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RESUMO

REBOUCAS, Ana Julia Noronha. Edicdo do gene TACR1 em células HEK293T
utilizando a técnica CRISPR/Cas9. 2024. 51 p. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Especializacdo em Biotecnologia para a Saude - Vacinas e Biofarmacos) — Escola
Superior do Instituto Butantan, Sao Paulo, 2024.

O gene TACR1 codifica o receptor da substancia P, que tem papel neuromodulador e
estd associado com processos inflamatérios. Dentro do contexto de doencas
degenerativas como a osteoartrite, o estudo do papel desse gene na fisiopatologia e
nocicepcao nesta doenca pode ser importante para valida-lo como alvo molecular a
ser utilizado em novas propostas de alternativas terapéuticas. A técnica de
CRISPR/Cas9 tem sido amplamente utilizada para transformar tipos celulares,
diminuindo, aumentando ou bloqueando a atividade de algum gene, ou integrando
sequéncias exdgenas ao DNA da célula, e pode ser usada para elucidar o papel do
gene TACR1 na osteoartrite por meio da sua inativagdo. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi realizar a edicdo do gene TACR1 em células HEK293T por meio da técnica
de edicdo génica CRISPR/Cas9. A clonagem dos sgRNAs em bactérias E.coli
(linhagem Stbl3) teve sucesso bem como a transfecgéo da linhagem celular com os
plasmideos transformados.

Palavras-chave: TACR1. CRISPR. Osteoartrite. Edicdo génica. Validacao de alvo

molecular.



ABSTRACT

REBOUCAS, Ana Julia Noronha. Editing the TACR1 gene in HEK293T cells using the
CRISPR/Cas9 technique. 2024. 51p. Monograph (Specialist in Biotechnology for
Health — Vaccines and Biopharmaceuticals) — Escola Superior do Instituto Butantan,
Séo Paulo, 2024.

TACR1 encodes the receptor of substance P, which has a neuromodulator role and is
associated with inflammatory processes. In the context of neurodegenerative diseases
such as osteoarthritis, studying the role of this gene in pathophysiology and
nociception may be important to validate it as a molecular target for new therapeutic
alternatives. The CRISPR/Cas9 techinique has been widely used to edit diverse cell
types, resulting in decreasead, increased or blocked gene activity, or by integration of
exogenous sequences into the cell DNA, and can be used to elucidate the role of
TACRL1 gene in osteoarthritis by its inactivaction. That way, the objective of this work
was to performTACR1 gene edition in HEK293t cells by CRISPR/Cas9 techinique. The
cloning of sgRNAs in. E.coli bacteria (Stbl3 lineage) was successfull and also the

transfection of the cell line with the transformed plasmids.

Keywords: TACR1. CRISPR. Osteoarthritis. Gene edition. Validation of molecular

targets.
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1 INTRODUCAO

1.1 O sistema CRISPR/Cas9

A capacidade de modificar sistemas biologicos a partir de seus genomas oferece um
enorme potencial para diversas areas, como medicina, agricultura, industria
alimenticia, e cada vez mais técnicas vem sendo desenvolvidas. Desde a década
passada, algumas tecnologias de edi¢cdo génica j& emergiam, como nucleases zinc-
finger (ZFNs), nucleases com efetores do tipo ativador transcricional (TALENSs, do
inglés transcription activator-like efector nucleases) e o sistema de nucleases
CRISPR-Cas guiadas por RNA (RAN et al., 2013). Os dois primeiros se baseiam na
fusdo dos dominios cataliticos de uma endonuclease modificada (com sitios de
ligacdo sequéncia-especificos) a dominios modulares de uma proteina de ligacéo ao
DNA néo especifica, (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013) enquanto a tecnologia de
CRISPR utiliza uma nuclease guiada por RNA como estratégia para a edicdo génica,
sendo um sistema considerado mais facil de montar, além de altamente especifico e
abrangente. (RAN et al., 2013)

