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PREFÁCIO 

 

O óxido nítrico (NO) é mensageiro celular que atua em diversos tecidos do 

organismo animal. Trata-se de molécula gasosa liberada a partir da oxidação da L-

arginina em L-citrulina, reação que é catalisada pelas enzimas óxido nítrico sintases 

ou NOS. As enzimas NOS apresentam três isoformas: neuronal (nNOS), endotelial 

(eNOS) e induzida (iNOS). A nNOS, objeto do atual estudo, é responsável por 

grande parte do NO presente no sistema nervoso. Atualmente sabe-se que o NO 

tem papel importante na formação e no funcionamento do sistema nervoso, bem 

como na patogenia de distúrbios neurodegenerativos. Nesse sentido, vários estudos 

mostram que fármacos inibidores das enzimas NOS são capazes de atenuar os 

efeitos tóxicos do NO sobre o sistema nervoso. Tais achados vinculam essas 

enzimas à patogênese da morte neuronal e as colocam como alvos terapêuticos de 

alto potencial. Recentemente foram introduzidos conhecimentos e técnicas para 

silenciamento de genes de interesse em nível pós-transcricional, a chamada 

interferência de RNA ou RNAi. O presente trabalho voltou-se à obtenção de 

estruturas de RNA curtos em dupla fita – siRNA capazes de silenciar a expressão de 

nNOS. Essas mesmas estruturas genéticas foram eficazes no controle da morte 

neuronal por apoptose, revelando o seu potencial uso na terapêutica de distúrbios 

neurodegenerativos.   
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RESUMO 

 

O óxido nítrico (NO) é formado pelas enzimas NO sintases e desempenha papel na 

patogênese da neurodegeneração. NO sintase neuronais são expressas em áreas 

cerebrais lesionadas e sua inibição reduz efeitos de agentes neurotóxicos. O atual 

estudo desenvolveu siRNAs (small interfering RNAs) direcionados a duas  

sequências do RNAm de nNOS, presentes nos exons 2 e 28. Primeiramente, foi 

utilizado o algoritmo Biopredsi para identificar alvos de RNAi. Foi realizada síntese 

química dos siRNA duplos com 21 nucleotídeos - exon2_hnNOS e exon28hnNOS 

(Qiagen). Células de neuroblastomas SH-SY5Y receberam 150 pmol ou 300 pmol de 

cada siRNA estruturado em lipossomas (Lipofectamine 2000®, Invitrogen). Utilizou-

se o controle negativo scramble All-Stars® (Qiagen). Os meios de cultivo celular 

utilizados foram Optimen® e DMEM® (Gibco), pelas primeiras 6h e para as 24h de 

incubação restantes, respectivamente. O conteúdo de RNAm de nNOS foi 

quantificado por PCR em tempo real via SYBR Green®; os efeitos de silenciamento 

foram apresentados pela expressão relativa (2-ΔΔCT). O nível de RNAm foi reduzido 

para até 60% do controle; os efeitos de silenciamento variaram de acordo com os 

alvos e doses. Os efeitos dos siRNA sobre a apoptose por neomicina foram 

determinados pelo ensaio de MTT. As células foram lesionadas por neomicina e 

tratadas com um dos siRNAs (exon2_hnNOS, exon28hnNOS ou scramble) por dois 

tempos distintos: imediatamente após ou 24h após a lesão. Ambas estruturas de 

siRNA mostraram efeitos antiapoptóticos, que alcançaram o máximo de 28,7%. Os 

efeitos variaram de acordo com o siRNA e o tempo de tratamento. Exon2_hnNOS 

produziu o maior efeito quando o tratamento foi realizado logo após lesão; 

exon28_hnNOS foi mais efetivo 24h após a lesão. Os resultados do atual estudo 

mostram a utilidade de siRNAs no entendimento da patogenia de doenças 

neurológicas e abrem novos caminhos para a terapia gênica de doenças 

neurodegenerativas. 

 

Palavras-chave: nNOS, apoptose, doenças neurodegenerativas, lesão cerebral, 

interferência de RNA, terapia gênica.   
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ABSTRACT 

 

Nitric oxide (NO) is formed by the NO synthase enzymes and play pivotal roles in the 

pathogenesis of neurodegenerative diseases. Neuronal NO synthase enzyme 

(nNOS) is expressed in brain areas submitted to injury, and its pharmacological 

blocking can decrease the effects of neurotoxic agents. In our study, we developed 

and tested two siRNAs targeted to two different nNOS mRNA sequences, located in 

the exons 2 and 28. Firstly, we used the Biopredsi algorithm to identify the RNAi 

targets. The synthetic siRNA duplexes with 21 nucleotides (exon2_hnNOS and 

exon28_hnNOS) were synthetized by Qiagen.  Neuroblastoma cells SH-SY5Y 

received 150 pmol or 300 pmol of each siRNA mixed with Lipofectamine 2000® 

(Invitrogen). The negative control was the commercial scramble All-Stars® (Qiagen). 

The cell culture media used in this study were Optimen® and DMEM® (Gibco), for the 

first 6h and for the remaining 24h of incubation, respectively. The mRNA content was 

quantified by reverse transcription real-time PCR with SYBR Green® and the 

silencing effects on nNOS expressed by the relative expression (2-ΔΔCT). The nNOS 

mRNA content was reduced to 60% to the control level; the silencing effects varied 

according to the targets and doses used. To determine the effects of siRNA on the 

apoptotic phenotype, we used the MTT assay. Cells were lesioned by neomycin and 

treated with each of the siRNAs (exon2_hnNOS, exon28_hnNOS, or scramble) at 

two time-points: immediately after – or 24h after lesion.   Both siRNA structures 

showed anti-apoptotic effects that reached 28.7%.  The effects varied according to 

the siRNA used and the treatment time-point. Exon2_hnNOS produced the highest 

effect when the treatment began immediately after lesion; exon28_hnNOS was more 

effective 24h after lesion.  Our results encourage the use of siRNAs to study the role 

of nNOS in the pathogenesis of brain diseases and highlighted a new therapeutic 

aproach for neurodegenerative diseases. 

 

Key-words: nNOS, apoptosis, neurodegenerative diseases, brain injury, RNA 

interference, gene therapy. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUÇÃO 

 

As doenças neurodegenerativas ocupam posição de destaque nas ciências 

da saúde e comumente envolvem a produção de mediadores ligados à morte 

neuronal, com destaque para o óxido nítrico (NO) (Hara & Snider, 2007). 

O NO é molécula formada como subproduto da oxidação da L-arginina em L-

citrulina, reação química catalisada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS). As três 

principais isoformas desta enzima são a neuronal (nNOS), a endotelial (eNOS) e a 

induzida (iNOS). Grande parte do NO circulante no sistema nervoso é sintetizado 

pela enzima nNOS (Dusse et al., 2003).  

 A morte neuronal é fenômeno que ocorre em doenças neurodegenerativas de 

grande importância, como epilepsias, lesões medulares e Parkinson. A inibição 

farmacológica da enzima nNOS é capaz de reverter eventos neurodegenerativos em 

modelos animais, mostrando que a via nitrérgica contém potenciais alvos 

terapêuticos (Lossi et al., 2005). 

  Recentes descobertas revelam a possibilidade de silenciar genes específicos 

em nível pós-transcricional, mediante interferência de RNA (RNAi), o que tem 

impulsionado o desenvolvimento científico-tecnológico no campo da saúde. Assim, o 

desenvolvimento de um método capaz de silenciar a enzima nNOS via RNAi pode 

representar uma alternativa no controle de eventos celulares que desencadeiam a 

morte neuronal e envolvem o óxido nítrico (Zimmerman et al., 2006). 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1) Óxido nítrico – histórico e síntese celular 

 

As descobertas sobre o óxido nítrico (NO) foram iniciadas a partir de estudos 

sobre a vasodilatação induzida pela acetilcolina, que mostrou-se dependente da 

presença de endotélio intacto. Observou-se então que esse efeito foi mediado pela 

liberação de uma molécula denominada de fator de relaxamento dependente do 

endotélio, posteriormente denominado de NO (Furchgott & Zawadzki, 1980). Novos 
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estudos mostraram a importância do NO quanto ao processo de relaxamento 

vascular (Ignarro, 1987; Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1988). Além disso, 

vários trabalhos revelaram a relação entre o NO e a resposta imune do organismo. 

Atualmente sabe-se que o óxido nítrico é o principal mediador citotóxico de células 

imunes efetoras ativadas e constitui-se em molécula de regulação do sistema imune 

(Hibbs Jr. et al., 1987; Marletta et al., 1988). Finalmente, foi observado que o NO é 

produzido no sistema nervoso central, demonstrando que sua síntese é estimulada 

por glutamato via receptores de NMDA (N-metil-d-aspartato) (Bredt et al., 1989; 

Knowles et al., 1989; Garthwaite et al., 1989). 

O NO é molécula gasosa, encontrada normalmente na atmosfera em 

pequenas quantidades. A sua toxicidade deve-se à presença de radical livre que a 

torna um agente químico altamente reativo (Flora Filho et al., 2000). Além disso, 

sabe-se que o NO tem papel relevante na biologia celular. Trata-se de mensageiro 

celular com ação em diversos tecidos do organismo como rins, vasos sanguíneos, 

coração, pulmões, sistema imune, sistema nervoso, entre outros. Nesse sentido, 

vários estudos evidenciam que essa molécula participa de diferentes eventos 

celulares e que, dependendo da concentração e da depuração tecidual, o NO pode 

apresentar efeitos benéficos ou tóxicos à célula em questão (Domenico, 2004). 

A liberação do NO ocorre a partir de uma reação de oxidação da L-arginina 

em L-citrulina, que é catalizada pela óxido nítrico sintase (NOS), enzima cálcio-

dependente. A sequência de etapas bioquímicas inicia-se com o influxo de cálcio 

para o meio intracelular, em decorrência da ligação de glutamato aos receptores de 

NMDA presentes na membrana celular. O aumento do cálcio intracelular ativa 

moléculas de calmodulina que, por sua vez, ativam a enzima NOS, culminando com 

a formação de NO e L-citrulina (Zhang & Snyder, 1995). 

 

2) Enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) 

  

Conforme citado, as enzimas óxido nítrico sintases - NOS têm o papel de 

catalisar a reação na qual a L-arginina é oxidada em L-citrulina, o que libera NO. 

Três isoformas das enzimas NOS foram descritas: NOS neuronal (nNOS ou NOS1), 

NOS endotelial (eNOS ou NOS3) e NOS induzida (iNOS ou NOS2). As duas 

primeiras são enzimas de expressão constitutiva e apresentam como característica a 
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dependência de íons de cálcio e de calmodulina para sua ativação. Já a iNOS é 

ativada por citocinas (Dusse, et al., 2003). A nNOS pode ser encontrada 

principalmente em neurônios, neutrófilos e astrócitos. Já a eNOS está localizada no 

endotélio vascular, além de astrócitos. Por fim, a iNOS está presente em células 

como macrófagos, hepatócitos e células da glia (Kavya, et al., 2006). 

