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RESUMO

SANTOS, Vitor Antonio Dos. Inativacéo do receptor PD1 por CRISPR/Cas9 para
melhoramento da imunoterapia com células CAR-T. 2023. 44 p. Trabalho de
Concluséo de Curso Especializacdo em Biotecnologia para Saude - Vacinas e
Biofarmacos — Escola Superior do Instituto Butantan, Sao Paulo, 2023.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) € uma técnica
de edicdo genética capaz de editar regibes do DNA de maneira eficaz e
relativamente facil, sendo considerada uma revolucdo na engenharia gendémica.
Suas aplicacdes na area da saude sdo diversas. O nocaute pela técnica de CRISPR
pode ser aplicado no melhoramento da imunoterapia, em especial de células CAR-T.
Considerando os tumores solidos, estas células sdo menos eficazes, devido a
expressdo de moléculas de checkpoint imunolégico em células cancerigenas, que
ao se ligarem a receptores de superficie em células T, regulam negativamente a
resposta imunolégica. Um desses receptores € o PD-1, codificado pelo gene
PDCDL1. Desta forma, este trabalho sugere a inativacdo do gene PDCD1, visando
demonstrar parte do processo necessario para edicdo e aplicacdo da
técnica CRISPR/Cas9 para o melhoramento da imunoterapia através da inativacdo

do receptor PD-1 em células T.

Palavras-chave: CRISPR. CAR-T. PD-1. sgRNA. Imunoterapia.
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1 INTRODUCAO

Em abril de 2003, foi concluido o Projeto Genoma Humano (PGH). Desde que
foi iniciado, no ano de 1989, teve como objetivo 0 sequenciamento das 3,1 bilhdes
de bases do genoma humano, suscitando a expectativa de haver beneficios
imediatos em relacdo a cura de doencgas congénitas e grande avango as pesquisas
biomédicas (GOES; OLIVEIRA, 2014). Foi um grande avanco na area de biologia,
mas havia a dificuldade de alterar o genoma de maneira simples (POLLO, 2019).

Dentre as primeiras técnicas para edicdo de DNA, foram desenvolvidas em
2005 as Zinc-finger Nucleases (ZFNs) (KOZOVSKA et al.,2021). As ZFNs séo
proteinas quiméricas desenhadas para reconhecer e clivar sequéncias
de nucleotideos especificos do DNA (VASCONCELOS; FIGUEIREDO, 2016). Em
2010, foi desenvolvida a técnica de Transcription-activator-like Effector Nuclease
(TALENS, ou nucleases efetoras do tipo ativador de transcricdo). Estas nucleases
podem ser programadas para reconhecer uma sequéncia de DNA especifica para o
alvo (KOZOVSKA et.al., 2021; ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Ambas as técnicas necessitam de duas cadeias peptidicas ligadas a nuclease
Fokl para que haja a clivagem do DNA. Enquanto a cadeia peptidica das ZFNs
reconhece 3 nucleotideos por alvo, sendo recomendado, portanto, 6 proteinas zinc
finger por cadeia peptidica. A edicdo por meio de TALEN requer 17 pares de
aminoacidos que reconhecem um nucleotideo cada, sendo mais vantajosa pelo
desenho mais simples de cadeia comparado a ZFNs (COSTA; ASSUMPCAO;
GOISSIS, 2021). Tal desenho de cadeia peptidica ocorre por meio de engenharia
elaborada de proteinas especificas para cada alvo, tornando desta forma complexo
e custoso o procedimento. (ZHANG; WEN; GUO, 2014)

No ano de 2002, foi criada a sigla CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) para se referir a regido do genoma de bactérias e
Archaea descoberto inicialmente em 1987 pelo pesquisador Yoshizumi Ishino. Tais
regibes possuem espacadores e repeticbes de material genético e, em 2005, foi
sugerida a funcédo desse locus como um sistema imune adaptativo de procariotos,
com sequéncias de espacadores de origem exogena servindo de memdria para se
defender de patégenos invasores (PEREIRA, 2016).

Esse sistema de defesa pode ser dividido em trés etapas: adaptacdo,

biogénese do crRNA (CRISPR-derived RNA) e acdo contra o invasor. O processo é
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iniciado quando h& a infeccdo por bacteriéfagos, transposons ou plasmideos na
bactéria, e através de enzimas codificadas pelos genes Cas, o material genético
invasor é clivado e inserido no l6cus CRISPR, se tornando um espacador entre as
regides de sequéncias repetidas. A partir desse momento, ocorre a transcricdo da
regido e a formacédo do pré-crRNA que contém varias sequéncias de espacadores
em um unico RNA. Em associacdo ao tracrRNA (trans-activating RNA) um RNA néao
codificante e complementar as sequéncias do pré-crRNA ira auxiliar na maturacéo
em crRNA. Esse emparelhamento é essencial para a formacao de um gRNA (guide
RNA) eficiente, pois uma das extremidades do tracrRNA se associa ao crRNA
formando uma alca que interage com a enzima Cas9, permitindo que a extremidade
5 do crRNA reconheca a sequéncia-alvo. Essa maturacdo resulta na origem do
crRNA correspondente a cada espacador. Assim, quando o crRNA maduro é
associado a proteinas Cas, forma-se o complexo CRISPR-Cas9 que em presenca
de uma reinfeccéo, cliva o DNA exdgeno, inativando-o (PEREIRA, 2016).

Figura 1 - Sistema CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9:Sistema imune adaptativo da
Streptococcus pyogenes contra um bacteriofago
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Em uma pesquisa basica para se investigar como as bactérias respondem a
infecgbes virais, as pesquisadoras Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier
descobriram em 2012 que tal mecanismo poderia ser utilizado para alterar o DNA de
qualquer organismo, servindo de alternativa para as técnicas ZFN e TALEN. O
sistema CRISPR/Cas9 depende apenas de um RNA guia unico (sgRNA) de
aproximadamente 20 nucleotideos para conferir especificidade, reconhecimento
gendmico e para realizar a DSB (double strand break - em portugués clivagem de
fita dupla), sem precisar de uma endonuclease especifica. Com isso, a técnica de
CRISPR/Cas9 teria um custo menor e uma maior praticidade de execucao
(KOZOVSKA et.al., 2021; ZHANG; WEN; GUO, 2014).