CRISPR, acronimo de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas),
representa um conjunto de sequéncias originalmente encontradas em bactérias, e que
atua de maneira semelhante a um sistema de defesa adaptativo contra acidos
nucleicos exdgenos. Esse sistema foi descrito pela primeira vez em 1987 por Ishino e
colaboradores, estudando o gene iap em E.coli, mas ndo se descobriu sua funcao
biologica a época (ISHINO et al., 1987). Em 1993, o locus foi identificado em Archaea
e em mais bactérias, indicando a sua importancia pelo nivel de conservacao
((MOJICA; JUEZ; RODRIGUEZ-VALERA, 1993)). Em 2005, se descobriu que as
sequéncias presentes nos espacadores eram homologas a sequéncias de
bacteriéfagos, pro-fagos e plasmideos, indicando uma relacdo do locus com
imunidade bacteriana, porque em experimentos realizados, organismos com essas
sequéncias ndo eram infectados por outros organismos (MOJICA et al., 2005)
(POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2005). Mais tarde se descreveu a existéncia

de sequéncias adjacentes ao locus CRISPR, CRISPR-associated genes - Cas, pois
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as regides transcritas a partir do locus CRISPR funcionavam em associacdo com
nucleases do tipo Cas. (ALMEIDA et al., 2022)

Sequencialmente, foi descoberto que o sistema CRISPR funciona basicamente com
3 etapas, de aquisicdo, expressao e interferéncia. O processo se inicia quando a
bactéria € infectada e cliva fragmentos de material genético dos organismos invasores
utilizando nucleases do tipo Cas, e em seguida integra ao locus CRISPR, como novos
espacadores, fragmentos homologos as sequéncias de virus ou bactérias invasoras.
Em seguida, o locus CRISPR é transcrito, e gera um precursor de RNA de CRISPR
(pré-crRNA), composto de varias sequéncias e espacadores em um unico RNA longo,
que é entdo processado em crRNA. Na etapa de interferéncia, caso haja um novo
contato, os crRNAs maduros juntamente com a enzima Cas e outro tipo de estrutura,
os transactivating CRISPR RNAs (tracrRNASs), reconhecem as sequéncias invasoras
através de uma sequéncia PAM (Protospacer Adjacent Motif) e homologia com os
fragmentos inseridos no locus CRISPR, e entdo clivam o DNA exdgeno.
(DELTCHEVA et al., 2011)

Ha 3 tipos de sistemas CRISPR encontrados em bactérias, agrupados com base em
filogenia, conservacdo dos genes e organizacdo do operon. O tipo | tem a proteina
Cas 3 como assinatura, degradando moléculas de DNA exdgenas com o auxilio do
complexo Cascade, através do reconhecimento por PAM. O sistema tipo Il se utiliza
da enzima Cas9 como Unica proteina multifuncional, guiada pelo RNA guia (SgRNA),
heteroduplex formado pelo crRNA e tracrRNA, sendo este responsavel por direcionar
a Cas9 para clivar sequéncias de DNA correspondentes a sequéncia guia do RNA,
também por meio de reconhecimento por PAM. O sistema tipo Ill tem como assinatura
a Casl0 e ndo usa PAM, mas complexos auxiliares ao Cascade no seu lugar. (JORE
et al., 2011; MAKAROVA; KOONIN, 2015)

O sistema tipo Il € o mais simples, e por esse motivo foi adaptado como ferramenta
para edicdo de genomas complexos. No sistema natural, fragmentos do DNA invasor
séo integrados ao DNA gendmico da bactéria como regides protoespacgadoras, entre
as regides repetidas da regido CRISPR. Esses protoespacadores sao transcritos em
um unico pré-crRNA e processados em CRISPR RNAs (crRNAs), e depois se

associam a transactivating CRISPR RNAs (tracrRNAs) e a enzima Cas9, formando
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um complexo que tem como alvo a sequéncia de DNA invasor, complementar a
sequéncia de 20 nucleotideos da extremidade 5’ do crRNA e upstream a um motivo
catalitico. Dessa forma, a Cas9 e induz quebra de fita sitio especifica no DNA invasor.
(ALMEIDA et al., 2022) (RAN et al., 2013)