 A estrutura das enzimas NOS é formada por dois domínios catalíticos: o 

domínio de oxigenase, que contém sítios de ligação para L-arginina, grupo heme, e 

tetrahidrobiopterina (BH4), e o domínio redutase, que possui sítios de ligação para 

FAD (Flavina Adenina Dinucleotídeo), FMN (Flavina Mononucleotídeo) e NADPH 

(Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo – P). Esses dois domínios são conectados por 

um sítio de ligação de calmodulina. Os grupos flavina, FAD e FMN, têm como função 

transferir elétrons doados pelo grupo NADPH para o grupo heme, localizado no 

domínio oxigenase, tornando possível a oxidação da L-arginina em L-citrulina, 

reação que libera o NO (Alderton, et al., 2001).    

A enzima nNOS, objeto do atual estudo, apresenta variantes genéticos 

formados por splicing alternativo. Nesse sentido, há quatro principais produtos 

funcionais descritos: nNOS-α, nNOS-β, nNOS-γ e nNOS-µ (Alderton, 2001; Kavya et 

al., 2006). O produto de tamanho completo do gene nNOS é denominado nNOS1, 

que corresponde à variante nNOS- α. Possui 29 exons que, com exceção do exon 1, 

são todos traduzidos para gerar uma  proteína de 1434 aminoácidos com cerca de 

160 Kda. A tradução 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, assim, 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 (ou DHR - 

Dlg homologous region ou GLGF - glycine-leucine-glycine-phenylalanine), que media 

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

membrana plasmática neuronal na vizinhança do receptor de NMDA; dessa forma, a 

ativação da enzima está relacionada ao influxo de cálcio por esse receptor. Quanto 
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aos variantes nNOS-β e nNOS-γ, a ativação não é dependente do receptor de 

NMDA. Ensaios in vitro demonstraram que a enzima nNOS-γ não apresenta 

atividade catalítica comparável à variante nNOS-α, fato não observado com a 

enzima nNOS-β. Outros exemplos de variabilidade genética, como inserções e 

deleções de cassetes, também têm sido descritos (Kavya et al., 2006). 

 

 

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

(1997). 

 

3) Papel do NO em distúrbios neurodegenerativos 

 

O fenômeno da morte celular pode ocorrer como parte de um processo 

fisiológico e importante para a manutenção da homeostase orgânica. Nesse caso, é 

descrito como morte celular programada (PCD), sendo classificado em três 

diferentes formas: tipo I, nuclear ou apoptótica; tipo II, autofágica; tipo III, 

citoplasmática. Cada forma pode acometer tipos celulares específicos, em diferentes 

fases de desenvolvimento. Podem, também, ser ativadas por diferentes tipos de 

injúrias, como lesão do DNA, neurotoxinas, acúmulo de proteínas mal-enoveladas, 

entre outros (Cunningham, 1982; Carke, 1990). Assim, a apoptose é uma forma de 

PCD de ocorrência natural na maioria dos tecidos durante o desenvolvimento 

embrionário e pós-natal, também ocorrendo em tecidos proliferativos de organismos 

adultos. Nas células em apoptose, a morte é individual, ao redor de células vizinhas 

que estão sadias, sendo caracterizada por alterações morfológicas típicas (Bredesen 

et al., 2006). 

A produção excessiva de NO pode iniciar um quadro neurotóxico. O NO atua 

sobre a enzima guanilato ciclase (GC) resultando na formação de cGMP (Salvemini, 
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et al. 1993). O glutamato e a ativação da enzima GC são capazes de induzir morte 

neuronal em quadros de isquemia cerebral focal. Além disso, a interação de 

moléculas de NO com O2
- resulta na formação de peroxinitrito, um radical tóxico para 

as células nervosas capaz de induzir morte celular. A decomposição desse radical 

resulta na formação dos radicais hidroxila e dióxido de nitrogênio que também 

contribuem para os efeitos neurotóxicos (Yun et al. 1997).  

Apoptose neuronal envolvendo o NO tem sido estudada em vários modelos 

animais, em particular naqueles que representam doenças neurodegenerativas 

crônicas, como o Parkinson. Nesse caso, há uma perda progressiva de neurônios 

dopaminérgicos da substância negra que resulta em distúrbios motores típicos da 

doença (Beal, 2001). Outros exemplos de doenças neurodegenerativas que 

envolvem a via nitrérgica são o acidente vascular cerebral, a esclerose amiotrófica 

lateral e o Alzheimer (Domenico, 2004; Conforti et al., 2007). 

  

4) Interferência de RNA (RNAi)  

  

A técnica de RNAi já foi utilizada com sucesso para silenciar genes em células 

neuronais, sendo considerada ferramenta altamente promissora para a terapêutica 

de doenças neurológicas (Wood et al., 2003; Gonzales-Alegre, 2007). O mecanismo 

de RNAi baseia-se em processo celular composto de duas etapas. Inicialmente o 

RNA em dupla-fita (double-stranded RNA - dsRNA) é clivado dentro da célula em 

fragmentos de 21 - 23 nucleotídeos pela enzima nuclease Dicer. Em seguida, os 

pequenos fragmentos de dsRNA conhecidos como small interfering RNAs (siRNAs) 

se associam a proteínas celulares formando um complexo chamado RISC (RNA 

Induced Silencing Complex). Uma enzima presente no complexo abre a dupla-fita 

dos siRNAs e elimina uma das fitas (denominada passenger), permanecendo a fita 

guide (antisense) que irá guiar o complexo RISC até o RNAm alvo, para posterior 

degradação (Alton et al., 2007; Tieman & Rossi, 2009). 
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Figura 2: Esquema ilustrativo dos eventos de interferência de RNA (RNAi), obtido de Takahashi et al. 

(2006). Os shRNAs são transcritos a partir do DNA genômico e exportados ao citoplasma da célula 

pela proteína exportina 5 (Exportin5). São processados pela enzima Dicer e incorporados ao sistema 

enzimático RISC (RNA-induced silencing complex). A seguir a fita passenger (na cor roxa) é 

eliminada e a fita guide, representada em rosa, terá o papel de reconhecer a seqüência-alvo de 

RNAm (target mRNA) e “guiar” o complexo RISC a este alvo, que será posteriormente degradado. Os 

siRNAs são RNAs exógenos curtos e em dupla fita, que podem ser transfectados para o interior das 

células e diretamente incorporados ao complexo RISC.  

 

OBJETIVOS 

 

GERAL 

 

- Desenvolver estratégia para silenciamento gênico da enzima nNOS, visando a  

terapêutica da apoptose neuronal. 
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ESPECÍFICOS 

 

- Obter RNAs curtos em dupla fita (siRNAs) capazes de silenciar os variantes de 

splicing alfa, beta e gama da enzima nNOS; 

- Avaliar a eficácia dos siRNAs na redução da apoptose de neuroblastomas causada 

por neomicina. 
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CAPÍTULO II 

ARTIGO 

SILENCIAMENTO DA EXPRESSÃO DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE 

NEURONAL (nNOS) EM LINHAGEM DE NEUROBLASTOMA VIA siRNAs 

SINTÉTICOS EM DUPLA FITA 

Linus Q. Pereiraa; Simoneide S. Silvaa; Luciana M. Klüppela; Nádia R. 

Ferreirab; Luis Pardoc; Walter Stühmerc; Elaine Del Belb; Ricardo Titze-de-Almeida, 

PhDa.  
a
Lab. Tecnologias para Terapia Gênica, FAV, UnB, Universidade de Brasília - UnB, Brasília, 

DF, Brasil, 70910-970.  

b
Lab. Neurofisiologia e Biologia Molecular, Dept. Morfologia Estomatologia e Fisiologia, 

FORP, Universidade de São Paulo - USP, Ribeirão Preto, SP, Brasil, 14040-940. 

c
Molecular Biology of Neuronal Signals, Max-Planck-Institute for Experimental Medicine, 

Göttingen, Germany, 37075.  

 

INTRODUÇÃO 

O óxido nítrico (NO) é molécula sinalizadora relevante e ubiquitária, que 

desempenha papel regulatório sobre diferentes processos fisiológicos de mamíferos 

(Thomas et al., 2008). Entre as várias funções reguladas por esse mensageiro 

celular destacam-se a pressão arterial, a defesa imunitária contra patógenos, bem 

como as funções neuronais de transmissão sináptica, plasticidade e memória.  

Trata-se de molécula gasosa, que é formada pela ação de enzimas óxido nítrico 

sintases (NOS) sobre o precursor L-arginina (Alderton et al., 2001). Três distintas 

isoformas de NOS foram identificadas em diferentes tipos celulares. A neuronal 

(nNOS ou NOS1) e a endotelial (eNOS ou NOS3) são comumente encontradas em 

neurônios e em células endoteliais, respectivamente. A isoforma induzida (iNOS ou 

NOS-2), por sua vez, é expressa em resposta a citocinas ou a componentes de um 

processo infeccioso, como lipopolissacarídeos microbianos (Zhou & Zhu, 2009). 

Quanto à isoforma neuronal ou nNOS, três principais variantes de splicing funcionais 

já foram descritos – alfa, beta e gama (Eliasson et al., 1997).  

O NO tem papel relevante na fisiologia das células e na patogênese de vários 

distúrbios, podendo atuar no processo saúde-doença de forma positiva ou negativa 

(Domenico, 2004).  Nesse sentido, há evidências de que as enzimas de síntese de 

NO tenham papel importante nos eventos celulares que levam à morte neuronal e, 
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consequentemente, na fisiopatologia de vários distúrbios neurodegenerativos 

(Conforti et al., 2007; Hara et al., 2007). No sentido terapêutico, a inibição 

farmacológica da enzima NOS pode reverter eventos neurodegenerativos, mas essa 

inibição acarreta sérios efeitos colaterais sobre o sistema cardiovascular e sobre a 

resposta imunitária (Törok, 2008; Silverman, 2009; Haitao et al., 2009; Yu et al., 

2011).  

Recentemente foi descrita uma ferramenta capaz de inibir de forma específica 

a expressão de genes de interesse. Trata-se da interferência de RNA (RNAi), 

descoberta que revolucionou a pesquisa científica e projetou novas aplicações para 

a terapêutica de doenças graves como o câncer e o Parkinson (Fire et al., 1998; 

Gupta et al., 2004; Bushati & Cohem, 2007; Gonzales-Alegre & Paulson, 2007).  