A técnica CRISPR/Cas9 se tornou uma ferramenta poderosa de edicdo
gendmica devido a facilidade de design, simplicidade de uso e eficiéncia,
possibilitando seu uso na comunidade cientifica (JIANG; DOUDNA, 2017).

A vantagem da técnica CRISPR-Cas9 consiste na utilizacdo da mesma
endonuclease para atingir um novo alvo de DNA. Ao contrario das TALENSs, que
precisam ser desenhadas para alcancar uma nova regido genémica, a Cas9 pode
ser redirecionada com a presenca de um RNA guia de 20 nucleotideos
correspondentes a regido de interesse. Além disso, a Cas9 possui um padrao de
clivagem especifico na regido da 172-182 bases da sequéncia alvo, em contraste
com as TALENs que clivam de forma indeterminada entre a 122 e a 242 bases,
assim como a facilidade de direcionamento da nuclease Cas9 possibilita a atuacéo
em Varios loci gendmicos ao mesmo tempo (multiplex) (RAN et al, 2013).

O sistema CRISPR possui duas classes, distinguidas pela operacdo dos
modulos efetores, totalizando seis tipos diferentes. O tipo I, encontrado em
Streptococcus pyogenes, € 0 mais estudado e o mais simples de todos, pois é
definido pela endonuclease Cas9 sendo guiada pelo crRNA, clivando o DNA na
presenca do dominio PAM (Protospacer Adjacent Motif). Esse dominio é essencial
para a ancoragem da endonuclease e posterior clivagem, sendo composto de 2-5
nucleotideos (por exemplo, NGG, no caso da Cas9) (CAl;, GAO; ZHOU, 2019;
PEREIRA, 2016).

Quando a associacao entre Cas9, sgRNA e DNA alvo é efetiva, resultando na
clivagem do DNA, o sistema de reparo celular é ativado para evitar a apoptose e a
senescéncia celular. Este sistema repara a célula por uma de duas vias: a primeira,

denominada juncéo de extremidades ndo homélogas (NHEJ na sigla em inglés, non-
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homologous end joining); a segunda, denominada via de reparo direcionado por
homologia (HDR na sigla em inglés, homology directed repair) (PEREIRA, 2016;
CHEN et al, 2019).

O reparo NHEJ é propenso a erros, gerando mutacdes pontuais aleatorias do
tipo indel (insercdo ou delecdo de nucleotideos) e normalmente resultando na
inativacdo, ou nocauteamento do gene, em decorréncia da alteragdo da fase de
leitura do DNA, a qual pode gerar um cédon de parada prematura no DNA do gene.
Por outro lado, também é possivel que a alteracdo da fase de leitura resulte em uma
sequéncia peptidica diferente, o que também inativa funcionalmente o gene e é de
grande interesse na area biomédica (PEREIRA, 2016).

A via de reparo HDR ocorre na presenca de um DNA doador que possui
regides homodlogas as regides que flanqueiam a sequéncia editada (bracos de
homologia). Apos passar por um processamento que deixa as extremidades 3’ livres,
a fita homéloga do DNA se liga a fita do DNA doador, resultando na sintese de DNA
e na sua integracdo ao genoma, gerando alteracdes precisas na sequéncia alvo.
Apesar de ser menos frequente e estar ativa apenas em células em divisdo, é um
meio para a insercado de transgenes e alteracdo alélica, na qual € inserida uma
sequéncia de nucleotideo semelhante, porém distinta, da original (PEREIRA, 2016;
RAN et al., 2013).

A versatilidade de CRISPR vai além da edicao genética, podendo ser utilizado
na regulacdo de expressdo de genes enddgenos (amplificacdo ou represséao),
clivagem de RNAs, mapeamento de genes, rastreamento de RNA e marcacao de
DNA através da associacdo de dCas9 (dead Cas9), um uma Cas9 modificada por
engenharia genética que se liga, mas nao cliva, o DNA com a técnica DNA labeling,
que em conjunto com o gene da GFP (Green fluorescent protein, ou proteina verde
fluorescente) torna possivel a visualizacdo por microscopia de fluorescéncia da
regido alvo em que se ligou a dCas9, sendo util em areas como pesquisa basica,
salude humana, agronegécio e na industria (PEREIRA, 2016; TORRES-RUIZ;
RODRIGUEZ-PERALES, 2017).

As aplicacbes em saude humana vao desde combate a patdégenos,
identificacdo ou validacdo de novos alvos terapéuticos, combate ao cancer,
tratamento de doencas genéticas como a sindrome de Duchenne, doenca falciforme,
talassemia, assim como o HIV (KOZOVSKA et al., 2021). CRISPR foi utilizada como

ferramenta de estudo em doencas neurolégicas, como a epilepsia causada por
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mutacdo do gene SCN1A; no estudo de genes candidatos a promoverem cancer,
usando como modelo a inducdo, por um alelo mutante do gene Kras(G12), de
tumores no pulmdo de camundongos (TORRES-RUIZ, RODRIGUEZ-PERALES,
2017).

1.1 Cancer

O céancer é um grupo complexo de doencas, caracterizado por células que se
multiplicam com rapidez e que possuem a capacidade de se disseminarem para
outras partes do corpo. E desencadeado por mutacbes no DNA que ativam
oncogenes e/ou inativam supressores tumorais, além da desregulacdo do
epigenoma, que regula a expressdo génica normal; essa doenca afeta a célula, se
aproveitando de alteragcbes do metabolismo, estrutura celular e da capacidade de
crescer em ambientes indspitos, além de recrutar células normais e suas funcdes
para contornar o sistema de defesa do hospedeiro (KATTI et al., 2022). Sendo
assim, o cancer pode ser causado por mutacdes genéticas, expressao aberrante de
genes especificos ou alteracdes epigenéticas (KOZOVSKA et al., 2021).