No sistema adaptado, uma molécula de RNA guia € sintetizada com auxilio de
ferramentas de bioinformética, de maneira a substituir o complexo crRNA:tracrRNA.
O sgRNA possui uma sequéncia de 20 nucleotideos que guia a Cas9 para a sequéncia
complementar no DNA alvo, contando também com a auxilio da ligacdo a uma regiao
PAM na fita de DNA alvo ndo complementar, como exemplificado na Figura 1. Assim
como no sistema natural, a Cas 9 interage com o sgRNA, clivando o DNA alvo, o que
gera extremidades abruptas que precisam ser reparadas. Pode ocorrer reparo dirigido
por homologia (homology directed repair, HDR) ou reparo por juncao de extremidades
nao homologas (non-homologous end joining, NHEJ). Nesse ultimo caso, pela falta de
homologia, podem ser provocadas mutac¢des do tipo indel, que ocasionam insercao
ou delecdo de alguns nucleotideos, o que altera a fase de leitura da sequéncia,
levando a codons de parada prematuros e moléculas ndo funcionais. De maneira
interessante, o reparo do tipo HDR (que costuma estar ativo apenas em células em
divisdo) pode ser induzido caso haja homologia entre as extremidades ou caso uma
sequéncia de DNA exdgeno seja inserida no sistema junto com o sgRNA e a Cas.
Dessa maneira, podem ocorrer edigcdes precisas, com substituicdo alélica ou insercéo
de sequéncias curtas (knock-in), possibilitando ndo s6 que se bloqueie a funcéo de
um gene como viabilizado pelo reparo NHEJ, mas também que se ative ou corrija seu
funcionamento. Ambas as vias de reparo podem gerar alteracbes permanentes no
genoma, e por esse motivo, o sistema tem sido amplamente usado como ferramenta
de edicdo génica. (ALMEIDA et al., 2022)
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Figura 1 - Mecanismo adaptado da técnica CRISPR

Genomic locus - - 1 | ==

Target (20bp) y PAM
5 . .AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGGCAACCAC. . 3’

DNA target RRRRRNRRERRARANE! [ETRETETTT]
3" ..TTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCGETTGGTG. . 5/
(AR RRARNRRRARY
5’ JGTCACCTCCAATGACTAGGGGUUYUAGAGCUAG 5
SIYULE 11T
sgRNA BUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUKAAAUU CGAUA
A LTI GAA
AAAGUGGCACCGA
IITITIG
3\ UUUUUUCGUGGCUY Cas9

Fonte: adaptado de RAN et al., 2013.

Comparada a outras técnicas de edicdo génica, a técnica CRISPR oferece vantagens
como maior eficiéncia, maiores possibilidades de personalizar o sistema, e a
capacidade de gerar edicdo génica multiplex. Quanto a personalizacdo, os DNA guias
podem ser simplesmente construidos a partir de oligonucleotideos que codifiquem a
sequéncia de 20 nucleotideos homéloga ao DNA alvo, ao contrario da estratégia por
TALENS, por exemplo, que exige o design de dois genes TALEN para um nova
sequéncia de DNA, visto que a nuclease do sistema s6 funciona em forma de dimero,
sendo necessario montar e expressar duas proteinas que se liguem em por¢cdes
especificas do DNA para entéo induzir quebra de fita com a atividade da nuclease
(HEIGWER et al., 2013). Além disso, a SpCas9, enzima que costuma ser mais
utilizada, costuma gerar uma quebra de dupla fita que gera duas extremidades cegas
entre a 17° e 18° base da sequéncia alvo, mas a enzima pode ser transformada em
uma nickase (enzima que gera uma quebra de fita simples), o que potencializa a
chance de reparo via HDR, e também diminui a chance de correrem mutacdes off-
target. Em um sistema como o TALEN, a quebra de dupla fita ocorre de maneira
obrigatéria e néo é especifica. (RAN et al., 2013)

Por meio da técnica CRISPR, também é possivel regular a capacidade de expresséo
génica, aumentando-a ou diminuindo-a, com as tecnologias CRISPRi (CRISPR
interference) e CRISPRa (CRISPR activation), sendo ambas desenvolvidas a partir do
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uso de uma dead-nuclease (dCas9), enzima Cas9 modificada, que € capaz de se ligar
normalmente a fita de DNA, mas ndo ocasiona quebra de dupla fita. Dessa forma, é
possivel ligar dominios de repressédo ou ativagdo a dCas9, juntamente com o RNA
guia caracteristico do sistema, levando a ativacdo ou repressao génica. (YEO et al.,
2018)

