesquisas 

sobre o papel de mediadores celulares como a nNOS, objeto da atual dissertação. 

 

 

1.2 ABORDAGEM DO PROBLEMA BIOLÓGICO – A CÉLULA SH-SY5Y COMO  

MODELO CELULAR PARA O ESTUDO DA DEGENERAÇÃO  

DE NEURÔNIOS DOPAMINÉRGICOS 
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                                      Figura 2 – Morfologia das células SH-SY5Y   

                                       (American Type Culture Collection – ATCC) 

 

 

1.2.2 Agente Apoptótico para o Estudo da Degeneração Neuronal - IFN-γ 

O Interferon Gama é  citocina solúvel, dimerizada, sendo o único membro do 

grupo dos interferons do tipo II (38). Está entre os vários agentes químicos que 

induzem a síntese de NO, com papel na apoptose neuronal dopaminérgica (39,40). 

A citocina provoca uma formação massiva de NO pela enzima iNOS, cuja 

transcrição é regulada pelo fator IRF-1 ou por STAT1 (41,42,43,44). Assim, o IFN-γ 

exerce a sua ação desencadeando uma cascata de transdução de sinal específica 

da via JAK-STAT, responsável pela regulação de diversos genes, tais como IRF-1, 

nNOS, iNOS, entre outros (45,46). Resumidamente, o IFN-γ liga-se a receptores 

específicos que ativam cinases Janus (Jaks). Um resíduo da subunidade de receptor 

IFNGR1 é depois fosforilado para formar o STAT1 - transdutor de sinal e ativador de 

transcrição 1. STAT1 liga-se sítios regulatórios denominados GAS (Gamma 

Activating Sequence), induzindo a expressão de genes alvos (47).  

 

 

  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
http://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%ADmero
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 A interferência de RNA é um processo conservado na evolução das espécies, 

no qual a expressão de genes é primariamente controlada em nível pós-

transcricional, ou seja, a molécula alvo desta regulação é o RNAm (48). Comumente 

observa-se silenciamento do gene alvo, e isto é de particular importância quando a 

hiperexpressão gênica participa da fisiopatologia da doença em estudo (49). 

O mecanismo biológico que ocorre naturalmente nas células inicia-se com a 

expressão de RNA interferente em fita dupla, que é clivado no citoplasma em 

fragmentos de 21-23 nucleotídeos pela enzima Dicer. Tais fragmentos são 

conhecidos como short interfering RNA (siRNA), também constituídos de duas fitas. 

A primeira fita (sense) contém sequência de nucleotídeos similar à sequência alvo 

do RNAm, enquanto a segunda fita (antisense) possui sequência nucleotídica 

parcialmente complementar a esta mesma sequência alvo. Estes siRNAs associam-

se a proteínas citoplasmáticas, formando um complexo denominado RNA Induced 

Silencing Complex ou RISC. Uma enzima presente no complexo protéico RISC abre 

a fita dupla do siRNA, libera a fita sense e acopla-se apenas à fita antisense, cujo o 

papel é guiar todo o complexo até o RNAm. A fita antisense anela-se à sequência 

alvo complementar no RNAm e o mecanismo de degradação é ativado, ocorrendo, 

assim, o silenciamento pós-transcricional da expressão gênica (50,51). 

Experimentalmente, pode-se mimetizar o processo biológico de RNAi 

mediante o uso de moléculas curtas de RNA fita dupla, conhecidas como siRNAs 

sintéticos (50,51,52). Nestas estruturas sintéticas, a fita antisense possui sequência 

nucleotídica totalmente complementar à sequência alvo do RNAm. A indução do 

mecanismo de RNAi mediado por siRNAs sintéticos é ilustrado na Figura 3a. Assim, 

o uso de siRNAs sintéticos - que agem como silenciadores gênicos - tem se 

destacado em estudos científicos sobre papéis de genes na biologia celular e no 

processo saúde-doença, bem como na busca de potenciais alvos terapêuticos (53,  

54).  

Outra forma de induzir o mecanismo de RNAi, é introduzir na célula vetores 

de expressão, sejam eles vírus ou DNA plasmidial. Uma vez no núcleo das células, 

a sequência de interesse codificada pelo vetor será transcrita naturalmente pela 

 

1.3 A METODOLOGIA DE INTERFERÊNCIA DE RNA (RNAi)  

PARA  SILENCIAR A ENZIMA nNOS 
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maquinaria celular. Os transcritos são sequências de RNA fita dupla na forma de 

grampos curtos, daí a denominação de short hairpin RNA (shRNA). O shRNA é 

levado ao citoplasma, onde sofre um processo de clivagem pela enzima Dicer, 

gerando fragmentos curtos de RNA fita dupla. Estes fragmentos curtos de RNA são 

também siRNAs, formados por duas fitas de nucleotídeos complementares (fitas 

sense e antisense). Os siRNAs associam-se ao mesmo grupo de proteínas 

citoplasmáticas para formar o complexo RISC, que será guiado até o RNAm pela fita 

antisense, induzindo o processo de degradação do mesmo (Figura 3b) (51,55). 

 

 

 

 

 

Figura 3 Mecanismo de interferência de RNA. a) Ilustração do mecanismo de interferência de 

RNA (RNAi) mediada por short interfering RNA (siRNA). Moléculas curtas de RNA fita dupla, 

também denominados siRNAs sintéticos, são transfectados na célula. Uma vez no citoplasma, 

os siRNAs sintéticos associam-se a proteínas celulares, formando o complexo RISC. O 

complexo RISC separa as duas fitas, acoplando-se apenas à fita antisense que reconhece a 

sequência alvo no RNAm. O RNAm é então degradado, finalizando o mecanismo de 

interferência. b) RNAi mediada por vetores de expressão de grampos curtos de RNA, short 

harpin (shRNA). Vetores de expressão são transfectados na célula. Uma vez no núcleo, os 

shRNAs são transcritos e exportados para o citoplasma, onde sofrem clivagem pela enzima 

Dicer. Os fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, associam-se ao mesmo complexo RISC, 

o qual irá degradar o RNAm alvo. Figura adaptada de Takahashi et al (51). 

a 

b 
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  A interferência de RNA revelou-se uma técnica útil na pesquisa biomédica 

em estudos de genômica funcional. No sentido biotecnológico, siRNAs sintéticos são 

agentes para descoberta de potenciais alvos terapêuticos em diferentes doenças, 

como imunodeficiência adquirida/HIV, hepatite viral, doenças metabólicas, 

neurodegenerativas, cardiovasculares e câncer (55,56). A versatilidade da técnica se 

deve à possibilidade de definir diferentes objetivos de silenciamento, em termos de 

linhagem celular e do gene alvo que se pretende regular (49). 