Com base no acima exposto, considera-se relevante o desenvolvimento de 

estratégias – nesse caso baseadas em RNAi – para silenciar a expressão da enzima 

nNOS. Os dois produtos tecnológicos que são o objeto do atual estudo são 

inovadores e permitem duas estratégias de silenciamento de nNOS: o silenciamento 

específico da variante de splicing alfa e o silenciamento conjunto das variantes alfa, 

beta e gama.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O atual estudo foi organizado em quatro etapas experimentais. Na primeira 

etapa foi realizada a análise de bioinformática para levantamento e análise das 

sequências de nNOS e para identificação de sequências-alvo para RNAi. A 

estratégia do presente estudo foi utilizar a seqüência inteira da região codante de 

nNOS para identificação destes alvos de RNAi. Caso houvesse mutações nestas 

regiões alvo, o alvo seria descartado. A etapa seguinte incluiu ensaios para 

silenciamento de nNOS, realizando-se cultivo de neuroblastomas e  transfecção das 

células com siRNA sintéticos estruturados em lipossomas catiônicos. Na terceira 

etapa avaliou-se o grau de silenciamento gênico de nNOS, mediante extração de 

RNA, transcrição reversa e análise da expressão gênica por PCR em tempo real. 

Por fim, a quarta etapa verificou o efeito antiapoptótico dos siRNAs, a partir de testes 

fenotípicos de viabilidade celular baseados em ensaios de MTT. 
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Etapa I – Análise de bioinformática sobre sequências de nNOS e sobre alvos 

para interferência de RNA 

 

1.1 Análise de sequências nucleotídicas de nNOS 

 As informações sobre a estrutura do gene nNOS humano, objeto do atual 

estudo, foram cuidadosamente analisadas, para a execução das etapas seguintes 

do projeto. Isso incluiu o levantamento da sequência de referência para o presente 

estudo, necessária para o desenho de silenciamentos exon-específicos. Também 

foram analisadas outras sequências de nNOS, no sentido de se evitar o 

direcionamento da RNAi sobre alvos situados em regiões de variabilidade. Os dois 

passos dessa etapa foram:  

a) Levantamento das sequências de RNAm depositadas no GenBank, incluindo a 

sequência de referência para o estudo. Para este levantamento, foram utilizados os 

seguintes bancos de dados: 1. Genbank, que é o banco de dados sobre seqüências 

genéticas do National Institutes of Health (NIH) / National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) disponível no endereço eletrônico 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. Utilizou-se informações do projeto HUGO 

Gene Nomenclature Committee (HGNC) para fins de nomenclatura padrão do gene 

de nNOS do homem, disponíveis no endereço http://www.genenames.org/. 

b) Análise de variabilidade genética entre sequências de nNOS. Essa análise foi feita 

mediante o algoritmo de alinhamento de sequências múltiplas ClustalW, disponível 

no endereço http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. O resultado do alinhamento 

está apresentado no Anexo II.    

1.2 Escolha do algoritmo para identificação de alvos para interferência de RNA 

- RNAi 

 Vários métodos foram descritos e disponibilizados para a identificação de 

regiões do RNAm de nNOS suscetíveis à interferência de RNA (Hajeri & Singh, 

2009). O desempenho de diferentes metodologias foi recentemente avaliado de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://www.genenames.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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forma comparativa, mostrando que os algoritmos BIOPREDsi, ThermoComposition e 

DSIR apresentam melhores predições para silenciamento gênico (Matveeva et al., 

2007). Com base nesse estudo, optou-se por utilizar o algoritmo BIOPREDsi, que é 

baseado em redes neuronais artificiais (Huesken et al., 2005).  

 

1.3 Uso do algoritmo BIOPREDsi para seleção de alvos de interferência de RNA 

sobre a enzima nNOS 

O algoritmo BIOPREDsi, disponível no endereço 

http://www.biopredsi.org/start.html, foi utilizado para identificação de regiões-alvo 

para RNAi presentes na sequência codante do RNAm de nNOS. Esse algoritmo 

oferece resultados sobre dez loci para silenciamento gênico, que correspondem a 

sequências de 21 nucleotídeos para a fita guide (antisense) e para a fita passenger 

(sense), contendo o posicionamento na sequência de referência, o ranking e o 

respectivo score. Para o atual projeto, optou-se por utilizar duas sequências como 

alvos de silenciamento: 1. Sequência situada no exon 2, para silenciamento 

específico da isoforma alfa de nNOS, denominada de   exon2_hnNOS e; 2. 

Sequência de RNAi situada no exon 28, para silenciamento das três isoformas de 

nNOS, alfa, beta e gama, denominada de exon28_hnNOS.  As sequências não 

serão aqui apresentadas, pois são objeto de patenteamento para obtenção de 

propriedade intelectual. Foi utilizado o software BLAST (Basic Local Alinment Search 

Tool) ajustado para sequências curtas, que está disponível no endereço  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para avaliar a ocorrência de eventuais regiões 

de similaridade das duas sequências utilizadas para RNAi de nNOS com relação a 

outros genes depositados no GenBank. Caso as sequências dos alvos 

exon2_hnNOS  e exon28_hnNOS apresentassem similaridade com sequências de 

outros genes, esses alvos seriam imediatamente descartados para evitar-se efeitos 

de silenciamento inespecíficos. O controle negativo do atual estudo (scramble) 

corresponde a uma sequência de nucleotídeos sem homologia com qualquer gene 

descrito em mamíferos, denominada de All-Stars® negative control siRNA (Qiagen, 

nº 1027281, 20nmol).  

 

 

http://www.biopredsi.org/start.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


 

23 

 

Etapa II – Silenciamento de nNOS em neuroblastomas via interferência de RNA  

 

2.1 Síntese química das sequências alvo para interferência de RNA 

As sequências de siRNA exon2_hnNOS e exon28_hnNOS foram sintetizadas 

com estrutura de duplas fitas de 21 ribonucleotídeos, pré-aneladas, na escala de 20 

nmol/tubo (sintetizadas pela Qiagen). Os siRNA foram diluídos em um mililitro (mL) 

de água RNase free.  

 

2.2 Cultura de células SH-SY5Y 

O presente estudo utilizou cultivo de células da linhagem de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™), gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Neurofisiologia e Biologia Molecular, Dept. Morfologia Estomatologia e Fisiologia, 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. O cultivo 

foi realizado sempre em triplicata. Utilizou-se o meio de cultura Dulbecco’s Modified 

Médium + F12 (DMEM/F12 Gibco™, Cat. No. 12400-024) aditivado de 10% de soro 

fetal bovino, 1% de Glutamax™ I (Cat. No. 35050, Gibco™) e 1% de solução 

antibiótica/antimicótica (Cat. No. A5955, Sigma-Aldrish®). A contagem de células 

para plaqueamento foi realizada em câmara de Neubauer, utilizando-se o corante 

Azul de Tripan (Cat. No. 15250, GIBCO™). Os frascos com capacidade de 60 mL 

foram semeados com 3x105 células, e o cultivo foi realizado em estufa de CO2 a 5%, 

umidade de 90%, a 37⁰C. As células foram obtidas por tripsinização, utilizando-se 

tripsina 0,05% e EDTA (Cat. No. 25300 – Gibco™), seguida de banhos com 

Dulbecco’s Phosphate-pBuffered Saline (D-PBS – Gibco™, Cat. No. 21600-010).  

 

2.3 Transfecção de neuroblastomas em cultura com o siRNA exon2_hnNOS ou 

com o siRNA exon28_hnNOS  

Os testes de silenciamento de nNOS foram realizados em dois grupos 

experimentais, um deles recebendo o siRNA exon2_hnNOS e o outro o siRNA 

exon28_hnNOS. Cada siRNA foi inicialmente estruturado em lipossoma catiônico, 

seguindo as orientações do fabricante (Lipofectamine 2000 Transfection Reagent, 

Invitrogen). A metodologia de transfecção dos neuroblastomas em cultura foi 

baseada em publicações descritas por Zhao et al., 2008; Torchilin et al., 2005 e 

Hughes et al., 2010. Foram testadas duas concentrações de siRNA, 150 pmol e 300 
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pmol.  O grupo controle negativo foi transfectado com a sequência scramble (All-

Stars® negative control siRNA, Qiagen). A metodologia está descrita no POP 44 do 

anexo II.  

 

2.4 Obtenção das células de neuroblastoma para posterior extração de RNA 

 Os cultivos celulares transfectados com o siRNA  exon2_hnNOS ou com o 

siRNA exon28_hnNOS, nas concentrações acima descritas, foram incubados por 24 

horas. As células foram obtidas por tripsinização, conforme POP 43.1 (Anexo II).  

 

Etapa III – Quantificação do silenciamento gênico de nNOS 

 

3.1 Extração de RNA total e análise de sua integridade 

 O RNA total das células foi extraído e purificado utilizando-se o kit comercial 

RNeasy® Plus Mini Kit (Cat. No. 74134 – Qiagen), de acordo com recomendações do 

fabricante (POP 46, anexo II). As amostras de RNA foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio para análise de integridade e 

estimativa visual de rendimento. 

 

3.2 Quantificação do RNA  

O RNA extraído foi quantificado por fluorimetria (Qubit®, Invitrogen).  A 

qualidade da extração em termos de pureza foi determinada pela razão entre as 

concentrações de RNA e de proteína, que deve ser de 1,8 a 2,0 (Sambrook & 

Russel, 2001). 

 

3.3 Obtenção do cDNA 

Para realização do método de RT-qPCR descrito a seguir, foi inicialmente 

realizada a transcrição reversa (RT) do RNA em sequências de cDNA. Para tanto, 

utilizou-se o kit comercial SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Cat. No. 11904-018, Invitrogen™). A reação utilizou 250 ng RNA e foi realizada via 

sistema de Oligo(dT)12-18 Primer (Cat. No. 18418-018, Invitrogen™), conforme POP 

48 do Anexo II. Como controle negativo, foi feita a reação de transcrição reversa 
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sem incluir o RNA. Esse controle permite detectar a eventual contaminação da 

amostra com DNA genômico, o que traria consequências ao RT-qPCR.   

 

3.4 RT-qPCR 

O presente estudo utilizou a técnica de PCR em tempo real quantitativo após 

transcrição reversa - RT-qPCR (reverse transcription quantitative real time PCR) 

para quantiticar o RNAm de nNOS nos neuroblastomas em estudo. Para realização 

da técnica, foram seguidos os seguintes passos: 

 

a) Seleção de primers para amplificação de nNOS por RT-qPCR 

Os primers utilizados no método de RT-qPCR foram obtidos de publicações 

anteriores via consulta ao National Center for Biotechnology Information – NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Foi realizada análise pelo algoritmo 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para confirmação da identidade e 

especificidade dos primers quanto ao alvo nNOS.  Informações complementares 

sobre características dos primers foram obtidas no IDT (Integrated DNA 

Technologies) (http://www.idtdna.com), via software OligoAnalyser 3.1 

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), incluindo conteúdo de 

G e C, melting temperature (Tm), hairpins, self-dimers, hetero-dimers, entre outros. 