Dessa forma, a técnica de CRISPR emergiu como uma grande facilitadora da edicdo
génica por ser um processo relativamente simples. A técnica inclusive foi ganhadora
do prémio Nobel de 2020, por Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier, e tem sido
usada para diversos fins, desde o estudo do papel de certos genes, quanto a correcao

de erros genéticos, e também a validacdo de genes como alvos moleculares.

1.2 Osteoartrite

A osteoartrite (OA) € uma doenca cronica multifatorial caracterizada por alteracdes
anatdmicas e fisiolégicas nas articulagdes, o que inclui degradacao progressiva da
cartilagem (constituida majoritariamente de colageno) e remodelamento ésseo, com
manifestaces clinicas associadas como dor, inchaco, rigidez, perda de funcéo e
limitacbes nas funcbes das articulacdes, o que leva a uma grande diminuicdo na
qualidade de vida. (ALLEN; THOMA; GOLIGHTLY, 2022; HONVO et al., 2020)

Quanto a fatores de risco, € descrito que estes sdo aumentados com a idade, ha
prevaléncia maior em mulheres, além de haver algumas diferencas étnicas
documentadas, bem como risco maior observado em individuos com status
socioeconémico menor e habitantes de zonas rurais. Também héa associagdo entre
obesidade, sindrome metabdlica e fatores inflamatorios; baixos niveis de vitamina C,
D e K, situacdo de trauma nas articulagoes e risco ocupacional associado a trabalhos
com alta carga fisica. (ABRAMOFF; CALDERA, 2020; ALLEN; THOMA; GOLIGHTLY,
2022)

Dentre os varios tipos de OA, a doenca tem uma prevaléncia de 300 milhdes de casos
no mundo e lidera dentre as causas de incapacitacdo. Juntando-se perdas por
invalidez aos custos medicos, a OA gera um custo estimado em 303 bilhdes de dolares

por ano. Também h& uma grande preocupacgdo com o rapido aumento na prevaléncia
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global da osteoartrite devido ao envelhecimento da populacdo e da obesidade.
(ABRAMOFF; CALDERA, 2020)

Quanto a fisiopatologia da doencga, fatores inflamatoérios e metabdlicos tém um papel
central. A cartilagem sofre os impactos mais notaveis, mas todo o conjunto da
articulacéo é afetado, incluindo o liquido sinovial, os ligamentos e 0 0sso subcondral.
A patogénese da OA esta relacionada a inflamacéo sistémica, com comorbidades
como obesidade, sindrome metabdlica e aterosclerose levando ao desenvolvimento
da OA, por meio de metabdlitos como leptina e outras adipocinas e citocinas, bem
como com sinovite ativa, na qual a cartilagem degradada induz reacdo contra as
células sinoviais, levando a producdo de metaloproteinases, angiogénese sinovial e
producdo de citocinas inflamatérias, levando por fim a destruicdo da cartilagem. O
sistema imune inato e macréfagos sinoviais ativados também podem estar ligados a
progressdo da OA. (ABRAMOFF; CALDERA, 2020)

Sendo claro o papel da inflamagéo no surgimento e progressao da osteoartrite, tém
sido feitos esfor¢cos para descobrir maneiras de prevenir, tratar e combater a dor

associada a OA.

Atualmente ndo ha tratamento farmacol6gico com drogas que atuem diretamente
sobre a OA, com a abordagem terapéutica envolvendo o uso de analgésicos como
alternativa farmacolégica, e tratamentos ndo farmacol6gicos com o intuito de reduzir
sintomas e reparar ou diminuir o dano a cartilagem, como sulfato de glucosamina e
de condroitina, e também alguns derivados de colageno administrados na forma
hidrolisada. (HONVO et al., 2020)