 No que se refere ao presente estudo, trabalhos anteriores mostram que a 

inibição farmacológica da enzima nNOS é capaz de reverter eventos 

neurodegenerativos em modelos animais, mostrando que a via nitrérgica contém 

potenciais alvos terapêuticos (57). Assim, a enzima nNOS pode ser potencialmente 

silenciada mediante RNAi para fins de neuroproteção, aspecto aqui investigado. 

 

2 OBJETIVOS 

 2.1 GERAL 

 Avaliar a participação da enzima NO sintase neuronal (nNOS) na injúria de 

células SH-SY5Y causada por IFN-γ. 

 

 2.2 ESPECÍFICOS 

     a) Determinar o nível de silenciamento gênico de nNOS, obtido com as 

estruturas sintéticas siRNAnNOShum_2063, siRNAnNOShum_3987 e 

siRNAnNOShum_4400, na linhagem celular SH-SY5Y; 

 

         b) Avaliar se a estrutura sintética com melhor nível de silenciamento tem 

capacidade de aumentar a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas por IFN-γ;  

 

         c) Avaliar se vetores de expressão de grampos curtos de RNA interferente 

para nNOS têm capacidade de aumentar a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas 

por IFN-γ. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 O atual estudo foi organizado em duas principais etapas experimentais. A 

primeira delas trata de ensaios ligados ao silenciamento de nNOS. Inicia-se com o 

cultivo de neuroblastomas e transfecção das células com siRNA sintéticos 

estruturados em lipossomas catiônicos (3.1 a 3.3). A redução do conteúdo de RNAm 

de nNOS foi então determinada mediante extração de RNA, transcrição reversa e 

análise da expressão gênica por PCR em tempo real (3.4). A segunda etapa do 

presente estudo verificou o efeito das estruturas de silenciamento de nNOS sobre a 

viabilidade de células SH-SY5Y lesadas com IFN-γ. Foram realizados testes de 

viabilidade celular por ensaios de MTT (3.5), seguindo-se à análise estatística dos 

dados obtidos em ambas as etapas (3.6).  

 

 3.1 SIRNAS SINTÉTICOS E VETORES DE EXPRESSÃO DE GRAMPOS 

CURTOS DE RNA INTERFERENTE  

  

 O algoritmo Biopredsi foi anteriormente utilizado para identificação de alvos 

de RNAi na região codante do RNAm de nNOS (NM_000620.2) (58). As três 

sequências alvo de RNAi selecionadas para silenciamento gênico de nNOS estão 

descritas na tabela 1. 

 Com base nestes alvos, foram sintetizados siRNAS - sequências sintéticas 

de RNA em dupla fita com 21 nucleotídeos (Qiagen). O siRNA controle negativo 

corresponde a uma sequência de nucleotídeos sem homologia com qualquer gene 

descrito em mamíferos, denominado All Star® (Qiagen, Valencia, Califórnia, EUA). 

 

 

Tabela 3 - Nomenclatura dos siRNAs e sequências alvo de RNAi   

Sigla Sequência alvo de RNAi  

no cDNA de nNOS 

Exon  

codante 

Posição no cDNA  

de nNOS 

siRNAnNOShum_2063 5'-CACCGAGTCCTTCATTAAGCA-3' 12 2663-2683 

siRNAnNOShum_3987 5'-CAGCGGCAATTTGATATCCAA-3' 25 4485-4505 

siRNAnNOShum_4400 5'-GCGAACGTACGAAGTGACCAA-3' 28 4898-4918 
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 O atual estudo também testou uma estratégia adicional para silenciar nNOS, 

um vetor que expressa grampos curtos de RNA (short-hairpins) para a mesma 

sequência alvo da estrutura siRNAnNOShum_4400 descrita na tabela acima. A 

expressão do grampo de RNA está sob controle do promotor H1 humano (vetor 

pSilencer 3.1-H1 neo, Applied Biosystems, Carlsbad, California, EUA), sendo o vetor 

denominado de pnNOShum_4400. O vetor controle foi preparado para expressar um 

grampo curto de RNA sem homologia com qualquer sequência conhecida do 

genoma humano, e denominado pscramble. Os construtos genéticos foram 

previamente testados por digestão enzimática e sequenciamento, para avaliação do 

processo de clonagem. 

 

3.2 CULTURA DE CÉLULAS 

 

 O presente estudo utilizou a cultura de células da linhagem SH-SY5Y (ATCC®
 

CRL-2266™) como modelo in vitro de neurônio dopaminérgico. As células foram 

mantidas em meio Dulbecco’s Modified Médium + F12 (DMEM/F12 Gibco™, Cat. N° 

12400-024) adicionando-se 10% de soro fetal bovino (FBS Gibco™, Cat. N° 12657-

029), 1% de Glutamax™ I (Gibco™, Cat. N° 35050-061) e 1% de solução 

antibiótica/antimicótica (Sigma-Aldrish®, Cat. N° A5955), contendo 10000 UI de 

penicilina, 10 mg de estreptomicina e 25 µg de anfotericina B por mL. As células 

foram semeadas em frascos com capacidade de 60 mL e mantidas a 37°C em 

estufa com 5% de CO2 e 95% de umidade.  

 

3.3 TRANSFECÇÃO CELULAR   

  

 As transfecções na linhagem SH-SY5Y com siRNAs e vetores de expressão 

foram realizadas com o agente lipídico Lipofectamina (Lipofectamine Transfection 

Reagent 2000, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), utilizando-se o meio de cultura  

Opti-Men I (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante. As concentrações de cada estrutura genética testada, bem como os 

pontos temporais avaliados, estão descritos nas legendas das figuras apresentadas 

em resultados. 
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 3.4 EXTRAÇÃO DE RNA, TRANSCRIÇÃO REVERSA E PCR EM TEMPO 

REAL 

 As amostras de RNA total das células em cultura foram extraídas utilizando-

se kit comercial (RNeasy® Plus Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), e quantificadas 

por fluorometria (Qubit®, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). A pureza da 

extração foi considerada aceitável para relações de RNA/proteína acima de 1,8. A 

integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% corado 

com brometo de etídio.  

 A seguir, realizou-se a transcrição reversa para obtenção do cDNA a partir de 

500ng de RNA total, utilizando-se primers randômicos (SuperScript First-Strand 

Synthesis System para RT-PCR, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA).  

 Finalmente, procedeu-se a reação de PCR em tempo real no termociclador 

7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, Califórnia, EUA). Os 

primers sense e antisense para amplificação de nNOS foram 5'-

GGTGGAGATCAATATCGCGGTT-3' e 5'-CCGGCAGCGGTACTCATTCT-3' (59). O 

gene controle endógeno (housekeeping) utilizado foi o GPBP1 (GC-rich promoter 

binding protein 1), amplificado pelos primers 5'-TCACTTGAGGCAGAACACAGA-3' 

e 5'-AGCACATGTTTCATCATTTTCAC-3' (60). Os produtos de amplificação foram 

detectados por meio de intercalação do corante fluorescente SYBR Green. A 

mistura de amplificação foi composta de 5,0 µL de SYBR Green (Applied 

Biosystem, Carlsbad, Califórnia, EUA), 2,0 µL de cDNA diluído 1:10, 0,4 µL de cada 

primer (10 pmol/µL), e água milli-Q q.s.p. 10,0 µL. O programa de PCR incluiu 

desnaturação inicial a 95 ºC durante 5 min, seguido por 40 ciclos de amplificação 

(95 ºC durante 1 min, 60 ºC durante 1 min). Cada ensaio foi realizado em triplicata. 