As terapias atuais sdo limitadas devido a complexidade dos mecanismos
subjacentes, assim como aos efeitos colaterais resultantes da toxicidade pouco
seletiva dos quimioterapicos e da radioterapia, os quais reduzem a qualidade de vida
dos pacientes (CHEN, 2019; KHAN, 2016). Técnicas como ZFN e TALENs foram
usadas no combate ao cancer, mas nao possuem a especificidade de direcionar as
alteracdes epigenéticas por prescindir do reconhecimento de complexos proteinas-
DNA, ao passo que a especificidade de CRISPR é dada pelo reconhecimento de
DNA e RNA (AKRAM et al., 2020). Assim, essa tecnologia tem maior potencial para
tratar doencas, incluindo o cancer, além de poder ser utilizada no desenvolvimento
de novas drogas antitumorais mediante a validacdo de novos alvos terapéuticos e a
identificacdo de genes de resisténcia, imunoterapia e edigdo do epigenoma para fins
terapéuticos (CHEN et al., 2019).

Uma das estratégias da medicina de precisdao visa a identificacdo de
linhagens celulares para distinguir as mutacbes genéticas que promovem O
crescimento do cancer das que ndo contribuem para a progressdo da doenca
(KATTI et al.,2022).
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1.2 CAR-T

Dentre as terapias atuais contra o cancer ha um tratamento revolucionario, as
células CAR-T. Essa terapia consiste em células imunologicas (linfécitos T) que séo
retiradas do paciente, modificadas para reconhecerem células tumorais e as
eliminarem (COVAS, 2022). Chimeric antigen receptors (CAR) ou receptores de
antigeno quiméricos de células T sdo receptores projetados para redirecionar 0s
linfécitos T a se ligarem a antigenos-alvo, gerando a resposta celular e antitumoral,
com a vantagem de ser independente do sistema MHC. O uso desta tecnologia foi
aprovado em 2017 pelo FDA (Food and Drug Administration), para o tratamento de
linfoma de células B (STERNER; STERNER, 2021).

Os CARs sao compostos por quatro componentes. Um dominio extracelular
de ligacdo, derivado de fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) que permite a
ligagcdo especifica ao antigeno. Esta afinidade deve ser forte o suficiente para gerar
uma sinalizacdo, mas nado o suficiente para provocar a morte da célula CAR-T,
sendo este um problema da terapia. A regido de dobradica da flexibilidade ao CAR
para se ligar no epitopo alvo. Essa regido liga o dominio extracelular com o
transmembranico que é responsavel pela ancoragem na célula T, e no interior da
célula esta o dominio de sinalizacdo, que € um coestimulador que imita o sinal de
ativacdo do TCR (STERNER; STERNER, 2021; HASLAUER et al., 2021).

A terapia com células CAR-T foi utilizada no tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), doenca que afeta as células T (esta é a forma mais
comum de leucemias em criangas; em adultos, as células B sdo as mais afetadas). A
terapia possui como alvo o marcador de superficie CD19 mas, devido a perda de
antigeno ou exaustdo de células T, a terapia pode tornar-se ineficaz. Portanto,
outros métodos de construcdo de CAR e dos dominios co-estimulatorios, assim
como a busca de novos alvos terapéuticos, tém sido desenvolvidos (HASLAUER et
al.,2021).

Uma limitagdo das células CAR-T é a efetividade em tumores soélidos. Em
tumores hematologicos, por circularem pelos vasos sanguineos e no sistema
linfatico, as células modificadas possuem maior contato com as ceélulas tumorais,
efeito que ndo ocorre em tumores sélidos, devido as barreiras fisicas, a
sobrevivéncia das células T, a incapacidade de recrutamento e um ambiente
imunossupressor (RAZEGHIAN, et al., 2021).
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O sistema CRISPR foi aplicado na terapia celular contra a Leucemia
linfoblastica aguda (LLA) em seres humanos, gerando uma linhagem de células
CAR-T CD19/CD22 universal, a qual foi testada em seis pacientes. Apesar das
reacoes adversas esperadas, neste estudo foi demonstrada a seguranca da
utilizacdo de células T modificadas, servindo de alternativa para o tratamento dos
pacientes com LLA, devido a atividade proeminente das células (HU et al., 2021).

A Imunoterapia contra o cancer consiste em gerar uma resposta imunologica,
seja ela guiada pela imunidade adaptativa ou inata, atacando o cancer por varias
estratégias. As células tumorais possuem a capacidade de evadir o sistema imune
por meio de imunossupressao. Isso ocorre devido a presenca, nas células
saudaveis, de moléculas que inibem a resposta imunoldgica, chamadas de immune
checkpoints (IC) ou “pontos de controle imunoldgico". Um exemplo € a molécula PD-
1L (ligante de PD-1), que € expressa em tecidos saudaveis e interage com o
receptor PD-1 (Proteina da morte celular programada 1) em linfécitos T. No entanto,
as células tumorais superexpressam essa molécula, causando uma supressao
imunolégica (ROSSETTI et al., 2022; CHEN, 2019).

O bloqueio da interacdo entre o receptor PD-1 e o ligante PD-L1 por um
anticorpo anti-PD-1 se mostrou vantajoso no tratamento de melanoma e foi
aprovado pela FDA (CAI et al,2016). A inibicdo de um receptor parecido com PD-1, o
CTLA-4, gerou um resultado semelhante (ROSSETTI et al., 2022; CHEN, 2019).

Estratégias baseadas no knockdown de genes que codificam receptores de
superficie de células T e na inibicdo de moléculas de checkpoint imunol6égico, como
o antigeno CTLA-4, e no knockout do gene PD-1, que expressa a proteina PD-1,
aumentam a eficacia da terapia com células T contra o cancer (CHEN et al., 2019;
WU; CAO, 2018).

A expressao de moléculas de checkpoint imunoldgico evita a morte mediada
por células imunes que estdo em constante vigilancia nos tecidos, como ocorre em
células da Leucemia Mielbéide Aguda (LMA) que expressam moléculas co-
estimuladoras como a CD86 e ICOS-LG. Essas moléculas induzem, em células T
CD4 auxiliares, a expresséo de quatro receptores: PD-1, CTLA-4, TIM-3 e LAG-3. O
desenvolvimento da terapia do céancer pela inibicdo da regulacdo imunologica
negativa rendeu o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2018 para 0s
pesquisadores James P. Allison e Tasuku Honjo (ROSSETTI et al., 2022).
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CRISPR oferece uma grande promessa na terapia do cancer. Em 2019, na
Universidade da Pensilvania nos Estados Unidos, foi realizado o primeiro tratamento
utilizando CRISPR, no qual células T do paciente foram colhidas e modificadas
geneticamente para reconhecerem NY-ESO-1, que é encontrado em células
cancerigenas e foram deletados trés genes (PDCD1, TRAC e TRBC). Este
procedimento possibilitou a producao de células T NYCE que reconheceram o alvo
ao serem introduzidas nos trés pacientes (dos quais dois possuiam mieloma multiplo
e 0 outro sarcoma metastatico). O estudo mostrou que o tratamento com CRISPR é
seguro, ndo havendo resposta imune contra as células editadas (STADTMAUER et
al., 2020).