Os primers foram selecionados para o atual estudo com base nas seguintes 

características: (i) o tamanho desejado do amplicon de 100 pares de base (bp); (ii)  

percentuais de guanina e citosina de aproximadamente 50%; (iii) reduzida 

complementariedade intramolecular, evitando-se hairpins e self-dimers; (iv) reduzida 

complementariedade intermolecular, evitando-se   hetero-dimers; (v) reduzida 

variação nas temperaturas de anelamento Δ(Tm) entre os primers forward e reverse, 

preferencialmente próxima de 1°C. Os primers que melhor se adequaram a essas 

características foram selecionados para o presente estudo (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Primers de Óxido Nítrico Sintase Neuronal (nNOS) utilizados para RT-
qPCR. 

Sigla Sequência (5' – 3') Referência 

nNOS_Agui Forward: 5´ – GTGGAGGTGCTGGAGGAGTT – 3´ Aguilera et al.; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.idtdna.com/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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Sigla Sequência (5' – 3') Referência 

Reverse: 5´ – CGAGTGCGGTAGGAAACGAT – 3´* 2007 

nNOS_Dotsch Forward: 5´ – GGTGGAGATCAATATCGCGGTT – 3´ Dötsch et al.; 2000 

Reverse: 5´ – CCGGCAGCGGTACTCATTCT – 3´ 

nNOS_human Forward: 5´ – GAACTGGGAGACTGAGGTGGTTC – 3´ Gunningham et 
al.; 2007 Reverse: 5´ – CTCAGTGCATCCCGTTTCCA – 3´ 

* nucleotídeos sublinhados correspondem às divergências genéticas entre as 
sequências gênicas de nNOS do rato e do homem, ajustadas para atender aos 
ensaios aqui descritos e que utilizaram células humanas.  
 

b) Seleção de genes controles endógenos 

O atual estudo utilizou metodologia de RNAi, que atua sobre vias endógenas 

do metabolismo celular do RNA, portanto é fundamental a inclusão de genes 

controle endógenos (Tuzmen et al., 2007). Os critérios de seleção dos genes 

candidatos foram: (i) similaridade nas sequências nucleotídicas de todas as 

amostras; (ii) resistência às condições experimentais, ou seja, a expressão deve 

manter-se estável independente do teste realizado; (iii) possibilidade de utilização 

nas mesmas condições de RT-qPCR utilizadas para o gene alvo (VanGuilder et al., 

2008). Neste sentido, optou-se por testar dois genes controle endógenos -  hACTB e 

GAPDH, utilizando-se os primers descritos na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Primers para amplificação de genes controle endógenos.   

Alvos Sequência  Referência 

hACTB 
Forward: 5´ – GACATCCGCAAAGACCTGTAGC – 3´ 

Reverse: 5´– GCCAGGGCAGTGATCTCCTTC – 3´ 
Nabissi et al., 2010 

GAPDH 
Forward: 5´– CTCAGTGCATCCCGTTTCCA – 3´ 

Reverse: 5´– GGACTGTGGTCATGAGTCCT – 3´ 
Dötsch et al., 2007 

 

 

c) Método de RT-qPCR para quantificação do RNAm de nNOS 

 Os níveis de RNA mensageiro da enzima NO sintase neuronal foram 

quantificados por RT-qPCR, considerando cuidados anteriormente descritos para a 

padronização do método e para a sua utilização específica em ensaios com RNAi 
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(Bustin, 2000; Tuzmen et al., 2007). O equipamento utilizado foi o termociclador 

7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems). 

A mistura de amplificação foi composta de: SYBR® Green mix, 5,0 µL; 2,0 µL 

de cDNA obtido da diluição 1:10 do produto de transcrição reversa de 250 ng de 

RNA; 0,4 µL de cada primer a 10pmol/µL; água milliQ autoclavada q.s.p. 10µL. Os 

ciclos de RT-qPCR foram: desnaturação inicial a 95ºC por 5min, seguida de 40 

ciclos de amplificação (desnaturação a 95ºC por 1min, anelamento e extensão a 

60ºC por 1min). Foram testados os primers nNOS_Agui, nNOS_Dotsch, 

nNOS_human para quantificação de nNOS. Para amplificação dos genes controle 

endógenos foram utilizados os primers β-actina (hACTB) e GAPDH (gliceraldeído 

fosfato desidrogenase). Com base nos testes de qPCR, foram selecionados os 

primers nNOS_human para o gene alvo nNOS, bem como hACTB e GAPDH para os 

genes controles endógenos.    

 

d) Quantificação relativa do silenciamento gênico 

O nível de silenciamento gênico foi determinado pelo método de quantificação 

relativa (2-ΔΔCT), que representa quantas vezes a expressão gênica do RNAm alvo foi 

reduzida no grupo tratado em relação ao grupo controle (Livak & Schmittgen, 2001; 

Tuzmen et al., 2007). Assim, irá expressar a redução nos níveis de RNAm de nNOS 

obtida no grupo tratado com siRNAs (neuroblastomas transfectados com os siRNAs 

exon2_hnNOS e exon28_hnNOS) quando comparado com o grupo controle negativo 

ou scramble (neuroblastomas transfectados com a sequência scramble All-Stars® 

negative control). 

 

Etapa IV – Efeito dos siRNA sobre a apoptose de neuroblastomas induzida por 

neomicina 

 

Os efeitos fenotípicos dos siRNAs sobre a apoptose de neuroblastomas foram 

determinados por ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT, conforme será 

descrito abaixo. Inicialmente, os neuroblastomas foram distribuídos em placas de 96 

poços, na densidade de 4x104 células por poço contendo 200 µL de meio DMEM, 

em triplicata, sendo mantidos por 24h em estufa de CO2 a 37° C. Para avaliar os 
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efeitos dos siRNA de acordo com o tempo de lesão, dois ensaios foram conduzidos. 

No primeiro ensaio denominado tratamento I, a lesão e o tratamento com siRNA 

foram realizados simultaneamente. Para tanto, neuroblastomas foram lesados com 

neomicina na concentração de 300µg/mL e tratados imediatamente após com 150 

pmols de cada siRNA por 4h (estufa de CO2 a 37° C), exon2_hnNOS, 

exon28_hnNOS  e controle negativo scramble. No segundo ensaio (tratamento II), a 

administração do siRNA foi realizado 24h após a lesão. Assim, neuroblastomas 

foram incubados com o agente apoptótico neomicina na mesma concentração (300 

µg/mL) por 24h e em seguida tratados com 150 pmoles de cada um dos mesmos 

siRNA durante 4h (estufa de CO2 a 37° C).  

Para determinação da viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de MTT 

(brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium; Invitrogen), conforme 

orientações do fabricante. Tal método baseia-se na avaliação da atividade 

mitocondrial. Neste caso, a metabolização do MTT por enzimas desidrogenases 

resulta em produto de coloração roxa denominado formazan; a intensidade dessa 

coloração indica o grau de viabilidade celular (Vistica et al., 1991). Assim, adicionou-

se 15 µL de solução de 5 mg/mL de MTT diluído em 135 µL de DMEM a cada poço, 

sendo o material incubado por 3h em estufa de CO2 a 37° C. Em seguida, removeu-

se o meio contendo MTT, e adicionou-se 100 µL de DMSO para solubilizar os 

cristais de formazan produzidos pelas células. Os resultados foram mensurados por 

verificação da densidade óptica (OD) a 595 nm. A porcentagem de viabilidade das 

células tratadas com as diferentes estruturas de siRNA foi determinada 

considerando-se como referência a densidade óptica dos controles negativos - 

células previamente incubadas e sem tratamento com RNAi, nos mesmos tempos 

dos experimentos I e II.  

 

RESULTADOS 

 O atual projeto desenvolveu metodologia para silenciamento gênico da 

enzima nNOS, baseado em interferência de RNA. Foram identificados alvos e 

testados dois siRNAs para silenciamento gênico da enzima, um deles direcionado ao 

exon 2 e o outro ao exon 28. A sequência de resultados experimentais que levou à 

obtenção destes produtos está apresentada a seguir.   
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1.1 Resultados de bioinformática 

O resultado da consulta às informações sobre o gene de nNOS junto ao Comitê 

de Nomenclatura de Genes (HGNC) mostrou que o nome aprovado para este locus 

é nitric oxide synthase 1 (neuronal), sob código de identificação única – (HGNC ID) 

HGNC:7872 (http://www.genenames.org/). Esse locus pode ser abreviado como 

NOS1, tendo como sinônimo nNOS. Para fins do atual estudo, a sequência NOS1 

será referida pelo seu sinônimo nNOS e terá como sequência de referência junto ao 

NCBI aquela representada pelo código NM_000620.4 e pelo Gene ID: 4842.  

O locus de nNOS foi descrito no GenBank do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/484) como variante de transcrito 1, que assim 

codifica a isoforma 1 da enzima NOS, ou seja, a  nNOS. As duas sequências com 

status de revisadas são NM_000620.4 e NP_000611.1, caracterizadas como nitric 

oxide synthase, brain isoform 1. As sequências fonte originalmente depositadas no 

GenBank são: AC026364, AK294435, AK307481, BC033208, BE207961 e U17327. 

Assim, a sequência de consenso para a região codante de nNOS ou consensus 

CDS (CCDS) é a CCDS41842.1. Esta sequência CCDS41842.1 foi utilizada na 

seleção dos alvos para interferência de RNA, conforme será descrito posteriormente.  

A sequência de nucleotídeos consenso da região codante de nNOS 

CCDS41842.1 (4305nt) está apresentada a seguir, onde a alternância de cores entre 

preto e azul representa  cada mudança de exon a partir do códon de início da 

tradução (metionina, ATG) situado no exon 2 da isoforma alfa. As isoformas de 

nNOS com seus respectivos códons de iniciação serão caracterizadas 

posteriormente.   