Para determinar o nível de silenciamento gênico foi utilizado o método de 

quantificação relativa (2-ΔΔCt), que representa a redução no conteúdo do RNAm alvo 

no grupo silenciado de nNOS em relação ao grupo controle (61). 
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 3.5 DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE DAS CÉLULAS SH-SY5Y  

 

 A viabilidade celular foi avaliada quantitativamente pelo ensaio colorimétrico 

do MTT  (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), que se fundamenta na avaliação da 

atividade mitocondrial. Nesse método, a metabolização do MTT por enzimas 

desidrogenases resulta em produto de coloração roxa denominado formazan, sendo 

que a intensidade dessa coloração indica o grau de viabilidade celular (62). O 

método tem sensibilidade para detectar alterações na viabilidade das células SH-

SY5Y expostas as neurotoxinas comumente utilizadas nos modelos de Parkinson, 

como a 6-OHDA (63). 

 A análise dos efeitos do silenciamento de nNOS sobre a viabilidade da células 

lesadas por IFN-γ foi determinada como se segue. Para os testes de siRNAs, as 

células SH-SY5Y foram semeadas a uma densidade de 5x104 células em placas de 

96 poços e incubadas durante 24 horas, seguindo-se a injúria com o agente IFN-γ  

(37,5 ng/mL). Após, as células foram transfectadas com siRNAnNOShum_4400 ou 

scramble (18,75 nM), estruturados em Lipofectamina. Foi realizada incubação por 8h 

ou 24h, e a viabilidade celular foi determinada por MTT. Resumidamente, 150 µL do 

meio contendo o reagente MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados a cada poço e a 

placa foi mantida a 37 °C em atmosfera de CO2 a 5% e umidade a 95%, por período 

adicional de 3 horas. Em seguida, removeu-se o meio contendo MTT e adicionou-se 

150 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilizar os cristais de formazan 

produzidos pela célula. Os resultados foram mensurados por verificação da 

densidade óptica (OD) a 595 nm. As células do grupo controle, sem tratamento, 

foram arbitrariamente consideradas como 100% de viabilidade. Cada tratamento foi 

realizado em triplicata e os ensaios foram repetidos três vezes. 

 Para análise dos efeitos dos vetores de expressão de grampos curtos de 

RNA, a viabilidade das células foi também determinada por MTT. Para isso, as 

células SH-SY5Y foram inicialmente lesadas por 24 horas com o agente IFN-γ (37,5 

ng/mL), em placas de 96 poços. Os efeitos sobre a viabilidade celular foram 

determinados em duas doses do vetor pnNOShum_4400 (0,2 µg ou 0,4 µg) e, 

também, em três pontos temporais (8h, 24h ou 48h). 
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3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Os resultados do presente estudo foram submetidos à análise estatística 

mediante o uso do programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versão 

17. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Utilizou-se 

análise de variância one-way (ANOVA) seguido do teste de Tukey para testar as 

diferenças entre múltiplos grupos. Diferenças entre pares de grupos foram 

analisadas pelo teste t de Student. O nível de significância estatística adotado neste 

estudo foi de p <0,05. 

 

4 RESULTADOS 

 

       4.1 EFEITOS DE siRNAS SOBRE O CONTEÚDO DE nNOS  EM CÉLULAS 

SH-SY5Y 

 O presente estudo avaliou estruturas genéticas para silenciamento pós-

transcricional de nNOS mediante RNAi. As estruturas sintéticas curtas de RNAs, 

siRNAnNOShum_2063, siRNAnNOShum_3987 e siRNAnNOShum_4400, nas duas 

concentrações testadas (18,75 nM e 37,5 nM), reduziram o conteúdo do RNAm de 

nNOS no tempo de 8h após a transfecção, conforme resultado de PCR em tempo 

real (Figura 4a). Os maiores efeitos de silenciamento de nNOS ocorreram para a 

estrutura siRNAnNOShum_2063 (0,64 vezes), seguido de siRNAnNOShum_3987 

(0,67 vezes), a 18,75 nM.  

 A concentração do siRNA também afetou o nível de silenciamento de cada 

estrutura. Para o siRNAnNOShum_2063, a menor concentração causou  maior  

efeito silenciador (Fig. 4a, p<0,05). Em contraste, a concentração mais elevada do 

siRNAnNOShum_4400 trouxe o melhor resultado (0,59 versus 0,79 vezes). 

 Examinou-se também se os efeitos de silenciamento de nNOS obtidos no 

tempo de 8h pós-transfecção iriam se manter até o tempo de 24h (Fig. 4b). Ambas 

as estruturas siRNAnNOShum_3987 e siRNAnNOShum_4400 silenciaram nNOS no 

ponto temporal de 24h. O siRNAnNOShum_3987 mostrou maior atividade 

silenciadora em relação ao siRNAnNOShum_4400 (0,46 vezes versus 0,66 vezes, 

p<0,05). No entanto, o silenciamento causado pelo siRNAnNOShum_4400 foi dose-

dependente e mais estável, em ambos os pontos temporais testados, 8h e 24h. O 
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siRNAnNOShum_2063, no ponto temporal de 24 horas, causou aumento no 

conteúdo de RNAm de nNOS. Este resultado contrasta com àqueles observados 

para demais estruturas, e poderá se melhor investigado em estudos posteriores.  

                              

*

a

 

                             

**

*

b

 

Figura 4 Silenciamento de nNOS na linhagem de células SH-SY5Y mediante tratamentos com 

siRNAs. (a) Variação do silenciamento de nNOS das estruturas siRNAnNOShum_2063, 
siRNAnNOShum_3987 e siRNAnNOShum_4400. As barras representam a redução do conteúdo 

relativo do RNAm de nNOS no tempo de 8h em duas concentrações diferentes (18,75 nM ou 37,5nM, 

n = 3); (b) efeitos temporais de siRNAs sobre o conteúdo de RNAm de nNOS. As barras representam 

a redução do conteúdo de RNAm de nNOS nos tempos de 8h e 24h   (18,75 nM, n=3). Os resultados 

de PCR em tempo real foram normalizados para gene controle endógeno e comparado com grupo 

scramble, arbitrariamente definido com o valor 1 (linha tracejada). O valor relativo de RNAm de nNOS 

foi determinado pelo método de (2
-∆∆ct

). * - p <0,05, teste t de Student; ** - p<0,05, ANOVA seguida 

pelo teste de Tukey. 
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4.2 EFEITOS DO siRNAnNOSHUM_4400 SOBRE A VIABILIDADE DE 

CÉLULAS SH-SY5Y LESADAS POR IFN-γ 

 Nesta etapa do presente trabalho, foi examinado se o silenciamento da 

enzima  nNOS por siRNAs causaria melhora na viabilidade das células SH-SY5Y 

submetidas à injúria por IFN-γ.  