Apesar de a imunoterapia de células CAR-T possuir bons resultados clinicos,
em tumores solidos essa eficacia se mostrou reduzida. Uma maneira de superar
essa limitacdo é através do bloqueio de moléculas de checkpoint imunoldgico. Este
trabalho de revisdo de literatura propde como objetivo tedrico o nocaute do gene
PDCD1, que codifica o receptor PD-1, através da utilizacdo de técnica CRISPR,
devido a facilidade e efetividade de edi¢cdo genética, visando o aumento da eficacia

das células CAR-T contra tumores sélidos.
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2 OBJETIVOS

Esta revisdo tem como objetivo desenvolver uma proposta teérica de
inativacdo do receptor PD-1 em células T, utilizando a técnica de CRISPR-Cas9,
mediante o nocaute do gene PDCD1 para contornar os pontos de verificacao
imunoldgica, tornando a linhagem de células CAR-T mais eficiente para o tratamento

de tumores sélidos como o melanoma.
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3 METODOLOGIA

O desenvolvimento do estudo ocorreu através do levantamento de revisao
bibliografica por meio de artigos, revistas e publicacbes em bancos de dados como

PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), Scielo (https://www.scielo.br/), Google

Académico (https://scholar.google.com.br/) e repositério Sapientia do Instituto

Butantan (https://repositorio.butantan.gov.br/). A busca foi realizada com os termos:

“‘CRISPR-Cas9”, “CAR-T cell therapy”, "Immunotherapy”, "Immune Checkpoints” e
“PD-1".

A proposta de nocauteamento se baseia no modelo e atividades de pesquisa
realizadas em 2022 no Laboratorio de Desenvolvimento e Inovacdo (LDI), em
conjunto com o Centre of Excellence in New Target Discovery (CENTD), ambos do
Instituto Butantan. Serdo apresentados os resultados das atividades praticas que
realizei, relacionadas aos genes de interesse estudados nestes laboratorios, em

projetos coordenados pelos pesquisadores José Ricardo Jensen e Andrea Borrego.

3.1 Linhagem Celular

O modelo de estudo sera o de células T CD4 e CD8 alogénicas.

3.2 Ensaios de CRISPR/Cas9 para edicdo especifica no genoma em linhagem

celular:

Para o nocauteamento do gene, primeiramente € necessario realizar o
desenho do SgRNA. Para iss0, em sites como PUBMED

(https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/) e ENSEMBL (https://www.ensembl.org/index.html)

€ realizada a pesquisa da sequéncia do gene alvo e, em seguida, é selecionado um
exon do gene alvo para que a edicdo resulte em alteracdes do ORF (open reading
frame). Com esta informacdo, desenhamos os sgRNAs no site CRISPOR

(http://crispor.tefor.net/), onde € inserida a sequéncia gendmica e escolhida a

sequéncia PAM utilizada. Ap0s 0 processamento e comparacdo com o banco de
dados disponivel, o site indica os 6ligos dos sgRNAs e dos primers com suas
especificidades e eficiéncia para a funcdo pretendida, além de mostrar os potenciais

sitios fora do alvo (off-targets).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.scielo.br/
https://scholar.google.com.br/
https://repositorio.butantan.gov.br/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ensembl.org/index.html
http://crispor.tefor.net/
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3.3 Ensaio de clonagem

De acordo com o protocolo descrito por Zhang et al. (2013), com as
modificacdes propostas por Borrego et al. (2022), a fosforilacdo (Tabela 2), o
anelamento e a insercdo do sgRNA serao realizados em plasmideo (vetor) lentiviral
de expressao lentiCRISPR v2 (Addgene 52961), contendo a Cas9 e o gene de
resisténcia ao antibiético puromicina.

A producéo do plasmideo seré realizada em linhagem competente de bactéria
E.coli, da linhagem Stbl3 (Thermofisher Scientific, EUA), por meio da eletroporacao
no equipamento Gene Pulser XCell™ (Bio-Rad,EUA). Apos a eletroporacdo, as
bactérias serdo recuperadas em meio SOC por 1h a 37 °C, sob agitacdo de 220
rpm. Em seguida, as bactérias serdo semeadas em placas com meio LB agar
(Tabela 1) com ampicilina. As colonias que crescerem serdo coletadas para a
extracdo e purificacdo do plasmideo com o kit ChargeSwitch™ - Pro Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para a verificacdo da insercdo do
sgRNA, amplificaremos por PCR a regido U6 do plasmideo, que é uma regiao
promotora, segundo o protocolo de RAN et al, 2013. Utilizaremos o 6ligo reverso do
sgRNA como primer reverso da reacdo. As amostras que apresentarem bandas
(sugerindo o sucesso da clonagem) terdo os amplicons purificados com o sistema
com o sistema exonuclease | e fosfatase alcalina ExoProStar (Cytiva Lifesciences,
EUA) e, em seguida, os fragmentos serdo sequenciados no equipamento 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA) do Laboratério de Bacteriologia do
Instituto Butantan, utilizando o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). As sequéncias obtidas serdo analisadas com o software
CodonCode Aligner v.8.0.2 (CodonCode Corporation, EUA) para verificar a presenca

da sequéncia do sgRNA.

Tabela 1 - Composicdo do meio LB Agar

Composicéao

Triptona 10g




Extrato de levedura | 5g
Cloreto de sédio 10g
Agar 209
Agua 1000 ml

Fonte: COMUNICAGAO PESSOAL LABORATORIO NB2.2022.

Fonte: RAN et al.2013.