Exon 2 ATGGAGGATCACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCG

CAAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAGTAAGCCGCCCGTGATCATCTCTG

ACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATCATTCTTGCGGTC

AACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTACTCAGAGGCATTGCCTCTGA

GACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTCACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAG

GTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACACAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTG

TCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAAGAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGG

GCCTCAGCATGCCTACGATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCA

GGCCCCCAGGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAAC

AATGAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTCAAGGG

AGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAG 
Exon 3 AGATTTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAATGACC

TATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAGCAG 

http://www.genenames.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/484)
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Exon4 CCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCACGCTTCCTCAA

GGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTTAAGAGCACATTG 
Exon 5 GAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCTTCTCAGCATGCAAGGAGGCC

TGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCCAAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCAT

CAATTAAAAG 
Exon 6 ATTTGGCTCCAAAGCCCACATGGAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTT

ACCAGCTCAAGGACACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTG

GGCAGGATCCAGTGGTCCAAGCTGCAG 
Exon 7 GTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATGTTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTA

TGCCACCAACAAAGGGAACCTCAG 

Exon 8 GTCTGCCATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAGC

TCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAATGTGCAGTTC

ACAGAG 

Exon 9 ATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGATGTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGC

CAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCAGAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACC

CCAA 

Exon 10 GTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGGCTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAG
AGATTGGCGGCCTGGAGTTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTC

CGCGACTACTGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAG 

Exon 11 GAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATGAGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGT
GGAGATCAATATCGCGGTTCTCTATAGCTTCCAG 

Exon 12 AGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTCATTAAGCACATGGAGAATGA
GTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGGATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCA

CCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTACCGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAG 

Exon 13 CCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGCACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGG
CTTCAAGAAGCTAGCAGA 

Exon 14 AGCTGTCAAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTCT
ATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAACACGCCTTT

GATGCCAAG 

Exon 15 GTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACATGAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAG
CACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGGGAG 

Exon 16 AAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGGAA 

Exon 17 GAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCAGGCGATGGGC
CCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAG 

Exon 18 GTTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCTGTGGACA
CCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGATGAGCTCTGTGGGCAG

GAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAG 

Exon 19 GCAGCCTGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATCAG
CAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCAGAACTCACAC

AAG 

Exon 20 GTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTTAGCCGTCAAAACCTCCAGAGC
CCTAAATCCAG 

Exon 21 TCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCACACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACC
ACCTGGGTGTCTTCCCTGGCAACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCG

CCGCCTGTCAACCAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAG 

Exon 22 GTGTCATCAGTAACTGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTAC
TACCTGGACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGCGA

GAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAG 

Exon 23 GGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGGAAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTT
CCCATCTATCCAGATGCCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATT

CCATCAGCTCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC

ACTCGAG 

Exon 24 ATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATACAGGCTGACGAACTG
GTCCCCTGTTTCGTGAGAGG 

Exon 25 AGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGGAACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCA
TTGCCCCTTTCCGAAGCTTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAG 

Exon 26 GAATGAACCCCTGCCCCATGGTCCTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGG
GAAGAGACCCTGCAGGCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCC

AGACAAACCAAAG 
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Exon 27 AAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCCCTGAAGGAGCAAGG
GGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTCCTCAAAGCCATCCAGCGCATCA

TGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGCGTATTCATCAGCCGGATGAGG 

Exon 28 GATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACCCTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCT
TAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAGAGCAAAAAAGACACCGATGA 

Exon 29 GGTTTTCAGCTCCTAA 

Figura 3. Exons e respectivos nucleotídeos da região codante da seqüência de referência 

CCDS41482.1.  

 Essa sequência codante de nNOS apresenta 4305 nucleotídeos que são 

traduzidos em uma proteína de 1434 aminoácidos.  

 A análise de similaridade genética entre sequências representativas de nNOS 

citadas acima foi realizada pelo algoritmo de alinhamento de sequências múltiplas 

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e está apresentada no anexo II. 

Para fins de simplificação, foram apresentadas sequências da região codante, que 

foi a região utilizada para seleção dos alvos de RNAi. Verificou-se que as 

sequências de nNOS são conservadas, encontrando-se apenas algumas mutações 

de um único nucleotídeo e que estão localizadas em regiões distintas daquelas 

utilizadas para interferência de RNA.  Como exemplos de mutações observadas, 

pode-se citar: AK307481.1, três mutações (A→G; C→T; C→T); AK294435.1, três 

mutações (G→T; A→T; T→C) e; U17327.1, uma mutação (T→C). 

  

1.2 Resultados de extração de RNA, transcrição reversa e primers 

 Todas as etapas de cultivo celular e transfecção foram devidamente 

padronizadas, possibilitando condições adequadas para os testes de silenciamento 

gênico de nNOS em neuroblastomas.  

A extração do RNA total dos neuroblastomas via kits comerciais apresentou 

bom rendimento, obtendo-se concentrações próximas de 50 ng/µL. Essa 

concentração possibilitou iniciar a transcrição reversa com quantidade satisfatória de 

RNA, ou seja, 250 ng. Conforme apresentado na figura 3, o RNA apresentou 

integridade satisfatória. Podem ser visualizadas as bandas de RNA ribossomal 18S 

e 28S, com 1900 e 4800 nucleotídeos, respectivamente, bem como ausência de 

rastro de degradação ou smear.  

 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídeo representativo de 

ensaio de extração de RNA.  Canaleta 1, marcador de massa molecular 1KB size marker DNA Ladder 

(Real Biotech Corporation); canaleta 2, amostra de RNA extraído de cultivos celulares.  

 

A transcrição reversa (RT) via oligo(dT) também foi bem sucedida. Os 

controles negativos desta etapa - transcrições reversas realizadas sem a enzima 

transcriptase reversa, mostraram resultados de amplificação tardios, indicando que 

essas amostras não continham quantidade de DNA genômico suficiente para afetar 

os resultados de qPCR.    

Quanto aos primers para amplificação de nNOS e dos genes endógenos no 

método de qPCR, todos apresentaram resultados de amplificação positivos. Porém, 

os primers nNOS_human, hACTB e GAPDH apresentaram menores valores de CT e 

maior reprodutibilidade inter-ensaios, razão pela qual foram selecionados para esse 

estudo.    

 

1.3 Resultados de silenciamento gênico de nNOS 

Os siRNAs exon2_hnNOS e exon28_hnNOS causaram silenciamento gênico 

da enzima nNOS, em ambas as concentrações testadas - 150 pmol e 300 pmol. 

Esse resultado foi determinado por qPCR e expresso na forma de quantificação 

relativa.  

Os resultados foram organizados de acordo com as doses e estruturas de 

siRNA, e normalizados pelo controle negativo scramble (Figuras 4, 5, 6 e 7). Os 

dados mostram que as estruturas em teste causam aceleração da taxa de 

28S 

18S 
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decaimento do RNAm de nNOS, no intervalo de 0,6 a 0,8 vezes o valor do controle 

negativo. Ou seja, foi possível reduzir para até 60% a quantidade do RNAm desta 

enzima via interferência de RNA. 

   

 

Figura 5. Redução do conteúdo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de 

neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 150 pmol do siRNA 

estruturado em lipossoma catiônico. O conteúdo de RNAm foi normalizado em relação ao controle 

negativo scramble.  O nível de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso 

pelo método da quantificação relativa (2
-ΔΔCT

). Scramble All-Stars
®
 negative control siRNA (Qiagen); 

exon2_hNOS – siRNA sintético em dupla fita,  direcionado a sequência do RNAm de nNOS codificada 

pelo exon 2. 

 

  

 



 

34 

 

  

Figura 6. Redução do conteúdo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de 

neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 150 pmol do siRNA 

estruturado em lipossoma catiônico. O conteúdo de RNAm foi normalizado em relação ao controle 

negativo scramble.  O nível de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso 

pelo método da quantificação relativa (2
-ΔΔCT

). Scramble All-Stars
®
 negative control siRNA (Qiagen); 

exon28_hNOS – siRNA sintético em dupla fita,  direcionado a sequência do RNAm de nNOS 

codificada pelo exon 28.  

 
Figura 7. Redução do conteúdo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de 

neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 300 pmol do siRNA 

estruturado em lipossoma catiônico. O conteúdo de RNAm foi normalizado em relação ao controle 

negativo scramble.  O nível de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso 

pelo método da quantificação relativa (2
-ΔΔCT

). Scramble All-Stars
®
 negative control siRNA (Qiagen); 

exon2_hNOS – siRNA sintético em dupla fita,  direcionado a sequência do RNAm de nNOS codificada 

pelo exon 2. 
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Figura 8. Redução do conteúdo do RNA mensageiro de nNOS por siRNA. Culturas de 

neuroblastomas humano da linhagem SH-SY5Y foram transfectadas com 300 pmol do siRNA 

estruturado em lipossoma catiônico. O conteúdo de RNAm foi normalizado em relação ao controle 

negativo scramble.  O nível de nNOS foi determinado no tempo de 24h, em triplicata, sendo expresso 

pelo método da quantificação relativa (2
-ΔΔCT

). Scramble All-Stars
®
 negative control siRNA (Qiagen); 

exon28_hNOS – siRNA sintético em dupla fita,  direcionado a sequência do RNAm de nNOS 

codificada pelo exon  28. 

 

1.4 Efeitos dos siRNA sobre a apoptose de neuroblastomas induzida por 

neomicina 

De acordo com os resultados descritos no item anterior, as estruturas de 

siRNA exon2_hnNOS e exon28_hnNOS promoveram decaimento dos níveis de 

RNAm de nNOS para valores de até 60% e 80% dos níveis do controle negativo. O 

presente ensaio foi realizado para verificar se este silenciamento gênico seria capaz 

de produzir efeitos fenotípicos, ou seja, redução da apoptose de neuroblastomas 

lesados com neomicina. Nesse sentido, os dois ensaios de MTT realizados 

mostraram que os siRNAs promovem redução da apoptose celular. O valor máximo 

de queda na apoptose celular foi de 28,7%, variando de acordo com o siRNA 

utilizado (exon2_hnNOS ou exon28_hnNOS) e com o ponto temporal do tratamento, 

imediatamente após a lesão ou 24h após a lesão (Tabela 3) .   

 

 



 

36 

 

Tabela 3. Ensaio de MTT para determinação da viabilidade de neuroblastomas 

lesados com neomicina e tratados com siRNA.  

 

siRNA Tratamento I* 

Viabilidade celular (%) 

Tratamento II** 

Viabilidade celular (%) 

Exon2_hnNOS 14,8% 7,8% 

Exon28_hnNOS 5,9% 28,7% 

Scramble -15,8% -5,2% 

 

*Neuroblastomas lesados com neomicina e tratados com siRNA imediatamente após 

a lesão. 

**Neuroblastomas lesados com neomicina e tratados com siRNA 24h após a lesão. 

 

DISCUSSÃO 

 O presente estudo mostrou a eficácia de duas estruturas de RNA interferente 

curto e em dupla fita – aqui denominadas de exon2_hnNOS e exon28_hnNOS para 

silenciamento gênico da enzima NO sintase neuronal - nNOS. O efeito silenciador 

ocorreu em ambos os alvos, um deles situado no exon 2 e o outro no exon 28, e foi 

identificado nas duas concentrações de RNAi testadas, 150 pmol e 300 pmol. Em 

termos de nível de silenciamento, o conteúdo de RNAm de nNOS no grupo tratado 

foi reduzido para até 60% daquele observado no grupo controle.   