 As células SH-SY5Y foram expostas à citocina (37,5 ng/mL) por 24h, e em 

seguida tratadas durante 8h ou 24h com siRNAnNOShum_4400 (18,75 nM). O 

tratamento de 24h com siRNAnNOShum_4400 causou  um aumento significativo na 

viabilidade das células, conforme determinado pelo ensaio de MTT (Fig. 5a). O 

siRNAnNOShum_4400 causou aumento de 5,0% na viabilidade das células, em 

comparação com o grupo controle não tratado (mock). Observou-se também um 

efeito inespecífico neste tempo de 24h, no grupo tratado com o siRNA controle 

negativo (scramble).  

             

**

*

 

 

Figura 5 Efeitos do siRNAnNOShum_4400 sobre a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas por IFN-

γ. As células foram expostas ao IFN-γ (37,5 ng/mL) durante 24 horas e depois transfectadas com 

siRNAnNOShum_4400 (18,75 nM) ou scramble, ambos estruturados em Lipofectamina. A viabilidade 

celular foi determinada por MTT nos tempos de 8h ou 24h após a transfecção, em sete ensaios 

independentes. As barras representam os valores de absorbância que foram encontrados em grupos 

tratados normalizados para o grupo controle não-lesionado (linha tracejada). * - p<0,05, Mock versus 

scramble, 24h (ANOVA one-way, seguido pelo teste de Tukey); ** - p<0,05, Mock versus 

siRNAnNOShum_4400, 24h (ANOVA one-way, seguido pelo teste de Tukey).  
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 4.3 EFEITOS DO VETOR DE EXPRESSÃO DE GRAMPOS CURTOS DE 

RNA PARA nNOS SOBRE A VIABILIDADE DE CÉLULAS SH-SY5Y LESADAS POR 

IFN-γ 

 Inicialmente, foi escolhida a sequência alvo de nNOS a ser utilizada para a 

clonagem no vetor, examinando-se os efeitos de cada siRNA sobre a expressão do 

gene e sobre a viabilidade celular após injúria. Os resultados revelaram dois alvos 

potenciais de RNAi, situados no exon 25, 5'-CAGCGGCAATTTGATATCCAA-3' 

(siRNAnNOShum_3987) e no exon 28, 5'-GCGAACGTACGAAGTGACCAA-3' 

(siRNAnNOShum_4400). Optou-se pela sequência codificada pelo exon 28 devido 

às seguintes características desejadas: (i) efeito de silenciamento dose-dependente 

– o conteúdo de RNAm de nNOS diminuiu de 0,79 para 0,59 quando as 

concentrações de siRNA foram aumentadas de 18,75 para 37,5 nM (Fig. 4a) (ii) 

estabilidade de silenciamento gênico de nNOS nos tempos de 8h e 24h, havendo 

inclusive aumento da eficácia do silenciamento no tempo de 24h após a transfecção 

(Fig. 4b); (iii) eficácia na melhora de viabilidade celular após injúria por IFN-γ (Fig. 5). 

Assim, o vetor de expressão de shRNA direcionado à sequência de nNOS codificada 

pelo exon 28 foi designado pnNOShum_4400. 

 A capacidade do vetor pnNOShum_4400 de melhorar a viabilidade celular 

após lesão por IFN-γ foi examinada pelo ensaio de MTT. Em 8h após a transfecção, 

o vetor (0,2 µg) aumentou em 9,7% a viabilidade das células lesadas (90,2% versus 

99,9%, p<0,05, Fig. 6a). O aumento na quantidade de vetor (0,4μg) melhorou a 

viabilidade das células no tempo de 24h pós-transfecção. Também, a viabilidade das 

células SH-SY5Y lesadas mostrou melhora de 15,8% no grupo tratado com 

pnNOShum_4400 (0,2 µg) em comparação com o grupo scramble (99,0% versus 

83,2%, respectivamente. p<0,05, Figura 6a), o que mostra efeitos dependentes da 

sequência gênica. No tempo de 48h após a transfecção, o vetor pnNOShum_4400 

não manteve os efeitos positivos observados nos tempos de 8h (0,2 µg) e 24h (0,4 

µg). 
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Figura 6 Efeitos do vetor pnNOShum_4400 sobre a viabilidade de células SH-SY5Y lesadas por IFN-

γ. Células SH-SY5Y foram expostas ao IFN-γ (37,5 ng/mL) por 24 horas e depois transfectadas com 

pnNOShum_4400 ou pscramble (0,2μg ou 0,4μg), ambos estruturados em Lipofectamina. A 

viabilidade celular foi determinada por MTT nos tempos de 8h, 24h e 48h após a transfecção, em sete 

ensaios independentes. As barras representam os valores de absorbância encontrados nos grupos 

tratados em relação ao grupo controle não lesionado (linha tracejada). (a) * - p<0,05, pscramble 

versus pnNOShum_4400, 8h; ** - p<0,05, Mock versus pnNOShum_4400, 8h (ANOVA one-way, 

seguido pelo teste de Tukey, p<0,05). (b) * - p <0,05, Mock versus pscramble, ou Mock versus 

pnNOShum_4400, ou pscramble versus pnNOShum_4400 (ANOVA one-way, seguido pelo teste de 

Tukey); ** - p<0,05, Mock versus pscramble e pnNOShum_4400  (ANOVA one-way, seguido pelo 

teste de Tukey). 

 

 



32 

 

5 DISCUSSÃO 

 A vulnerabilidade de neurônios dopaminérgicos é assunto relevante no campo 

de estudo da neuropatologia. Evidências anteriores têm associado citocinas pró-

inflamatórias à perda de células dopaminérgicas em doenças neurodegenerativas 

como o  Parkinson (18,64). No presente trabalho, examinamos se o silenciamento 

da enzima nNOS via RNAi iria reduzir os efeitos da injúria por IFN-γ em células 

imortalizadas com fenótipo dopaminérgico.   

 O atual estudo utilizou a linhagem SH-SY5Y, que é uma célula neuronal 

dopaminérgica amplamente utilizada como modelo celular de neurônios 

dopaminérgicos (37,65). Estudos com células SH-SY5Y têm revelado novos 

aspectos de neurodegeneração a partir do bloqueio farmacológico de enzimas ou do 

silenciamento gênico mediante RNAi (37,66,67,68). O bloqueador de nNOS 7-

nitroindazole (7-NI) protegeu as células SH-SY5Y contra a toxicidade do paraquat 

relacionada com a formação de NO (69). Este fármaco também preveniu a lesão por 

MPP+ na condição em que a  nNOS foi expressa (35). Os dados do atual estudo 

estão de acordo com estas publicações anteriores, que encontraram benefícios 

celulares de bloqueio da enzima nNOS. Ao silenciar nNOS com 

siRNAnNOShum_4400, houve aumento na viabilidade das células SH-SY5Y 

previamente lesadas por IFN-γ. 