Tabela 2 - Mix de Fosforilacao
Componente Quantidade (uL)

SgRNA top (100 puM) 1
SgRNA bottom (100 pM) 1
Tampao de ligagao T4 10x 1
T4 PNK 1
ddH20 6
Total 10

Tabela 3 - Mix de Clo

nagem dos plasmideos

Componentes Quantidade (uL)
pSpCas9 2
Oligo Duplex diluido 2
Tampao Tango 2
DTT 10mM 1
ATP 10mM 1
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FastDigest BBS1 1
T7 ligase 0,5
H20 10,5
Total 20

Fonte: RAN et al.2013.

3.4 Producdo do lentivirus

A particula lentiviral sera constituida por 3 plasmideos: envelope (pCMV-VSV-
G, Addgene 8454), empacotador (psPAX2, Addgene 12260) e gendmico
(lentiCRISPRvV2 - contendo o fragmento de DNA clonado - Addgene 12259).) em
células HEK-293T. O vetor reporter vazio pLIM1-EGFP (Addgene 19319) sera
utilizado para controle interno de eficiéncia da transfeccdo. O sistema de segunda
geracdo, no qual 5 dos 9 genes do virus HIV-1 sdo eliminados, mantém os genes
gag e pol que codificam 0s componentes estruturais e enzimaticos do virion,
respectivamente, e 0s genes tat e rev que exercem as funcdes de transcricédo e pés-
transcricdo. A construcdo € segura e amplamente empregada em experimentos,
uma vez que testes sensiveis ndo detectam recombinantes competentes em
replicacdo com este sistema. Os lentivirus serdo coletados do sobrenadante das
culturas em 24, 48 e 72h.

3.5 Transducdao por lentivirus nas células T

As células serdo transduzidas com particulas lentivirais contendo a
sequéncia do sgRNA especifico para o gene PDCD1, produzidas conforme descrito
acima. Os lentivirus serdo adicionados as células T na presenca do reagente de
transfeccdo polibreno (polimetobrometo de 1,5-Dimetil-1,5-diazaundecametileno -
Sigma-Aldrich, EUA) e, ap06s 24h, as células transduzidas seréo selecionadas com o
antibiotico puromicina. As células que sobreviverem a selecdo com puromicina seréo
separadas individualmente em pocos de placas de cultura de 96 pocos, pela técnica
de Single Cell Sorting por citometria de fluxo (sob condi¢cbes de assepsia), seguidas

de periodo de expansédo por 2 a 4 semanas para a obtencéo dos clones.
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3.6 Genotipagem dos clones de células transduzidas

A extracdo de DNA genbmico dos clones de células transduzidas sera
realizada com o E.Z.N.A Tissue Kit (Omega Biotek, EUA), conforme instru¢des do
fabricante. A regido editada sera amplificada por PCR, utilizando primers para
amplicons curtos, de 100 a 200 pb, desenhados com a ferramenta Primer-Blast

(disponivel em https://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os primers e dNTPs

nao incorporados aos amplicons serdo removidos com o sistema exonuclease | e
fosfatase alcalina ExoProStar (Cytiva Lifesciences, EUA) e, em seguida, oS
fragmentos serdo sequenciados no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, EUA) do Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Butantan, utilizando o
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). As
sequéncias obtidas serdo analisadas com o software CodonCode Aligner v.8.0.2

(CodonCode Corporation, EUA) para verificar se houve edi¢do no sitio desejado.

3.7 Testes funcionais

Realizaremos ensaios in vitro de modelo tumoral que apresenta células

cancerigenas com PD-L1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

4 RESULTADOS
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Através do site ENSEMBL(https://www.ensembl.org/index.html), foi possivel

obter a sequéncia gendmica do gene PDCD1, o qual possui 5 éxons. O éxon mais

longo (360 pb) foi escolhido para gerar a sequéncia guia. Para o desenho do RNA

guia, utilizamos a ferramenta de design on-line CRISPOR(http://crispor.tefor.net/), e

os parametros de escolha foram estabelecidos, como o tipo de PAM (Sp-Cas9-

NGG). O programa gerou 81 possiveis sequéncias guias, das quais a sequéncia
denominada 94/rev (CACGAAGCTCTCCGATGTGT/TGG, Figura 2), que contém 20
nucleotideos seguida pela sequéncia PAM, foi escolhida devido a alta taxa de

efetividade mostrada pelos indices de especificidade e off-target (efeitos fora do

alvo) minimizados em comparacéo a outras sequéncias.

Figura 2 — sgRNA

Guide Sequence + PAM

! |+ Restriction Enzymes &

+ Variants

Conly 6- Clonly 66- CJ only A- 2

Predicted Efficiency

+ next to PAM

Genome Browser links to matches sorted by CFD off-target
score &4
(exons only [ chr2 only

Enzymes: Bss51. Bsil

47 off-targets

ATGTGGAAGTCACGCCCGTT G666 97 93 a4 a9 0-0-0-0-28 |%
.......... 4
Lownefficient LT 4
Enzymes: Mwol, Bgil
28 off-targets
CACGAAGCTCTCCGATGTGT T66 95 96 50 39 0-0-0-2-34 |4
.......... - . 4
doameene 4
36 off-targets
CCTGCTCGTGETGACCGAAG GGG 94 92 59 78 0-0-1-4-55 |4
,,,,,,,,,, i 4
Enzymes: Pcsl. Tagil, BsiFl R 4
60 off-targets
CATGTGGAAGTCACGCCCGT TGG 94 97 51 43 0-0-1-4-34 |Z
.......... - i 3%
Enzymes: Mwol, Bgil T &
39 off-argets
CCCTTCGGTCACCACGAGCA GGG 93 97 59 60 42 |4

Fonte: CRISPOR,2022.

Legenda: Tabela de sgRNA gerados pelo site CRISPOR. Cada sequéncia gerada é classificada pela
especificidade, eficiéncia e avaliacdo de potenciais efeitos fora do alvo e sua localizagdo. PDCD1-

sequéncia guia Reversa: CACGAAGCTCTCCGATGTGT TGG.