 O NO e a sua enzima nNOS têm sido intensamente investigados sob dois 

paradigmas essencialmente importantes na neurociência – aquele mais científico, 

que investiga a fisiopatologia dos distúrbios neurodegenerativos, e o outro mais 

tecnológico e pragmático, que trata do desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas. Considerando que o atual projeto buscou silenciar a expressão de 

nNOS em células neuronais, ambos os paradigmas são relevantes e constituem-se 

nos eixos temáticos da presente discussão.    

O NO tem participação relevante na patogênese de várias doenças, atuando 

como radical livre altamente reativo. Trata-se do melhor exemplo de mensageiro 
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intracelular que apresenta propriedades tanto citotóxicas quanto citoprotetoras, 

aspecto que tem impulsionado pesquisas para melhor elucidar o seu papel no 

processo saúde-doença (Heales et al., 1999; Domenico, 2004).  Neste sentido, há 

evidências de que as enzimas de síntese de NO – NOS, participem dos eventos 

celulares que levam à morte neuronal e, consequentemente, da fisiopatologia das 

doenças neurodegenerativas (Conforti et al., 2007; Hara et al., 2007). Quanto ao 

objeto do atual estudo – a enzima nNOS, vários estudos mostram que sua 

expressão está aumentada em distúrbios neurológicos, tais como o acidente 

vascular cerebral, Parkinson, Alzheimer e esclerose amiotrófica lateral (Hunot et al., 

1996; Love, 1999; Simic et al., 2000; Catania et al., 2001). A regulação da 

transcrição do gene de nNOS é altamente complexa, havendo promotores situados 

na região não traduzida (UTR) do exon 2 com sítios de ligação para CREB (cAMP 

response element-binding protein) e AP1 (activator protein 1). Esses fatores de 

transcrição CREB / AP1 que regulam a expressão de nNOS podem ser ativados por 

várias moléculas, incluindo db-cAMP (dibutiril-cAMP), bFGF (basic fibroblast growth 

fator), ácido valpróico, entre outros (Bros et al., 2007; Luo & Zhu, 2011). Na medida 

em que os siRNA exon2_hnNOS e exon28_hnNOS obtidos no presente estudo 

mostraram capacidade de silenciar a enzima nNOS, poderão contribuir para novas 

investigações sobre a participação dessa enzima na fisiopatologia de doenças 

neurodegenerativas, distinguindo papéis entre a isoforma alfa e o conjunto das 

demais isoformas.     

Diante do fato de que as enzimas NOS participam da patogênese da morte 

neuronal, vários estudos foram realizados para avaliar se inibidores farmacológicos 

teriam efeito neuroprotetor. O inibidor da enzima nNOS NG-nitro-l-arginine (L-

NOARG), por exemplo, foi capaz de reverter eventos neurodegenerativos induzidos 

pela injeção intra-estriatal da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6–OHDA) em ratos 

(Gomes et al., 2008). A grande desvantagem de inibidores não-seletivos de NOS (L-

NOARG, N-nitro-L-arginina metil ester - L-NAME) é o risco de causarem efeitos 

colaterais graves.  Destaca-se aqui o aumento da pressão arterial e a elevação da 

resistência vascular periférica, acompanhados das respectivas consequências 

funcionais e estruturais do quadro hipertensivo (Törok, 2008). Nesse sentido, foi 

dada grande atenção para a busca de inibidores seletivos da isoforma neuronal da 

enzima - nNOS, que assim teriam efeito protetor contra a degeneração de células 
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nervosas, sem causar efeitos hipertensivos – devido à inibição de eNOS, ou 

problemas sobre o sistema imune – devido à inibição de iNOS (Haitao et al., 2009; 

Yu et al., 2011). Apesar da vantagem de apresentarem menores efeitos colaterais, 

alguns compostos seletivos para nNOS são altamente polares, o que dificulta a 

penetração na barreira hemato-encefálica e, consequentemente, limita o seu 

emprego no tratamento de distúrbios do sistema nervoso central (Silverman, 2009). 

Cabe ainda ressaltar que esses fármacos são inibidores de nNOS, ou seja, a 

inibição enzimática afetará os três variantes de splicing da enzima, que podem ter 

papéis diferenciados no desenvolvimento do processo neurodegenerativo. Nesse 

sentido, o atual estudo apresenta a possibilidade de silenciamento específico do 

variante de splicing alfa de nNOS, via o siRNA exon2_hnNOS, sem afetar os demais 

variantes que estão dispersos no citoplasma celular e podem ter papéis relevantes 

para a biologia da célula nervosa.    

O silenciamento gênico mediado por interferência de RNA (RNAi) tem 

impulsionado novas descobertas sobre a função de genes de interesse, trazendo 

assim contribuição significativa para a ciência e o desenvolvimento tecnológico no 

campo das ciências biológicas e da saúde (Fire et al., 1998; Gupta et al., 2004; 

Bushati & Cohem, 2007; Gonzales-Alegre & Paulson, 2007). Não há consenso sobre 

o mecanismo de ação que resulta em RNAi, mas sabe-se que: 1.  O evento ocorre 

em nível pós-transcricional no citoplasma da célula; 2. Depende do pareamento de 

bases entre a fita guide do RNA interferente e a sequência complementar do RNAm 

alvo e; 3. Há participação de sistemas enzimáticos específicos, em particular o RNA-

induced silencing complex - RISC (Meister & Tuschl, 2004;  Zimmerman et al., 2006; 

Carthew & Sontheimer, 2009; Jinek & Doudna, 2009). Nesse sentido, estudos 

prévios utilizaram a metodologia de RNAi para silenciamento de nNOS. O 

silenciamento gênico de nNOS em áreas cerebrais já foi realizado utilizando-se 

vetores reguláveis e microRNAs (Liu et al., 2010).  Outro estudo utilizou vetores 

lentivirais para silenciamento de nNOS em áreas cerebrais do rato, direcionados ao 

exon 10 da enzima (Mahairaki et al., 2009). Até onde o nosso conhecimento alcança, 

os resultados aqui apresentados são totalmente inéditos, ou seja, trata-se da 

primeira descrição de silenciamento gênico de nNOS via siRNA sintéticos em células 

de neuroblastomas. Nossos resultados mostram que os efeitos variam em função do 

alvo silenciado pelos siRNAs exon2_hnNOS e exon28_hnNOS, respectivamente 
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presentes nos exons 2 e 28. Também foi observada diferença no silenciamento 

quanto às concentrações de siRNA utilizadas, 150 e 300 pmol. Esse tipo de variação 

de resultados já foi descrito em publicações anteriores, a exemplo do silenciamento 

do canal de potássio dependente de voltagem Eag1 (Weber et al., 2006).  

Apoptose neuronal é caminho comum para a morte de neurônios em diversas 

doenças neurodegenerativas, havendo consenso quanto à participação do óxido 

nítrico neste fenômeno celular. A sequência de eventos que culmina na apoptose 

inicia-se com a ativação do receptor de NMDA, o que desencadeia aumento do 

cálcio intracelular. O cálcio leva à ativação da nNOS situada em sua proximidade, 

com consequente síntese de NO. NO atua como mensageiro intracelular, ativa a 

guanilato ciclase e participa de vias de transdução de sinais que envolvem 

guanosina monofosfato cíclica (GMPc). Além disto, NO liga-se à citocromo c 

oxidase, sendo capaz de inibir a respiração celular, e também levar à liberação de 

ânions peróxido da cadeia respiratória mitocondrial (Moncada & Bolaños, 2006; Luo 

& Zhu, 2011). Portanto, o silenciamento de nNOS passa a ter impacto significativo 

sobre o controle da apoptose neuronal, o que motivou a realização do atual estudo. 

Entre as contribuições mais relevantes do atual trabalho está a descoberta do efeito 

antiapoptótico dos siRNAs exon2_hnNOS e exon28_hnNOS. Nossos resultados 

mostram que é possível reduzir a apoptose neuronal em até 28,7% mediante o uso 

desta metodologia, e que a morte neuronal pode ser atenuada pelos siRNA quando 

administrados no momento da lesão ou, também, 24h após  a sua ocorrência.    

Ainda sobre a temática da morte neuronal, estudo anterior verificou aumento 

da expressão das três isoformas da enzima NO sintase – nNOS, eNOS e iNOS,  em 

células neuronais do sistema nervoso central de ratos após lesão com a neurotoxina 

ácido quinolínico, a qual ativa o receptor de NMDA  (Aguilera et al., 2007). Esse 

mesmo estudo mostrou que as curvas temporais de expressão gênica variam de 

acordo com a isoforma (nNOS, eNOS ou iNOS), o que pode indicar papéis 

diferenciados no  desenvolvimento da degeneração nervosa. Especificamente 

quanto à enzima nNOS,  quatro principais variantes de splicing funcionais já foram 

descritos – nNOS-α, nNOS-β, nNOS-γ e nNOS-µ. Evidências indicam que há 

diferenças na atividade destes variantes, em função de sua localização nos 

compartimentos da célula neuronal. O aspecto mais significativo refere-se à 

presença do exon 2 na variante alfa. Esse exon codifica o domínio PDZ, que ancora 
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a nNOS-α em região da membrana plasmática neuronal próxima ao receptor de 

NMDA (ácido N-metil D aspártico). Conforme citado, trata-se de receptor acoplado a 

canal de cálcio e ativado por aminoácidos excitatórios. O influxo de cálcio através 

deste receptor causa rápida ativação da isoforma alfa de nNOS situada na sua 

proximidade, e consequente formação de óxido nítrico. Os demais variantes de 

splicing -  nNOS-β e nNOS-γ não contém o exon 2 que codifica este domínio de 

ancoragem, permanecendo assim livres no citoplasma celular (Alderton, 2001; Kavia 

et al., 2006). Essa característica funcional da ativação da isoforma alfa, dependente 

do receptor de NMDA, pode estar relacionada com as diferenças de efeitos 

observadas entre os siRNA exon2_hnNOS e exon28_hnNOS nos dois tratamentos, 

imediatamente após a lesão ou 24h após esse evento. O siRNA exon2_hnNOS, que 

silencia apenas a isoforma alfa, apresentou maior efeito antiapoptótico quando 

administrado imediatamente após a lesão (14,8%). Já a estrutura exon28_hnNOS, 

que silencia as três isoformas de nNOS, alfa, beta e gama, foi a mais eficaz quando 

administrada 24h após a lesão, reduzindo a morte neuronal em 28,7%.  