 Neuroproteção por bloqueio de enzimas de síntese de NO encontrada em 

células SH-SY5Y foi também observada em vários modelos animais de Parkinson 

(24,70,71,72,73). Camundongos knockout de nNOS apresentaram menos dano 

neuronal por MPP+/MPTP do que os selvagens (74). Com relação ao  RNAi, o 

silenciamento de iNOS por vetores expressando shRNAs mostrou efeito protetor em 

áreas do cérebro de camundongos contra a neurotoxicidade  por 6-OHDA (75). 

Futuras investigações poderão avaliar se as estruturas de RNAi para nNOS aqui 

propostas, irão melhorar a viabilidade de neurônios dopaminérgicos nigroestriatais, 

neste caso em modelos animais da doença de Parkinson. 

 Apesar de vários estudos mostrarem que o bloqueio farmacológico de nNOS 

previne a degeneração dos neurônios, nenhuma pesquisa anterior avaliou se o 

silenciamento gênico desta enzima produziria o mesmo efeito em modelos de 

Parkinson. Duas investigações anteriores com RNAi sobre nNOS abordaram outros 
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objetivos experimentais, sendo que ambas utilizaram lentivírus para expressar RNAs 

curtos. Um deles desenvolveu um “cassete” de expressão de grampos curtos de 

RNA contendo sequência do microRNA 30.  A mudança melhorou o efeito do 

silenciamento de nNOS, tanto in vitro como in vivo (76). No outro estudo de 

lentivírus, foi feita transfecção em neurônios corticais em cultura e, também, injeção 

no córtex do rato (77). Os lentivírus expressaram grampos de RNA para sequências 

do RNAm alvo codificados pelo exon 10. No presente estudo, os siRNAs foram 

direcionados a sequências codificadas pelos exons 12, 25 e 28.  

 A análise do conteúdo do RNAm de nNOS revelou que todos os siRNAs 

(siRNAnNOShum_2063, siRNAnNOShum_3987 e siRNAnNOShum_4400) foram 

efetivos em silenciar nNOS, ou seja, os alvos foram sensíveis a RNAi. No entanto, 

os efeitos de knocking-down variaram de intensidade de acordo com o alvo, a 

concentração de siRNA e tempo. O melhor resultado foi alcançado por 

siRNAnNOShum_3987 em 24 horas pós-transfecção, na concentração de 18,75nM. 

O siRNAnNOShum_4400 mostrou uma maior estabilidade nos tempos de 8h e 24h e 

revelou um efeito silenciador de nNOS dose-dependente. Variações no grau de 

silenciamento gênico em função da concentração de siRNA ou do tempo têm sido 

descritas para outros alvos genéticos (78,79). 

 Estudos anteriores mostram que pacientes com doença de Parkinson 

apresentam níveis mais altos de citocinas no cérebro e no fluido cérebro-espinhal. 

Além disso, achados em autópsia de indivíduos com esta doença mostram aumento 

da densidade de células da glia e de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α e IL-

1β) na substância negra (18,80). Estudos em modelos animais de Parkinson 

utilizando camundongos com deficiência de IFN-γ confirmam o papel do IFN-γ na 

perda de neurônios dopaminérgicos (81). Finalmente, a expressão aumentada do 

IFN-γ em camundongos mediante injeção nos ventrículos cerebrais de adenovírus 

capazes de expressar IFN-γ foi capaz de causar calcificação dos gânglios da base e 

degeneração nigroestriatal. Estes resultados indicam que o IFN-γ pode causar 

degeneração nigroestriatal dependente da idade, mesmo na ausência de outros 

fatores exógenos, fato que reforça a importância desta citocina (82).  
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 Segundo Montaldo et al (39) e Tekautz et al (40),  a atividade pró-apoptótica 

de IFN-γ envolve NO. A citocina provoca uma formação massiva de NO por iNOS, 

mediante o aumento da expressão de IRF-1 (41,42,43,44). Estudos posteriores 

poderão avaliar o papel da iNOS nas células SH-SY5Y lesadas com IFN-γ, nas 

condições experimentais do presente estudo. 

 Até o momento, nenhum trabalho foi realizado abordando o papel da enzima 

nNOS em danos neuronais causadas por IFN-γ. O atual estudo mostrou, pela 

primeira vez, que a estrutura siRNAnNOShum_4400 silenciou a enzima nNOS em 

24h pós-transfecção. Neste mesmo tempo, ambos o siRNAnNOShum_4400 e o 

vetor pnNOShum_4400 aumentaram a viabilidade das células SH-SY5Y lesadas por 

IFN-γ, em valores de 5,0% e 15,8%, respectivamente. Tomados em conjunto, os 

resultados revelaram que o silenciamento de nNOS pode proteger as células SH-

SY5Y contra a injúria causada pelo agente pró-inflamatório IFN-γ. 

   

 

 

6 CONCLUSÃO  

  

 Os resultados do presente estudo mostram a viabilidade de silenciamento 

gênico de nNOS na linhagem celular SH-SY5Y, mediante o uso da interferência de 

RNA. Os dados aqui apresentados sugerem que a enzima nNOS participa de 

eventos ligados à injúria por IFN-γ, uma vez que a transfecção de células SH-SY5Y 

com siRNAs e  vetores de expressão de shRNA para nNOS causou melhora em sua 

viabilidade neste modelo de lesão.   
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ANEXO A – RESUMOS EM CONGRESSOS INTERNACIONAIS 
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ANEXO B – CAPÍTULOS DO MANUAL DE CONSULTA – BIOTECNOLOGIA 

APLICADA À FARMACOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ana Lívia Brito, André Santos Leonardo, Cátia Faria Lustosa, Fátima Maria Caetano Caldeira, Fernando 
Francisco Borges Resende, Juliana Guimarães Sarquis, Ludmylla Costa Cunha, Simoneide Souza Silva 

 

Biotecnologia 

aplicada à 

Farmacologia 
 

Manual de consulta 

 

Ricardo Titze-de-Almeida e cols.  

 



55 

 

Capítulo 7 

QUANTIFICAÇÃO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS 

s ensaios de biologia molecular requerem a utilização de quantidades específicas de ácidos 

nucléicos, sejam eles o DNA ou o RNA. Para se determinar a quantidade de material obtida 

após um processo de purificação, é necessário quantificá-los por meio de técnicas 

específicas. Desta forma será possível avaliar a eficiência do processo de extração destas 

moléculas a partir de tecidos, cultura de células ou outra origem.  