4.1 Primers para PCR e sequenciamento

Para a verificagdo de clonagem o primer U6, citado na metodologia, foi

escolhido para a confirmacéo conforme indicado na figura 3.


https://www.ensembl.org/index.html
http://crispor.tefor.net/
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Figura 3 — Primers de verificagcdo

U6 expression from an Addgene plasmid

The guide sequence CACGAAGCTCTCCGATGTGT does not contain the motif TTTT, which terminates RNA polymerase, so it can be transcribed in mammalian cells.

Select your Addgene plasmid: [ lentiCRISPR v2 (Zhang Iab) v|

To clone the guide into | use these primers:

Note: Efficient transcription from the U6 promoter requires a 5' G. This is not the case for this guide. Several options are possible, you can either add an additional G- prefix to the N20 guide sequence,
called gN20 guides here, or replace the first with a G and create a gN19 guide. For users of HF1 and eSpCas9: G- prefixing with the high-fidelity variants may reduce efficiency, as it introduces a mismatch

Primers for gN20 guides:
Name Primer Sequence

PDCD1_gN20-guideRNA94rvUesenselentiCrispr CACCGCACGAAGCTCTCCGATGTGT

PDCD1_gN20-guideRNA94rvUsantisenselentiCrispr AAACACACATCGGAGAGCTTCGTGC

Primers for gN 19 guides:
showed that changing the first nucleotide to 'G" is slightly more efficient

Name Primer Sequence

PDCD1_gN19-gN20-guideRNA94rvUesenselentCrispr CACCGACGAAGCTCTCCGATGTGT

PDCD1_gN19-gN20-guideRNA94rvUsantisenselentiCrispr AAACACACATCGGAGAGCTTCGTC

The plasmid has to be digested with: BsmB/
o download the cloning protocel for lentiCRISPR v2 (Zhang lab)

Fonte: CRISPOR,2022.

Legenda: Sequéncia do primer contendo a regido U6, que localizada em uma regido promotora,
servindo como  validagéo de insercéo do SgRNA. Primers: PDCD1_gN20-
guideRNA94rvU6senselentiCrispr: CACCGCACGAAGCTCTCCGATGTG

4.2 Atividades realizadas
4.2.1 Preparo de meio de cultura LB

Para o crescimento das bactérias, foi preparado em laboratorio de seguranca
NB2 o meio de cultura Agar-LB. Cada placa de Petri continha 20 mL de &gar-LB,
com 20 pL de antibiético ampicilina (100 mg) para o controle de crescimento.

Apds a montagem, as placas ficaram 48h fora do refrigerador para verificar a

auséncia de contaminagéo.

4.2.2 Preparo de Bactérias eletrocompetentes

4.2.2.1 Pré-in6culo

Primeiro é feita a semeadura da bactéria E.coli, linhagem Stbl3, em duas placas de
Petri: uma com meio agar-LB, e outra com meio LB mais ampicilina a 100 ug/mL
para o controle negativo; as placas foram incubadas a 37°C overnight. Foi
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observado que nao houve crescimento de coldnias na placa controle e na placa com
meio puro houve o crescimento das bactérias.

Na placa em que houve o crescimento de bactérias, uma colénia foi
escolhida dentro do fluxo e, com o auxilio de uma ponteira estéril, foi inoculada em
dois tubos Falcon de 50 mL contendo 3 mL de LB liquido, sendo um tubo com 3 pL
de ampicilina (100 pg/mL) para controle negativo. Os tubos foram deixados semi-
abertos para troca gasosa e incubados em um shaker Innova 2 (New Brunswick
Scientific, Alemanha) a 220 rpm e 37°C overnight.

Apo6s a incubacdo, houve o crescimento no meio em que n&o recebeu o
antibiético, observado pela turvacdo do meio, e o tubo que continha ampicilina ndo
apresentou crescimento, indicando que ndo houve contaminacao.

A partir do meio de cultura em que houve crescimento, uma aliquota foi
inoculada em 500 mL de meio LB em um frasco Erlenmeyer (o0 volume foi dividido
em dois frascos de 500 mL cada para melhor administragdo nos equipamentos),
para incubacdo no shaker a 37°C/220 rpm até atingir a D.O (densidade Optica) de
600. A D.O. foi medida apés 3h e 25 min, com a retirada de 750uL do meio puro
para fazer a leitura do branco no equipamento e de 750 uL do meio de crescimento
para realizar a leitura. A D.O. dos dois frascos foi de 634 e 558. Apés a medicdo, 0s
frascos foram colocados em gelo para desacelerar a atividade de crescimento.

O produto foi entdo dividido em tubos Falcon de 50mL que foram
centrifugados a 4000 rpm/4°C por 10 minutos. A partir deste ponto se iniciou o
processo de lavagem.

Apbés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspenso em 100 ml de glicerol a 10%, gelado. O conteudo foi dividido em 4
tubos, sendo centrifugado novamente nas mesmas condi¢cdes. Apds 0 processo, 0
sobrenadante foi descartado, o precipitado foi ressuspenso em 50 mL de glicerol (foi
dividido em 2 tubos Falcon), novamente centrifugado e ap6s novo descarte do
sobrenadante adicionou-se 50 mL de glicerol, mas sem ressuspender o pellet. Em
seguida, o processo de centrifugacéo e descarte do sobrenadante foi repetido.

Apés o processo de lavagem, adicionou-se 3 mL de glicerol para
ressuspender o pellet, o qual foi aliquotado (50 pL) em tubos eppendorf de 600 pL

para armazenamento a -80°C.

4.2.3 Fosforilagdo dos oligos e clonagem nos plasmideos
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Os plasmideos foram extraidos das bactérias de acordo com o protocolo do
kit PureLink (Invitrogen, EUA). Os plasmideos utilizados foram o PX459 (com
marcador de resisténcia a puromicina e a ampicilina) para transfeccdo denominado
neste trabalho plasmideo “10”, PX458 (com marcador GFP e resisténcia a
ampicilina) para transfeccdo denominado plasmideo “4”, e um plasmideo lentiviral
(com resisténcia a puromicina e a ampicilina) para transducdo denominado
plasmideo “6”.

Os oligos foram fosforilados seguindo a tabela do protocolo e a programacao
em termociclador: 37°C por 30 min, 95°C por 5min e ramp down de 5°C por minuto
até atingir a temperatura de 25°C.