1.3 Mecanismos nociceptivos e inflamatorios relacionados a osteoartrite

Quanto aos mecanismos nociceptivos relacionados a osteoartrite, os produtos finais
de glicacdo avancada (PFGASs) tém um papel importante na formacdo de mediadores
inflamatoérios que por sua vez levam a dor. Esses compostos, formados pela adi¢éo
de acucares a proteinas e lipideos num processo chamado glicagdo, costumam estar
em niveis aumentados em doencas inflamatérias como osteoartrite, doencas

neurodegenerativas e obesidade, diabetes e aterosclerose. O nucleo de neurdnios
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gue transmite sinais dos nervos periféricos para o sistema nervoso central esta
localizado na raiz dos ganglios dorsais (DRGS), e essas células realizam as primeiras
respostas a estimulos que geram dor, além de sensacdes térmicas, mecanicas e de
tensdo muscular. Além disso, células da DRG fazem contato com a matriz extracelular,
sendo essa interacdo importante para a homeostase, e a modificacdo desse estado
favorece eventos neuroinflamatorios e nociceptivos. (MALFAIT; MILLER, 2016;
MILLER; MILLER; MALFAIT, 2014)

DRGs expressam receptores para PFGAs, e por meio da interacdo DRG-receptor, sdo
ativadas diversas vias de inflamacdo e oxidativas. De maneira particular na
osteoartrite, os PFGAs originados do processo de glicagdo do colageno formam
ligagbes cruzadas que aumentam a rigidez da matriz extracelular articular, o que é
associado com a dor cronica caracteristica da doenca. (OTT et al., 2014; SCHMIDT
et al., 2007)

Em modelos in vitro, j& foi demonstrado que uma matriz extracelular com colageno
tipo | submetido a processo de glicacdo foi capaz de ativar p38, ERK e MAPK
rapidamente, e estimular a secrecao de nitrito e TNF-a por DRGs. Dessa forma, a
glicacdo do colageno tem um papel importante na formacdo de mediadores
inflamatorios, e de maneira caracteristica quanto ao TNF-a, seja ele produzido por
DRGs ou por células satélites de Schwann e gliais que estimulam DRGs, o receptor
de TNF-a é co-expresso com calcitoninas, substancia P e receptor vaniloide, o que
sugere uma grande participacdo do TNF-a nas vias de dor associadas a osteoartrite
(BUFALO et al., 2019). Mais estudos também indicam que uma matriz extracelular
com colageno glicado aumenta a expressao do gene SCN9A (que codifica canal de
sédio envolvido na transducdo do processo nociceptivo) e do gene TACR1, que
codifica o receptor da substancia P, importante neuromodulador associado a

processos inflamatorios e nociceptivos. (BUFALO et al., 2019, 2022)

A substancia P faz parte da familia das taquicininas, uma das maiores familias de
peptideos no reino animal, tendo alto nivel de conservagdo, sendo sintetizada em
ganglios da raiz dorsal e liberada através de terminais centrais e periféricos por meio
de estimulos nocivos. (ZIEGLGANSBERGER, 2019)
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Em humanos, o gene TACL1 produz a neurocinina A e a substancia P, e o gene TAC3
produz a neurocinina B. Como receptores, hd o TACR1 (ou NK1R), produzido pelo
gene TACR1, como receptor de maior afinidade pela substancia P, e também NKR2
e NKR3, receptores de maior afinidade para as neurocininas A e B, respectivamente,
sendo os 3 tipos acoplados a proteinas G. (ZIEGLGANSBERGER, 2019). As
neurocininas sédo consideradas essenciais para gerar estimulos de dor intensa e
moderada, e a substancia P em especial tem importancia pelo seu papel modulador,
por ser capaz de alterar a excitabilidade de neurénios responsivos a dor. (CAO et al.,
1998)

Por meio da ligagéo da substancia P com seu o receptor TACR1, ocorrem fen6menos
de sensibilizacao nociceptiva na medula espinhal, e nos terminais cutaneos periféricos
ha inducéo de inflamacéo, com ativacao e recrutamento de células imunes e liberacao
de mediadores inflamatérios, que por sua vez também pode promover sensibilizacdo
nociceptiva, gerando dor. (NAVRATILOVA; PORRECA, 2019). SP também é expressa
por varios tipos de células ndo neuronais, como células imunes, e exerce papel na
migracdo dessas células e na expressdo de quimiocinas, moléculas de adeséo e
fatores de transcricdo como NF-kB, que contribui para a hiperalgesia pela liberacéo
de fatores como prostaglandinas, citocinas pro-inflamatorias e 6xido nitrico.
(ZIEGLGANSBERGER, 2019)