Na rotina do laboratório de biologia molecular há basicamente duas formas de 

quantificar os ácidos nucléicos: a espectrofotometria e a fluorimetria. A seguir iremos descrever, de 

forma breve, o fundamento de cada um desses métodos e, ao final desta apresentação, você poderá 

definir aquele que melhor irá responder a sua pergunta de acordo com as necessidades do seu 

experimento. 

 

I. ESPECTROFOTOMETRIA 

Naturalmente que teremos a necessidade de quantificar os ácidos nucléicos obtidos ao final 

de um procedimento de purificação (Cap. 5), por exemplo, antes de seguirmos para outros passos 

experimentais. Assim, iremos precisar de um método capaz de determinar a presença destas 

moléculas na amostra em estudo. Para isso podemos empregar a espectrofotometria, que consiste 

em ensaio de análise baseado na absorção de luz (energia eletromagnética) pelas substâncias. E o 

aparelho que utilizamos para esta quantificação é o espectrofotômetro. 

 O que é um espectrofotômetro? 

O espectrofotômetro é um instrumento que basicamente mede a quantidade de luz 

absorvida por uma molécula (Fig. 7.1). Há vários fabricantes no mercado; a seguir  apresentamos 

aquele comercializado pela Thermo, que utilizamos em nosso laboratório.  

O 
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Figura 7.1 Equipamento de espectrofotometria do fabricante Thermo Scientific.  

 

 Como funciona o espectrofotômetro? 

De forma sintética, o espectrofotômetro é formado por um conjunto de dispositivos que são 

basicamente uma fonte de luz, a grade, a cubeta (que irá conter a amostra a ser quantificada), e o 

detector. A interação entre estes componentes é que irá permitir a quantificação do material 

presente na sua amostra, o que será descrito com mais detalhes a seguir. O funcionamento do 

espectrofotômetro ocorrerá então da seguinte forma, conforme ilustra a figura 7.2. Em primeiro 

lugar, a fonte luminosa irá emitir um feixe de luz e esta por sua vez irá incidir sobre uma grade e 

refletir uma luz monocromática, representada na cor laranja. A luz monocromática gerada após 

incidir na grade irá, na sequência, atravessar uma fenda. É importante ressaltar que esta fenda 

permite passar apenas o comprimento de onda previamente especificado pelo pesquisador. Este 

feixe de luz que atravessou a fenda será então parcialmente absorvido pela amostra. A outra parte 

da luz que atravessou a amostra (ou seja, que não foi absorvida) irá incidir sobre o detector. 

Fonte: http://www.yu-shing.com.tw 
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Figura 7.2 Representação esquemática do funcionamento de um espectrofotômetro. 

 

 O que é efetivamente medido no espectrofotômetro? 

Como você dever ter notado na figura anterior, parte da luz que incide sobre a cubeta é 

absorvida e isto ocorre graças às moléculas de ácidos nucléicos presentes na amostra. Esta 

propriedade que os ácidos nucléicos possuem de absorver a luz será descrita mais detalhadamente a 

seguir. No momento o que precisamos ter em mente é que a quantidade de luz absorvida é 

diretamente proporcional à quantidade de moléculas na cubeta. Isto ocorre porque cada molécula 

irá absorver certa quantidade de energia luminosa. Finalmente, a luz que incide no detector poderá 

então ser calculada comparando-se a luz incidente (Po) com aquela que emerge do outro lado da 

cubeta (P), ou seja, a fração da intensidade luminosa que atravessa a cubeta (P/Po). Dessa forma, 

podemos concluir que quanto maior a quantidade de DNA na amostra, por exemplo, maior 

quantidade de luz será absorvida por esta mesma amostra.  

 De que forma o espectrofotômetro reconhece as moléculas de ácidos 

nucléicos? 

  Pois bem, continuando a falar um pouco mais sobre a questão da absorção de luz, vamos 

refletir um pouco sobre esta interessante propriedade que as substâncias possuem de absorver 

energia luminosa. É importante notar que toda substância tem um padrão de absorção de energia 

característico. Dependendo da composição química, observam-se um ou poucos comprimentos de 

onda que são fortemente absorvidos pela molécula. Cada substância tem assim um espectro de 

absorção e um comprimento de onda específico no qual ocorre um máximo de absorção (Fig. 7.3).  

Análises quantitativas podem ser realizadas levando-se em consideração o fato de que 

determinadas substâncias cromóforas, tais como as bases nitrogenadas nos ácidos nucléicos e os 

aminoácidos nas proteínas, absorvem a luz em comprimentos de onda específicos e diferentes. As 

cinco bases encontradas no DNA ou RNA absorvem entre 250 e 270 nm (Fig. 7.3A), de forma que 

geralmente se observa um pico de absorção em torno de 260 nm em DNA ou RNA de alta massa 

molecular. As proteínas podem ser medidas em 280 nm (Fig. 7.3B).   
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Figura 7.3. Representação esquemática do espectro de absorção dos ácidos nucléicos (A) e das proteínas (B). 

Notar o pico de leitura de 260 nm em A, de acordo com a estrutura dos anéis cíclicos das bases nitrogenadas 

presentes nos ácidos nucléicos. Da mesma forma, em B observa-se o pico com 280 nm, correspondendo aos 

anéis aromáticos que compõe a estrutura das proteínas.  

 

 Como determinar o grau de pureza de sua amostra? 

 Há dois critérios importantes a serem considerados e avaliados após a extração de ácidos 

nucléicos. O primeiro deles é a integridade, ou seja, avaliar se os ácidos nucléicos não sofreram 

degradação no processo de purificação. Esta análise é feita por meio de eletroforese em gel de 

agarose (Cap. 6). O outro critério diz respeito à pureza da amostra. E por que seria importante avaliar 

a pureza da amostra? Justamente porque a contaminação da mesma por outras moléculas pode 

ocasionar sérios erros nas etapas seguintes dos experimentos, podendo comprometer a qualidade 

dos ensaios. Ou seja, para que o material seja seguramente utilizado em ensaios posteriores, é 

necessário certificar que o mesmo está livre de contaminações por proteínas, por exemplo. Isto pode 

ser determinado levando-se em consideração o diferente padrão de absorção que o DNA (260 nm) e 

as proteínas (280 nm) possuem. Esta avaliação de pureza pode ser realizada determinando-se a 

relação entre as absorbâncias (A260/A280). A razão esperada varia de 1,8 a 1,9 para DNA e de 1,9 a 2,0 

para RNA. A presença de proteínas na amostra tende a reduzir esses valores, sugerindo a ocorrência 

de problema na extração. Outros compostos aromáticos, tais como fenóis, normalmente presentes 

nos reagentes utilizados para a extração de DNA e RNA, também podem interferir nesses valores. 

Portanto, essas relações são importantes para definirmos se a amostra está essencialmente pura e 

passível de ser utilizada na maioria dos procedimentos de manipulação genética. 

 

 Na prática, como proceder para quantificar e avaliar o grau de pureza de 

uma preparação de ácidos nucléicos? 