Apos o processo, os oligos foram diluidos 1:200 (1puL+199ul de ddH20) e

armazenados a -20° C.

4.2.4 Insercdo dos 6ligos nos plasmideos

Os plasmideos 4, 6 e 10, foram inseridos em bactérias Stbl3 a partir da
montagem do mix (tabela 3) e incubados no termociclador seguindo a programacao
de: 24 ciclos de 37°C por 3 min e 21°C por 5 min, seguidos de 37 °C por 10 min e 4

°C para conservagao. O produto foi denominado reagéo de ligagéo.

4.2.5 Eletroporacao dos plasmideos para edicdo dos genes CCL2 e de um gene de
interesse do CENTD.

Nesta etapa, ocorreu a transformacdo (incorporacdo do plasmideo) da
bactéria Stbl3. Os plasmideos 4, 6 e 10 foram inoculados por eletroporacdo em
cubetas de 0.2 cm (Bio-Rad, EUA). Com auxilio da pipeta, foram aspirados 2 pL
(Concentracdo de 100 ng/mL) da reacdo de ligacdo e colocados no tubo das
bactérias eletrocompetentes. Todo o volume do tubo foi transferido para a cubeta,
para receber um choque elétrico de 2.500 V do eletroporador Gene Pulser XCell™,
Em seguida, todo o volume foi aspirado e a cubeta foi lavada com 600uL do meio
SOC; o conteudo foi transferido em seguida para um tubo eppendorf com 200 uL de
meio SOC por 1h a 37°C para recuperagdo; apds centrifugagdo a 3000 rpm por 5

min, 600 pL do sobrenadante foram descartados e os 200 pL restantes foi
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ressuspensos e semeados em placa com meio LB e ampicilina, sendo incubadas

overnight para observar o crescimento.

Para o controle, as bactérias foram eletroporadas sem a reacao de ligacao.

Fonte: Préprio autor, 2022.

Fonte: LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO E INOVAGAO, 2022.

Tabela 4 - Resultado da eletroporagéo.

Plasmideo Nota | Voltagem
Plasmideo 4 | 4.7 | 2478 volts
Plasmideo 6 |4.2 | 2476 volts
Plasmideo 10 | 4.3 | 2478 volts
Controle 4 5.2 | 2481 volts
Controle 6 5.1 |2481 volts
Controle 10 |5.2 | 2480 volts

Figura 4 - Plasmideo 4

N\

Te
N \\ -

Legenda: Placa com crescimento de coldnias de bactéria E. coli Stbl3, transformadas com o

plasmideo 4 (PX459).
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Figura 5 - Plasmideo 10

Fonte: LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO E INOVAGAO, 2022.
Legenda: Placa com colfnias da bactéria E. coli Stbl3, transformadas com o plasmideo 10 (PX458).

Figura 6 - Controle

Fonte: LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO E INOVACAO, 2022.
Legenda: Placa controle, bactérias E.coli Stbl3 eletroporadas com a inser¢éo de plasmideos vazios.
E possivel perceber pela opacidade a quantidade de colbnias que cresceram.

4.2.6 Isolamento das col6nias de bactérias
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Foi observado que houve crescimento nas placas que receberam o0s
plasmideos 4 e 10, como pode ser observado nas figuras 4 e 5, mas ndo houve
crescimento na placa das bactérias eletroporadas com o plasmideo 6.

Houve entdo o isolamento das coldénias, com uma pipeta estéril, por meio da
transferéncia de uma col6nia isolada e com as bordas delimitadas para uma placa
dividida por setores indicando a origem de cada colénia. Em cada placa com
plasmideo, 10 col6nias foram escolhidas e isoladas, e 3 colénias do controle foram

transferidas para uma placa LB com ampicilina e incubadas overnight (Figura 7).

Figura 7 — Bacterias isoladas

Fonte: LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO E INOVACAOQ, 2022.
Legenda: Placa com colbnias da E.coli isoladas (manchas brancas), separadas de acordo com a
origem e indicacdo do plasmideo inserido 4 e 10 através da eletroporacgéo.
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Fonte: LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO E INOVACAO, 2022.
Legenda: Placa controle contendo colbnias que foram eletroporadas sem o plasmideo (manchas
brancas), para controle negativo.

4.2.7 Extracdo de DNA plasmidial- Midiprep e Miniprep

Para extracdo do DNA plasmidial foi utilizado o kit da Thermofisher Purelink
HiPure Plasmid Filter- Invitrogen; seguindo o protocolo da empresa e obtendo a
quantificacdo de DNA para o plasmideo 4 (PX 458): 524 ug/ml e para o plasmideo
10 (PX459): 533 ug/ml sendo armazenados em -20° C.

4.2.8 PCR de colbnia

Para a validacdo da insercédo do sgRNA no do plasmideo foi realizado o PCR
de col6nia. O promotor U6 foi escolhido para esta verificagdo e para a reacao foi
utilizado o primer forward: GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC (Ran et al; 2013) e a
sequéncia reverse de cada sgRNA foi utilizada como primer reverse.

A suspensao da colonia que serve de sgRNA estava a 100 ng, para que
ficasse a 20 ng, foi adicionado 40uL de H20 em 10 pL da solucédo. O calculo foi feito
com sobra de 2 amostras.

Os mixes foram elaborados seguindo a tabela abaixo (tabela 5):



Tabela 5 - Mix de Validagéo

Componentes | 1 amostra | 12 amostras
Tampéao 10x 2,5 ul 30ul
dNTP 2,5 3,125l 37,50l
MgCL2 25 2,54l 30ul

F U6 0,375l 4,5p

R gRNA 20puM | 0375yl 4,5ul
Taqg 5U 0,4ul 4,8ul
H20 13,725yl 164,7ul
Volume total 23ul 276ul

Fonte: RAN et al., 2013
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Apos a montagem, os mixes foram distribuidos (10 tubos de cada plasmideo)

e identificados como 1.1 a 1.10, 2.1 a 2.10 etc, onde o primeiro numero indica a

placa e o segundo a colbnia. As placas 1 e 2 sdo relacionadas ao plasmideo 4; 3 e 4

ao plasmideo 10 e 1 tubo para o gene CCL2.