Tratando-se especificamente do gene TACR1, este tem sido associado a dor na
osteoartrite ( WARNER et al., 2017), e a substancia P tem sido implicada na aceleracao
da degradacdo da matriz extracelular e impactos na homeostase da cartilagem
articular, sendo a atenuacao da interacdo SP-TACR1 possivelmente benéfica para a

diminuicao da progressao do dano articular na OA. (IM et al., 2008)

Dessa maneira, ja € bem estabelecido que a patogénese da osteoartrite envolve a
glicacdo do colageno na matriz extracelular das articulagdes, porém, nesse contexto,
ainda é importante compreender melhor quais genes podem ter importancia na
mediacdo dos processos inflamatorios e nociceptivos citados. A partir dessa
investigagéo, que tem como candidatos certos mediadores e seus receptores, como
0 TACRL1, é possivel propor o desenvolvimento de novos compostos analgésicos, que

tenham como alvo algum receptor ou molécula envolvida na fisiopatologia da doenca.
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Assim, a técnica de CRISPR/Cas9 €& uma alternativa bastante adequada para
validagcao de alguns desses genes como alvos moleculares, e especificamente nesse

projeto, a validacédo do gene TACRL, codificador do receptor da substancia P.

Considerando-se a necessidade de desenvolvimento de alternativas terapéuticas
mais eficientes para o tratamento da osteoartrite e a alta prevaléncia da doenca na
populacdo mundial, bem como os diversos custos que essa condicdo gera, € mais do
gue necessario que que sejam desenvolvidos farmacos contra a doenca, e dessa
forma se faz necessaria a prospeccéo de alvos em que esses farmacos possam agir.
Assim, considerando as evidéncias ja existentes na importancia da substancia P como
mediador inflamatério associado aos processos de glicacdo do colageno, este
trabalho se propbe a realizar a edicdo génica do gene TACR1 em células
embrionarias de rim humano (HEK293T), para embasar futuros experimentos
envolvendo a resposta inflamatdria associada a esse receptor em células neuronais,
dentro do contexto de glicacdo do colageno da matriz extracelular associada,
objetivando de maneira final o desenvolvimento de farmacos que possam agir sobre

mecanismos celulares relacionados a substancia P.

Quanto as células HEK293T, esta € uma linhagem amplamente usada em sistemas
de expressao estaveis, além de ser bastante caracterizada e ter cultivo rapido e de
facil manutencéo, alta receptividade e eficiéncia para transfec¢cdo (THOMAS; SMART,
2005), e em especial para a realizacao da técnica de CRISPR, o protocolo inicialmente
aplicado e um dos mais bem estabelecidos foi realizado em células HEK293T (RAN
et al., 2013), o que permite que o apliquemos nesse projeto de maneira similar.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo realizar a edicdo do gene TACR1 em células
HEK239T, por meio da técnica de CRISPR-Cas9, para posteriormente realizar essa
mesma edi¢cdo em células neuronais, em padrdoes bem estabelecidos, a fim de poder
validar o gene TACR1l como modulador da dor e processos inflamatérios
caracteristicos da osteoartrite, viabilizando o desenvolvimento de componentes de

analgesia eficazes e direcionados.
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3 METODOLOGIA

1.2 Desenho de sgRNAs e primers

As sequéncias dos sgRNAs que foram usados para gerar o knock-out foram geradas

a partir de desenho in silico através do site CRISPOR (http://crispor.tefor.net/), a partir

da sequéncia do éxon inicial do gene a ser editado, TACR1, obtida no site Ensembl.
Os sgRNAs foram desenhados para o genoma de referéncia Homo sapiens - Human
- UCSC Dec. 2013 (GRCh38/hg38) + SNPs: dbSNP148, Kaviar, e o PAM 20bp-NGG
- SpCas9-HF1, eSpCas9 1.1. Da lista de sgRNAs gerados, a escolha foi feita com
base em parametros fornecidos pelo CRISPOR, como probabilidade de gerar uma
delecéo, n° de mutacdes off-target e de mismatches. Os primers utilizados em etapas
posteriores como sequenciamento também foram gerados por essa mesma

ferramenta.