1. Diluir a amostra de DNA ou RNA em água milli-Q autoclavada. A diluição utilizada geralmente 

é de 1:5 

2. Adicionar 10 µL de água milli-Q autoclavada à cubeta de quartzo e zerar o aparelho a A260 

(Fig. 7.4) 

A B 
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Observação: a cubeta de vidro é opaca à radiação ultravioleta, por isso deve-se utilizar a cubeta de 

quarto. 

3. Adicionar 10 µL da amostra à cubeta de quartzo e ler a A260 

4. Repetir a leitura em 280 nm. 

Observação: alguns aparelhos já fazem automaticamente a leitura a 280 nm. 

5. Avaliar a pureza do material: 

A260/A280≥ 1,8 

 

Algumas importantes observações adicionais 

1. As cubetas devem ser lavadas com água e detergente seguida por álcool após a finalização da 

quantificação. 

2. As cubetas possuem ranhuras para auxiliar a manipulação. Não encoste os dedos na 

superfície lisa, pois a gordura da pele é adsorvida no vidro, refratando a luz e resultando em 

erro experimental. As paredes lisas devem ficar perpendiculares ao caminho da luz e nunca a 

parede opaca. 

                                         

Figura 7.4 Cubeta de quartzo.  

3. Amostras geladas podem condensar umidade nas paredes, alterando o resultado da leitura. 

Também a presença de bolhas na solução ou de partículas em suspensão deve ser evitada. 

4. Atenção aos valores medidos. Valores de absorbância maiores que um são suspeitos, 

enquanto os acima de 2 não devem ser considerados. Matematicamente, o valor de 

absorbância com máximo de precisão ocorre em torno de 0,434, e, na prática, valores até 1 

são suficientemente precisos. Caso a medida apresente valores superiores a um, recomenda-

se que a amostra seja diluída, de modo que a leitura seja inferior a esse valor.  
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II. FLUORIMETRIA 

 

                    

Figura 7.5 Equipamento de fluorimetria Qubit®, do fabricante Invitrogen.  

 

 No item anterior discutimos um pouco sobre a quantificação dos ácidos nucléicos utilizando 

a técnica de espectrofotometria. Vimos que utilizando esta técnica é possível quantificar o número 

de moléculas presentes em uma amostra por meio da quantidade de luz absorvida. O que iremos 

descrever agora será outra técnica de quantificação de ácidos nucléicos, a qual vem sendo utilizada 

com maior frequência na rotina dos laboratórios de biologia molecular. Esta técnica se fundamenta 

na capacidade que algumas moléculas possuem de emitir fluorescência. Ao contrário da 

espectrofotometria, onde medimos absorbância, aqui o que irá determinar a quantidade de 

moléculas presentes na amostra será o seu espectro de emissão de energia (fluorescência). 

Fluorescência, por definição, é a capacidade de uma substância emitir luz quando exposta a 

determinada radiação. Isto já foi descrito na eletroforese, por exemplo, onde a luz ultravioleta faz 

com que o brometo de etídio irradie fluorescência (Cap. 6). No atual capítulo, esta propriedade será 

explorada pelo equipamento próprio, permitindo quantificar ácidos nucléicos.  

   

 De que forma ocorre o estado de transição de energia nas moléculas? 

  O fenômeno da fluorescência consiste na absorção de energia por um elétron, passando do 

estado fundamental para o excitado. Este elétron, ao retornar ao estado fundamental, é 

acompanhado pela liberação de energia em excesso através da emissão de radiação. A fluorescência 

é medida pela detecção da radiação emitida. Um exemplo de aparelho utilizado para quantificar esta 

fluorescência é o Qubit® 2.0 Fluorometer da invitrogenTM (Fig. 7.5). 

 

 Como quantificar os ácidos nucléicos utilizando o método fluorimétrico? 

Os ácidos nucléicos e as proteínas não possuem a capacidade natural de emitir fluorescência. 

Por isso, para que possamos quantificar essas moléculas pelo método da fluorimetria, é necessário 

utilizar sondas que se acoplem especificamente a cada uma dessas moléculas. O aparelho Qubit® 2.0 

Fluorometer (InvitrogenTM) utiliza sondas moleculares fluorescentes que irão emitir sinais somente 

quando se ligarem à molécula alvo específica que se quer medir a concentração: DNA, RNA ou 

proteína. Quanto maior a quantidade destas moléculas na amostra, maior será a fluorescência 

obtida.   

 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=IVGNprodListLink&FeatureType=1101&Feature=2007926
javascript:CFC_popup('http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/videos/Qubit/Qubit2.0.html ','','resizable=no,location=no,menubar=no,scrollbars=no,status=no,toolbar=no,fullscreen=no,dependent=no,width=800,height=550')
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Algumas recomendações importantes devem ser consideradas antes de iniciar os procedimentos 

para a quantificação: 

 Todos os reagentes devem estar em temperatura ambiente; 

 Usar luvas durante o manuseio da amostra; 

 Não segurar o tubo de ensaio nas mãos antes de executar uma medição; 

 Colocar o tubo no aparelho e proceder a leitura imediatamente. 

 

POP 7.1 Quantificação de RNA por fluorimetria no equipamento Qubit® 

MATERIAIS 

 Qubit® reagente; 

 Qubit® buffer; 

 Standards do kit; 

 Amostra  

 Tubos tipo eppendorf de 1,5mL; 

 Tubos tipo eppendorf do kit; 

 Ponteiras e pipetas – P2, P10, P200 e P1000. 

 

PROCEDIMENTOS 

 Passo 1: Solução de trabalho  

o 1µL de Qubit® reagente para cada amostra; 

o 199µL de Qubit® buffer para cada amostra; 

 

 Passo 2: Curva padrão 1 (usar eppendorf do kit) 

o 190µL da solução de trabalho; 

o 10µL do standard 0; 

 

 Passo 3: Curva padrão 2 (usar eppendorf do kit) 

o 190µL da solução de trabalho; 

o 10µL do standard 10 ou 100; 

 

 Passo 4: Preparo das amostras (usar eppendorf do kit) 
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o 198µL da solução padrão; 

o 2µL da amostra; 

 

 Passo 5: Levar ao vortex os tubos de ensaio por 2-3 segundos;  

 

 

 Passo 6: Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos; 

 

 Passo 7: Proceder a leitura 

o Ligar o aparelho e selecionar a opção desejada (DNA, RNA ou Proteína); 

o Selecionar a opção Read new standard; 

o Inserir Standard 1 e proceder a leitura; 

o Inserir Standard 2 e proceder a leitura; 

o Inserir a amostra e proceder a leitura; 

o Selecionar a opção concentração stock; 

o Ajustar o volume inicial da amostra (2µL) e escolher a unidade de medida (ng/µL). 
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Capítulo 10 
 

 

DIGESTÃO DE DNA PLASMIDIAL  

  

ara entendermos como ocorre a digestão plasmidial, primeiramente precisamos conhecer o 

que são e como atuam as enzimas de restrição. As enzimas de restrição, denominadas 

também de endonucleases de restrição, são as ferramentas básicas da engenharia genética, 

desempenhando função de clivagem (corte) da molécula de DNA em pontos específicos, em 

reconhecimento a determinadas sequências de nucleotídeos. 