 

CONCLUSÕES 

Concluindo, o presente estudo obteve e testou duas sequências de siRNA em 

dupla fita, que mostraram capacidade de silenciar a enzima nNOS e de reverter a 

apoptose de neuroblastomas induzida por neomicina. Esse resultado vincula a 

expressão da enzima nNOS com o fenômeno da neurodegeneração e apresenta, 

além disso, uma nova ferramenta com potencial terapêutico, focada em 

silenciamento gênico via siRNAs. Projetos futuros poderão clarificar as vias de 

apoptose que foram comprometidas após o silenciamento de nNOS e, no sentido 

tecnológico, avançar nos testes em modelos animais de doenças 

neurodegenerativas. Esses ensaios permitirão determinar se os efeitos anti-

apoptóticos ocorrem também in vivo e se os siRNAs apresentam algum efeito 

indesejado sobre o sistema nervoso ou sobre a resposta imune dos animais. 
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CAPÍTULO III 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O uso das estruturas de siRNA exon2_hnNOS e exon28_hnNOS possibilitou 

o silenciamento gênico da enzima NO sintase neuronal  em  neuroblastomas. Estas 

mesmas estruturas mostraram efeitos anti-apoptóticos em neuroblastomas lesados 

com neomicina. Considerando-se que o silenciamento da enzima nNOS reduziu a 

apoptose neuronal, infere-se que a via nitrérgica participa da cascata de eventos que 

culmina com a morte neuronal. 

Os resultados do presente estudo evidenciam o grande potencial da utilização 

da interferência de RNA para investigações sobre a biologia da célula neuronal e 

sobre a patogênese de doenças neurodegenerativas. Estudos posteriores poderão 

elucidar quais vias de apoptose celular foram afetadas pelo silenciamento da enzima 

nNOS. Por fim, os resultados aqui obtidos abrem caminhos para novos testes em 

modelos de doenças neurodegenerativas, estimulando o desenvolvimento de 

produtos biotecnológicos inovadores e com potencial de mercado, baseados em 

interferência de RNA sobre alvos da via nitrérgica. 
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ANEXOS 

 

Anexo I 

 

i. Resumo publicado no congresso ASGCT 14⁰ Annual Meeting, ocorrido em Seattle, 

WA de 18 a 21 de maio de 2011 
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Anexo II 

i. POP 43.1 – Procedimentos para Manutenção Celular – Plaqueamento 
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ii. POP 43.2 – Procedimentos para Manutenção Celular – Troca de Meio de Cultura 
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iii. POP 43.3 – Procedimentos para Manutenção Celular – Adição de Meio de 

Cultura
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iv. POP 43.4 – Criopreservação Celular 
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v. POP 43.5 – Descongelamento de Células 
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vi. POP 44 – Transfecção Celular 
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vii. POP 46 – Extração de RNA com kit comercial RNeasy Plus QIAGEN 
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viii. POP 48 – Transcrição Reversa – Max Planck 
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ix: Análise de similaridade entre as seqüências de nNOS NM_000620.4 (referência), 

U17327.1 (fonte originalmente depositada) e CCDS41842.1 (consenso para a região 

codante) 

NM_000620.4      ATGGAGGAT 720 

CCDS41842.1      ATGGAGGAT 9 

U17327.1         ATGGAGGAT 694 

                 ********* 

 

NM_000620.4      CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC 780 

CCDS41842.1      CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC 69 

U17327.1         CACATGTTCGGTGTTCAGCAAATCCAGCCCAATGTCATTTCTGTTCGTCTCTTCAAGCGC 754 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAAGCCGCCCGTGATCATC 840 

CCDS41842.1      AAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAAGCCGCCCGTGATCATC 129 

U17327.1         AAAGTTGGGGGCCTGGGATTTCTGGTGAAGGAGCGGGTCAGTAAGCCGCCCGTGATCATC 814 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATC 900 

CCDS41842.1      TCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATC 189 

U17327.1         TCTGACCTGATTCGTGGGGGCGCCGCAGAGCAGAGTGGCCTCATCCAGGCCGGAGACATC 874 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA 960 

CCDS41842.1      ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA 249 

U17327.1         ATTCTTGCGGTCAACGGCCGGCCCTTGGTGGACCTGAGCTATGACAGCGCCCTGGAGGTA 934 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CTCAGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTC 1020 

CCDS41842.1      CTCAGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTC 309 

U17327.1         CTCAGAGGCATTGCCTCTGAGACCCACGTGGTCCTCATTCTGAGGGGCCCTGAAGGTTTC 994 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAGGTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACA 1080 

CCDS41842.1      ACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAGGTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACA 369 

U17327.1         ACCACGCACCTGGAGACCACCTTTACAGGTGATGGGACCCCCAAGACCATCCGGGTGACA 1054 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAA 1140 

CCDS41842.1      CAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAA 429 

U17327.1         CAGCCCCTGGGTCCCCCCACCAAAGCCGTGGATCTGTCCCACCAGCCACCGGCCGGCAAA 1114 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTAC 1200 

CCDS41842.1      GAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTAC 489 

U17327.1         GAACAGCCCCTGGCAGTGGATGGGGCCTCGGGTCCCGGGAATGGGCCTCAGCATGCCTAC 1174 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCA 1260 

CCDS41842.1      GATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCA 549 

U17327.1         GATGATGGGCAGGAGGCTGGCTCACTCCCCCATGCCAACGGCCTGGCCCCCAGGCCCCCA 1234 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAACAAT 1320 

CCDS41842.1      GGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAACAAT 609 

U17327.1         GGCCAGGACCCCGCGAAGAAAGCAACCAGAGTCAGCCTCCAAGGCAGAGGGGAGAACAAT 1294 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTC 1380 

CCDS41842.1      GAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTC 669 

U17327.1         GAACTGCTCAAGGAGATAGAGCCTGTGCTGAGCCTTCTCACCAGTGGGAGCAGAGGGGTC 1354 

                 ************************************************************ 
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NM_000620.4      AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT 1440 

CCDS41842.1      AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT 729 

U17327.1         AAGGGAGGGGCACCTGCCAAGGCAGAGATGAAAGATATGGGAATCCAGGTGGACAGAGAT 1414 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT 1500 

CCDS41842.1      TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT 789 

U17327.1         TTGGACGGCAAGTCACACAAACCTCTGCCCCTCGGCGTGGAGAACGACCGAGTCTTCAAT 1474 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG 1560 

CCDS41842.1      GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG 849 

U17327.1         GACCTATGGGGGAAGGGCAATGTGCCTGTCGTCCTCAACAACCCATATTCAGAGAAGGAG 1534 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CAGCCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCA 1620 

CCDS41842.1      CAGCCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCA 909 

U17327.1         CAGCCCCCCACCTCAGGAAAACAGTCCCCCACAAAGAATGGCAGCCCCTCCAAGTGTCCA 1594 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTT 1680 

CCDS41842.1      CGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTT 969 

U17327.1         CGCTTCCTCAAGGTCAAGAACTGGGAGACTGAGGTGGTTCTCACTGACACCCTCCACCTT 1654 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AAGAGCACATTGGAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCT 1740 

CCDS41842.1      AAGAGCACATTGGAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCT 1029 

U17327.1         AAGAGCACATTGGAAACGGGATGCACTGAGTACATCTGCATGGGCTCCATCATGCATCCT 1714 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC 1800 

CCDS41842.1      TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC 1089 

U17327.1         TCTCAGCATGCAAGGAGGCCTGAAGACGTCCGCACAAAAGGACAGCTCTTCCCTCTCGCC 1774 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAGATTTGGCTCCAAAGCCCACATG 1860 

CCDS41842.1      AAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAGATTTGGCTCCAAAGCCCACATG 1149 

U17327.1         AAAGAGTTTATTGATCAATACTATTCATCAATTAAAAGATTTGGCTCCAAAGCCCACATG 1834 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGAC 1920 

CCDS41842.1      GAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGAC 1209 

U17327.1         GAAAGGCTGGAAGAGGTGAACAAAGAGATCGACACCACTAGCACTTACCAGCTCAAGGAC 1894 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGG 1980 

CCDS41842.1      ACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGG 1269 

U17327.1         ACAGAGCTCATCTATGGGGCCAAGCACGCCTGGCGGAATGCCTCGCGCTGTGTGGGCAGG 1954 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ATCCAGTGGTCCAAGCTGCAGGTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATG 2040 

CCDS41842.1      ATCCAGTGGTCCAAGCTGCAGGTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATG 1329 

U17327.1         ATCCAGTGGTCCAAGCTGCAGGTATTCGATGCCCGTGACTGCACCACGGCCCACGGGATG 2014 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGAACCTCAGGTCTGCC 2100 

CCDS41842.1      TTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGAACCTCAGGTCTGCC 1389 

U17327.1         TTCAACTACATCTGTAACCATGTCAAGTATGCCACCAACAAAGGGAACCTCAGGTCTGCC 2074 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAG 2160 

CCDS41842.1      ATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAG 1449 

U17327.1         ATCACCATATTCCCCCAGAGGACAGACGGCAAGCACGACTTCCGAGTCTGGAACTCCCAG 2134 

                 ************************************************************ 
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NM_000620.4      CTCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAAT 2220 

CCDS41842.1      CTCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAAT 1509 

U17327.1         CTCATCCGCTACGCTGGCTACAAGCAGCCTGACGGCTCCACCCTGGGGGACCCAGCCAAT 2194 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GTGCAGTTCACAGAGATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGAT 2280 

CCDS41842.1      GTGCAGTTCACAGAGATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGAT 1569 

U17327.1         GTGCAGTTCACAGAGATATGCATACAGCAGGGCTGGAAACCGCCTAGAGGCCGCTTCGAT 2254 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCA 2340 

CCDS41842.1      GTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCA 1629 

U17327.1         GTCCTGCCGCTCCTGCTTCAGGCCAACGGCAATGACCCTGAGCTCTTCCAGATTCCTCCA 2314 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAAGTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGG 2400 

CCDS41842.1      GAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAAGTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGG 1689 

U17327.1         GAGCTGGTGTTGGAAGTTCCCATCAGGCACCCCAAGTTTGAGTGGTTCAAGGACCTGGGG 2374 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG 2460 

CCDS41842.1      CTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG 1749 

U17327.1         CTGAAGTGGTACGGCCTCCCCGCCGTGTCCAACATGCTCCTAGAGATTGGCGGCCTGGAG 2434 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTAC 2520 

CCDS41842.1      TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTAC 1809 

U17327.1         TTCAGCGCCTGTCCCTTCAGTGGCTGGTACATGGGCACAGAGATTGGTGTCCGCGACTAC 2494 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAGGAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATG 2580 