1.3 Plasmideos

Foram usados os plasmideos pSpCas9(BB)-2A-GFP PX458 (Addgene #48138) e
pSpCas9(BB)-2A-Puro PX459 (Addgene #62988), cuja estrutura esta detalhada na
Figura 2. Ambos contém a sequéncia da enzima Cas9, a regido promotora U6, e
diferem quanto a marca de selecdo, sendo GFP (Green Fluoresecent Protein) em
PX458, e um gene de resisténcia a puromicina em PX459.


http://crispor.tefor.net/
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Figura 2 - Representacado da estrutura dos plasmideos PX458 e PX459

(s26%) AN - Peil (9169) ARIIX - Pl

PSPCasH(8B)-2A-GFP (PX458)

ff~— pspom1 (2722)
Apal (2726

Pmil (o136 Pl (4356

Fonte: site da empresa Addgene (https://www.addgene.org/)

Figura 2. Representacéo da estrutura dos plasmideos PX458 (A) e PX459 (B), detalhando a regiédo
promotora U6, a sequéncia da enzima Cas9, as regides das marcas de selecdo GFP e gene de
resisténcia a puromicina, gene de resisténcia a ampicilina, dentre outras regiées importantes e locais
suscetiveis a acao de diferentes enzimas de restricdo.

1.4 Fosforilacdo dos sgRNAs e ligacdo no plasmideo

Os sgRNAS devem ser fosforilados para que os grupos fosfato adicionados possam
se ligar aos grupamentos hidroxila livres do vetor (plasmideo) no qual serdo inseridos.
Para isso, uma amostra foi preparada de acordo com a Tabela 1, sem agitacéo
mecanica. A amostra foi submetida a uma corrida no termociclador Applied
Biosystems™ Veriti™, com programa de 30 minutos a 37°C + 5 minutos a 5°C, com
rampdown de 25°C com taxa de 5°C por minuto. Apés o ciclo no termociclador, o
sgRNA jé& fosforilado foi diluido 1:200 vezes em agua bidestilada.

Para insercao dos sgRNAs em cada um dos plasmideos descritos, foi preparada uma
amostra de acordo com a Tabela 2. A amostra foi submetida novamente a uma corrida
no mesmo termociclador, com programa com estagio 1 com 5 minutos a 37°C + 5
minutos a 21°C (24x), estagio 2 com 10 minutos a 37°C (1x), e resfriamento a 4°C por

aproximadamente 4h.


https://www.addgene.org/
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Tabela 1 - Mix para reacéo de fosforilacao

Reagente Quantidade (pl)
SgRNA forward [100uM] 1l
SgRNA reverse [100uM] 1pl
Tampéo de ligacdo T4 com ATP (10X) - 1l
NEB B0202S
Enzima T4 PNK — NEB M0201S 1l
Agua 6l

Fonte: préprio autor

Tabela 2 - Mix para reacéo de ligacdo dos sgRNAs nos plasmideos

Reagente Quantidade (ul)
Plasmideo pSpCas9(BB)-2A-GFP 2ul
PX458 [50 ng/ul]
Plasmideo pSpCas9(BB)-2A-Puro 2l
PX459 [50 ng/pl]
sgRNA fosforilado e diluido (1:200) 2ul
DTT [10mM] Fermentas/Thermo 1l
Scientific R0862
ATP [10mM] — NEB P0756S 1l
Enzima Bbsl/Bpil-Thermo Scientific 0,5ul
ER1012
T7 ligase — NEB M0318S 0,5ul
Agua 11pl

Fonte: préprio autor

1.5 Producédo de bactérias eletrocompetentes

Primeiramente foi feita a semeadura da bactéria Stbl3 em placa de Petri, resultando

em duas placas: uma com apenas meio LB agar e outra com meio LB &gar + ampicilina
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0,1% para controle negativo. Ambas as placas foram incubadas overnight a 37°C na
estufa.