 

 Qual a origem das enzimas de restrição? 

A função biológica destas enzimas consiste em proteger células da invasão de DNA exógeno. 

Assim, foram inicialmente descobertas em bactérias, atuando na defesa contra o DNA exógeno que 

penetrava na célula, por exemplo, via bacteriófago. Normalmente, os organismos produzem uma 

enzima de restrição junto com uma enzima modificadora (DNA metiltransferase) que protege seu 

próprio DNA do corte pela enzima de restrição.  Essa enzima modificadora normalmente reconhece a 

mesma sequência que a enzima de restrição, e a protege pela metilação.  O DNA das bactérias é 

metilado em seus resíduos adenina e citosina de maneira que as enzimas de restrição não possam 

reconhecer seus sítios de ligação, entretanto o DNA exógeno não metilado é reconhecido e quebrado 

pela enzima evitando, por exemplo, uma infecção viral. 

 

 Enzimas de restrição têm nomes esquisitos. Por que? 

A denominação das diferentes endonucleases de restrição se origina dos nomes dos 

microrganismos nas quais foram originadas e são escritas em itálico, depois vem a cepa e por último 

o subtipo. As primeiras enzimas identificadas foram EcoRI e EcoRII de Escherichia coli e Hind II e Hind 

III de Haemophilus influenzae. Várias outras bactérias têm sido avaliadas para essas enzimas desde 

então, e mais de 3.000 enzimas já foram identificadas com mais de 200 tipos de especificidade. 

 

 

 Como atuam e quais os tipos de enzimas de restrição? 

As endonucleases de restrição são enzimas que cortam o DNA tanto de fita simples quanto 

de fita dupla, em sítios específicos de restrição com 4 a 8 pares de base. Estas enzimas catalizam a 

quebra das ligações diester-fosfato da cadeia lateral do DNA e também do RNA, sendo que existem 

enzimas que atuam em ambos substratos. Há três tipos de enzimas de restrição: I, II, III. Os tipos I e 

P 
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III cortam o DNA fora do sítio de especificidade, enquanto as do tipo II clivam dentro do próprio sítio 

de restrição. A maioria das enzimas de restrição são do tipo II.  

Quanto ao tipo de corte realizado no DNA, há duas possibilidades:  

a) enzimas que geram extremidades simétricas ou cegas, onde o corte ocorre dentro de um 

centro de simetria, ou seja, as extremidades ficam retas após a realização da clivagem;  

b) enzimas que geram extremidades coesivas, onde os cortes se encontram deslocados um 

do outro, fora de um eixo de simetria. São mais utilizadas para inserção plasmidial, pois permitem 

que dois fragmentos quaisquer possam ser facilmente ligados, desde que tenham sido originados 

pela mesma enzima ou por enzimas diferentes mas que produzam sequências complementares. 

 Na prática, como a digestão é realizada? 

Para digerir determinada amostra de DNA plasmidial, é necessário utilizar basicamente a enzima 

e o seu tampão apropriado, tomando-se o cuidado de incubar a reação na temperatura correta. 

Frequentemente, o DNA plasmidial tem que ser digerido por duas enzimas diferentes, e que 

requerem tampões diferentes. Neste caso, o pesquisador deve escolher aquele tampão que serve 

melhor a ambas as enzimas, sabendo que haverá certa perda de eficiência de digestão para uma 

delas.  

  

O tampão de reação típico de endonucleases de restrição comumente contém: 

- Cloreto de Magnésio; 

- Cloreto de Sódio ou de Potássio; 

- Tris-HCl; 

- 2-β-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT); 

- Albumina de serum bovino (BSA). 

 

As reações de digestão podem seguir a regra que 10 Unidades de enzima de restrição por µg 

de DNA. Normalmente esta quantidade da enzima é suficiente para digerir uma gama de variações 

na concentração, pureza e qualidade do DNA.  Na prática, acrescenta-se 1 µL de enzima para cada 1 

µg de DNA purificado. O volume final pode ser de 50 µL, incluindo-se o tampão apropriado e a 

amostra a ser digerida. O tempo de incubação pode variar de acordo com a enzima, não sendo 

normalmente inferior a 1 hora, na temperatura adequada.   

 Cuidado: enzimas de restrição devem ser mantidas sempre a baixas 

temperaturas! 

As enzimas de restrição são estocadas em freezer a –20oC, devendo ser expostas pelo menor 

tempo possível à temperatura ambiente.  

Durante a preparação do ensaio de digestão, devem ser mantidas no gelo. 
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POP 10.1 Digestão de DNA plasmidial 

MATERIAIS 

 Enzimas HindIII e EcoRI (Invitrogen) 

 DNA plasmidial 

 Tampão REact 2 (10X) 

 Água Milli-Q 

 Agarose 

 Padrão 1 Kb Ladder  

 Loading die 

 Tampão de amostra 

 Tubos tipo eppendorf de 0,5mL 

 Ponteiras e pipetas – P2, P10 e P20 

 

PROCEDIMENTO  

 Passo 1 – Digestão de DNA Plasmidial - linearização  

- 1 µL de enzima HindIII   

- 8 µL de DNA plasmidial (1 µg/µL) 

- 1,5 µL de tampão REact 2 

- 3,5 µL de H2O Milli-Q 

- Incubar 1h a 37ºC   

 

 Passo 2 – Digestão de DNA Plasmidial - retirada do inserto  

- 1 µL de enzima HindIII 

- 1 µL de enzima EcoRI 

- 8 µL de DNA plasmidial 

- 1,5 µL de tampão REact 2 

- 3,5 µL de H2O Milli-Q 

- Incubar 1h a 37ºC  

 

 

 

 

HindIII 

EcoRI 

 



66 

 

ANÁLISE EM GEL DE AGAROSE  

 Passo 1 – Padrão 1 Kb Ladder 

- 1 µL de 1Kb Ladder  

- 1 µL de loading die 

- 4 µL de H2O Milli-Q 

 

 

 Passo 2 – Controle 

- 1 µL de plasmídeo não digerido 

- 2,5 µL de tampão da amostra 

- 2,5 µL de H2O Milli-Q 

 

 

 

 

 

 Passo 3 – DNA plasmidial linearizado  

- 5 µL de digestão de DNA plasmidial 

- 2,5 µL de tampão de amostra 

- 2,5 µL de H2O Milli-Q 

    

 

 

 

 

 Passo 4 – DNA plasmidial sem inserto 

- 5 µL de digestão de DNA plasmidial 

- 2,5 µL de tampão de amostra 

- 2,5 µL de H2O Milli-Q 
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