Os mixes foram preparados e o PCR foi realizado seguindo o programa: 95°C
por 10 min, 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 49°C por 30 seg, 60°C por 30 seg, 72°C
por 30 seq, seguidos de, 72 °C por 8 min e manutencdo a 10°C para conservacao.

4.2.9 Preparacao do gel de agarose e eletroforese
Para a leitura do PCR, um gel de agarose a 2% foi preparado e colocado

para correr em 120V por 30 minutos. Apos a leitura em um fotodocumentador
ChemiDoc (Bio-rad, EUA), a Figura 8 indicou que houve a insercao dos plasmideos,

com excecao do que continha o sgRNA para CCL2.
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Figura 8 — Eletroforese

Fonte: LABORATORIO DE DESENVOLVIMENTO E INOVACAO, 2022.

Legenda: Figura 8 (A e B): Corrida em gel de agarose a 2% do PCR de colbnia para verificacdo da
clonagem da sequéncia dos RNAs guia para edicdo génica. Coldnias de bactérias Stbl3 foram
transformadas com os plasmideos PX459 (pocos 1.1 a 1.10 e 2.1 a 2.10) e PX458 (pocos 3.1 a 3.10
e 4.1 a 4.10). Pogo C - colbnia transformada com plasmideo vazio. Os primers utilizados foram: U6-
fwd e a sequéncia reversa do inserto especifico de cada RNA-guia.

4.3 Qutras atividades

Durante a realizacdo do Curso de Especializacéo, realizei outras atividades.
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Dentro do laboratorio, ajudei no desenvolvimento do projeto de iniciacao
cientifica da aluna Alanis Tiozzo Souza, que tinha como objetivo a avaliagdo de
genes relacionados a expressao e suscetibilidade da artrite reumatoide, usando as

técnicas de PCR e sequenciamento.
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5 DISCUSSAO

A imunoterapia contra cancer nem sempre € eficaz. Uma das possiveis
causas é a presenca de moléculas de checkpoint imunolégico em células tumorais,
como o PD-1L, ligante do receptor PD-1. Este € expresso em células T ativadas, e a
sua ligacao resulta em anergia, dificultando a terapia com células CAR-T. Uma forma
de evitar essa ligacdo é através da edicdo genética, em particular a técnica
CRISPR-Cas9, para que as células CAR-T ndo expressem o receptor PD-1, por
meio do nocauteamento do gene PDCD1 que codifica o receptor.

Na parte pratica do trabalho, obtivemos como resultados, para o gene CCL2,
a demonstracao da insercdo de uma sequéncia genémica desejada, sua expressao
em plasmideos e verificacao de insercéo através da eletroforese.

Fica evidente que na escolha da sequéncia genGmica a ser editada deve-se
reduzir a probabilidade de efeitos off-target (fora do alvo), ou seja, a edicdo de
sequéncias indesejadas devido a sua semelhanca com a sequéncia-alvo. O preparo
da placa onde sera feito o crescimento da bactéria deve ser adequado e livre de
contaminagao.

Através do modelo de validacdo de CCL2 que foi realizado no Laboratdrio
CENTD, a escolha da linhagem da bactéria E.coli, linhagem Stbl3, para a
eletroporacdo, se mostrou muito vantajosa, pois houve 6timo crescimento no meio
de cultura, evidenciado pela aparéncia turva e gerando uma 6tima quantidade para
estoque, que pode ser utilizado em outros experimentos.

Na transformacd@o das bactérias o protocolo se mostrou viavel, atentando-se
com o cuidado para que a cubeta de eletroporacdo esteja seca, evitando que a
mesma quebre ao receber a descarga elétrica.

Ao se analisar as placas semeadas com as bactérias eletroporadas, nas
denominadas 4 e 10, que receberam respectivamente o PX459 e PX458, houve o
crescimento, indicando que sédo eletrocompetentes. Ja na placa 6 ndo houve
crescimento. Para confirmar a insercédo do plasmideo, uma verificagéo é feita através
do PCR de colbnia e leitura em gel de agarose. A Figura 7 indicou que houve a
insercdo em todas as colbnias selecionadas, assim como na Figura 8, com excec¢ao
da colbnia supostamente transformada com o plasmideo pLentiCRISPRv2 (#6),

indicando que ndo houve a insercdo, por motivos desconhecidos. Serd necessario



40

refazer o experimento para verificar a integridade do plasmideo ou outras hipoteses
para a falha.

O método de extracdo Midiprep € mais vantajoso quando se necessita de
maior quantidade de DNA extraido, apesar de ser mais trabalhoso o processo de
extracao.

Para o nocaute do gene PDCD1, foi escolhido o éxon com maior tamanho
(360pb), e inserido no campo para o desenho do sgRNA da ferramenta on-line
CRISPOR, pois as células a serem editadas sdo as células T humanas. Apesar dos
resultados gerados, fica aberta a questédo se este sgRNA gerado é eficiente para a
inativagdo do receptor PD-1 em células T.

Desta forma, para o nocaute de gene PDCD1 este procedimento poderia ser
utilizado, pois a transformacédo e a insercdo dos plasmideos se mostrou viavel. Os
possiveis obstaculos a transpor seriam a dificuldade na transfec¢do das células
CAR-T e a verificagdo de que as altera¢des funcionais seriam eficazes e restritas a

resposta contra os tumores.
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6 CONCLUSOES

Apesar do estudo estar em andamento, a técnica CRISPR, se mostrou de
facil manuseio e mais eficaz que outras técnicas de edicdo genética. As ferramentas
on-line séo de grande ajuda e promovem maior confianga nos produtos gerados, por
levar em consideracdo a previsdo dos resultados e limitagbes da técnica, como
efeitos fora do alvo.

A descoberta da técnica CRISPR, que foi obtida através do estudo de
bactérias e sua resposta a infecgBes virais, demonstra que ha processos na
natureza que possuem potencial para o melhoramento da vida humana, abrindo
espaco para maior estudo e aplicacdo das operacdes naturais.

As modificacdes propostas por Borrego et al. (2022) sao eficientes para os
modelos de bactérias e plasmideos testados.

A verificacdo da eficacia do sgRNA gerado para o nocaute do gene PDCD1,
por ser parte de uma proposta tedrica para este trabalho, talvez ndo possa ser

realizada na pratica.
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