CCDS41842.1      TGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAGGAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATG 1869 

U17327.1         TGTGACAACTCCCGCTACAATATCCTGGAGGAAGTGGCCAAGAAGATGAACTTAGACATG 2554 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGGTTCTC 2640 

CCDS41842.1      AGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGGTTCTC 1929 

U17327.1         AGGAAGACGTCCTCCCTGTGGAAGGACCAGGCGCTGGTGGAGATCAATATCGCGGTTCTC 2614 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TATAGCTTCCAGAGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTC 2700 

CCDS41842.1      TATAGCTTCCAGAGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTC 1989 

U17327.1         TATAGCTTCCAGAGTGACAAAGTGACCATTGTTGACCATCACTCCGCCACCGAGTCCTTC 2674 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGG 2760 

CCDS41842.1      ATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGG 2049 

U17327.1         ATTAAGCACATGGAGAATGAGTACCGCTGCCGGGGGGGCTGCCCTGCCGACTGGGTGTGG 2734 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTAC 2820 

CCDS41842.1      ATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTAC 2109 

U17327.1         ATCGTGCCCCCCATGTCCGGAAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGCTCAACTAC 2794 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAGCCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGC 2880 

CCDS41842.1      CGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAGCCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGC 2169 

U17327.1         CGGCTCACCCCCTCCTTCGAATACCAGCCTGATCCCTGGAACACGCATGTCTGGAAAGGC 2854 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGGCTTCAAGAAGCTAGCAGAAGCTGTC 2940 

CCDS41842.1      ACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATTGGCTTCAAGAAGCTAGCAGAAGCTGTC 2229 

U17327.1         ACCAACGGGACCCCCACAAAGCGGCGAGCCATCGGCTTCAAGAAGCTAGCAGAAGCTGTC 2914 

                 ******************************** *************************** 
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NM_000620.4      AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC 3000 

CCDS41842.1      AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC 2289 

U17327.1         AAGTTCTCGGCCAAGCTGATGGGGCAGGCTATGGCCAAGAGGGTGAAAGCGACCATCCTC 2974 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAA 3060 

CCDS41842.1      TATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAA 2349 

U17327.1         TATGCCACAGAGACAGGCAAATCGCAAGCTTATGCCAAGACCTTGTGTGAGATCTTCAAA 3034 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CACGCCTTTGATGCCAAGGTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACAT 3120 

CCDS41842.1      CACGCCTTTGATGCCAAGGTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACAT 2409 

U17327.1         CACGCCTTTGATGCCAAGGTGATGTCCATGGAAGAATATGACATTGTGCACCTGGAACAT 3094 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGG 3180 

CCDS41842.1      GAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGG 2469 

U17327.1         GAAACTCTGGTCCTTGTGGTCACCAGCACCTTTGGCAATGGAGATCCCCCTGAGAATGGG 3154 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG 3240 

CCDS41842.1      GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG 2529 

U17327.1         GAGAAATTCGGCTGTGCTTTGATGGAAATGAGGCACCCCAACTCTGTGCAGGAAGAAAGG 3214 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AAGAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCA 3300 

CCDS41842.1      AAGAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCA 2589 

U17327.1         AAGAGCTACAAGGTCCGATTCAACAGCGTCTCCTCCTACTCTGACTCCCAAAAATCATCA 3274 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAGG 3360 

CCDS41842.1      GGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAGG 2649 

U17327.1         GGCGATGGGCCCGACCTCAGAGACAACTTTGAGAGTGCTGGACCCCTGGCCAATGTGAGG 3334 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCT 3420 

CCDS41842.1      TTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCT 2709 

U17327.1         TTCTCAGTTTTTGGCCTCGGCTCACGAGCATACCCTCACTTTTGCGCCTTCGGACACGCT 3394 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GTGGACACCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGAT 3480 

CCDS41842.1      GTGGACACCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGAT 2769 

U17327.1         GTGGACACCCTCCTGGAAGAACTGGGAGGGGAGAGGATCCTGAAGATGAGGGAAGGGGAT 3454 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC 3540 

CCDS41842.1      GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC 2829 

U17327.1         GAGCTCTGTGGGCAGGAAGAGGCTTTCAGGACCTGGGCCAAGAAGGTCTTCAAGGCAGCC 3514 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC 3600 

CCDS41842.1      TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC 2889 

U17327.1         TGTGATGTCTTCTGTGTGGGAGATGATGTCAACATTGAAAAGGCCAACAATTCCCTCATC 3574 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AGCAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCA 3660 

CCDS41842.1      AGCAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCA 2949 

U17327.1         AGCAATGATCGCAGCTGGAAGAGAAACAAGTTCCGCCTCACCTTTGTGGCCGAAGCTCCA 3634 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAACTCACACAAGGTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTT 3720 

CCDS41842.1      GAACTCACACAAGGTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTT 3009 

U17327.1         GAACTCACACAAGGTCTATCCAATGTCCACAAAAAGCGAGTCTCAGCTGCCCGGCTCCTT 3694 

                 ************************************************************ 
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NM_000620.4      AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC 3780 

CCDS41842.1      AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC 3069 

U17327.1         AGCCGTCAAAACCTCCAGAGCCCTAAATCCAGTCGGTCAACTATCTTCGTGCGTCTCCAC 3754 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC 3840 

CCDS41842.1      ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC 3129 

U17327.1         ACCAACGGGAGCCAGGAGCTGCAGTACCAGCCTGGGGACCACCTGGGTGTCTTCCCTGGC 3814 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC 3900 

CCDS41842.1      AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC 3189 

U17327.1         AACCACGAGGACCTCGTGAATGCCCTGATCGAGCGGCTGGAGGACGCGCCGCCTGTCAAC 3874 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAGGTGTCATCAGTAAC 3960 

CCDS41842.1      CAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAGGTGTCATCAGTAAC 3249 

U17327.1         CAGATGGTGAAAGTGGAACTGCTGGAGGAGCGGAACACGGCTTTAGGTGTCATCAGTAAC 3934 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTG 4020 

CCDS41842.1      TGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTG 3309 

U17327.1         TGGACAGACGAGCTCCGCCTCCCGCCCTGCACCATCTTCCAGGCCTTCAAGTACTACCTG 3994 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGC 4080 

CCDS41842.1      GACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGC 3369 

U17327.1         GACATCACCACGCCACCAACGCCTCTGCAGCTGCAGCAGTTTGCCTCCCTAGCTACCAGC 4054 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAGGGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGG 4140 

CCDS41842.1      GAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAGGGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGG 3429 

U17327.1         GAGAAGGAGAAGCAGCGTCTGCTGGTCCTCAGCAAGGGTTTGCAGGAGTACGAGGAATGG 4114 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATG 4200 

CCDS41842.1      AAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATG 3489 

U17327.1         AAATGGGGCAAGAACCCCACCATCGTGGAGGTGCTGGAGGAGTTCCCATCTATCCAGATG 4174 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC 4260 

CCDS41842.1      CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC 3549 

U17327.1         CCGGCCACCCTGCTCCTGACCCAGCTGTCCCTGCTGCAGCCCCGCTACTATTCCATCAGC 4234 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC 4320 

CCDS41842.1      TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC 3609 

U17327.1         TCCTCCCCAGACATGTACCCTGATGAAGTGCACCTCACTGTGGCCATCGTTTCCTACCGC 4294 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA 4380 

CCDS41842.1      ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA 3669 

U17327.1         ACTCGAGATGGAGAAGGACCAATTCACCACGGCGTATGCTCCTCCTGGCTCAACCGGATA 4354 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAGAGGAGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGG 4440 

CCDS41842.1      CAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAGAGGAGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGG 3729 

U17327.1         CAGGCTGACGAACTGGTCCCCTGTTTCGTGAGAGGAGCACCCAGCTTCCACCTGCCCCGG 4414 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC 4500 

CCDS41842.1      AACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC 3789 

U17327.1         AACCCCCAAGTCCCCTGCATCCTCGTTGGACCAGGCACCGGCATTGCCCCTTTCCGAAGC 4474 

                 ************************************************************ 
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NM_000620.4      TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAGGAATGAACCCCTGCCCCATGGTC 4560 

CCDS41842.1      TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAGGAATGAACCCCTGCCCCATGGTC 3849 

U17327.1         TTCTGGCAACAGCGGCAATTTGATATCCAACACAAAGGAATGAACCCCTGCCCCATGGTC 4534 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAG 4620 

CCDS41842.1      CTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAG 3909 

U17327.1         CTGGTCTTCGGGTGCCGGCAATCCAAGATAGATCATATCTACAGGGAAGAGACCCTGCAG 4594 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAA 4680 

CCDS41842.1      GCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAA 3969 

U17327.1         GCCAAGAACAAGGGGGTCTTCAGAGAGCTGTACACGGCTTACTCCCGGGAGCCAGACAAA 4654 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CCAAAGAAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCC 4740 

CCDS41842.1      CCAAAGAAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCC 4029 

U17327.1         CCAAAGAAGTACGTGCAGGACATCCTGCAGGAGCAGCTGGCGGAGTCTGTGTACCGAGCC 4714 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTC 4800 

CCDS41842.1      CTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTC 4089 

U17327.1         CTGAAGGAGCAAGGGGGCCACATATACGTCTGTGGGGACGTCACCATGGCTGCTGATGTC 4774 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGC 4860 

CCDS41842.1      CTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGC 4149 

U17327.1         CTCAAAGCCATCCAGCGCATCATGACCCAGCAGGGGAAGCTCTCGGCAGAGGACGCCGGC 4834 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      GTATTCATCAGCCGGATGAGGGATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACC 4920 

CCDS41842.1      GTATTCATCAGCCGGATGAGGGATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACC 4209 

U17327.1         GTATTCATCAGCCGGATGAGGGATGACAACCGATACCATGAGGATATTTTTGGAGTCACC 4894 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      CTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAG 4980 

CCDS41842.1      CTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAG 4269 

U17327.1         CTGCGAACGTACGAAGTGACCAACCGCCTTAGATCTGAGTCCATTGCCTTCATTGAAGAG 4954 

                 ************************************************************ 

 

NM_000620.4      AGCAAAAAAGACACCGATGAGGTTTTCAGCTCCTAACTGGACCCTCTTGCCCAGCCGGCT 5040 

CCDS41842.1      AGCAAAAAAGACACCGATGAGGTTTTCAGCTCCTAA------------------------ 4305 

U17327.1         AGCAAAAAAGACACCGATGAGGTTTTCAGCTCCTAACTGGACCCTCTTGCCCAGCCGGCT 5014 

                 ************************************  

 
Os asteriscos indicam identidade entre a sequência de consenso CCDS41842.1 e as demais 

sequências representativas de nNOS. 

   

  