Mediante auséncia de crescimento das placas de controle negativo, conforme
esperado, uma colbnia da outra placa foi escolhida para o préximo pré-inéculo, sendo
retirada com uma ponteira estéril, raspando suavemente a col6nia e transferindo-a
para um tubo Falcon 50 mL contendo 3mL de meio LB liquido. Foi realizado um
controle negativo nas mesmas condi¢fes, porém com 3uL de ampicilina [100pg/mL]
no meio. Ambos os tubos foram incubados overnight no shaker Innova 42 (New
Brunswick Scientific, Alemanha) a 37°C e 220 rpm, com a tampa semi-aberta. Em
seguida, o pré-inéculo foi inoculado em 500 mL de LB liquido, dividido em dois
erlenmeyers de 1 litro estéreis, com 250 mL em cada, com tampa de algodéo e gaze.
Este inoculo foi incubado novamente no shaker a 37°C e 220 rpm até atingir a
densidade o6ptica de 600, medida no aparelho Eppendorf BioPhotometer® D30. Apos
atingir essa D.O., o conteudo do erlenmeyer foi separado em duas garrafas de 250
mL e incubado em gelo por meia hora, e depois dentrifugado por 5 minutos, a 4°C
(previamente resfriado) e 3500G. Por ultimo foram feitas lavagens, inicialmente
descartando o sobrenandante e ressuspendendo o precipitado em 100 mL de glicerol
gelado 10%, sem encostar no pellet. Entdo a amostra foi centrifugada sob as mesmas
condicbes, e na segunda lavagem descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi
ressuspendido em 50 mL de glicerol 10% gelado. Esse mesmo passo foi repetido, e
foi feita uma Ultima centrifugacdo sob as mesmas condi¢des, com o precipitado sendo
ressuspendido em 2-3 mL de glicerol 10% gelado. Por fim, foram feitas aliquotas de
50 uL em tubos Eppendorf de 600 uL, com acondicionamento imediato em gelo seco,

e posteriormente em -80°C.

1.6 Clonagem de bactérias Stbl3

Bactérias E.coli Stbl3 foram transformadas por meio de eletroporacdo para insercéo
dos plasmideos contendo os sgRNAs para delecéo do gene TACR1 nas células alvo.
As bactérias Stbl3 sdo recomendadas para uso com insertos instaveis, como o DNA
lentiviral. A eletroporacao foi feita adicionando 5ul do plasmideo fosforilado a 50ul de
E. coli Stbl3, transferindo esse volume para uma cubeta de eletroporacdo de 2mm,
seca e resfriada, e dando um pulso de 2,5 kV no aparelho Gene Pulser Xcell

Electroporation Systems (Bio-Rad). As cubetas utilizadas para esta técnica foram
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mantidas no gelo e secas com papel toalha em seus entornos para garantir a
sobrevivéncia celular e evitar também a ativacdo da bactéria. Em seguida, foi
adicionado 1ml de meio SOC para recuperacdo das bactérias eletroporadas, com
incubacdo em shaker Innova 42 (New Brunswick Scientific, Alemanha) a 220 rpm, a
37°C por 1h. Apés esse periodo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm, 800ul do
sobrenadante foram descartados, e os 200ul restantes foram usados para
homogeneizar o pellet que foi semeado em placas de Petri com meio agar LB
contendo ampicilina e com o auxilio de beads de polipropileno o contetudo foi
espalhado uniformemente sobre as placas. As mesmas foram incubadas em estufa a
37°C overnight. Esse procedimento foi feito para cada um dos plasmideos utilizados.
Para controle foi realizado o mesmo processo, porém com plasmideos vazios (sem o
sgRNA), com adi¢éo de 2ul de plasmideo néo fosforilado [50 ng/pl] em 50ul de E.coli
Stbl3.

1.7 Isolamento das bactérias

As bactérias foram observadas apds a incubacao overnight em estufa a 37°C quanto
ao seu crescimento, e placas com crescimento de coldnias bem definidas (excluindo-
se placas com formacao de tapete ou colonias satélites), tiveram 5 coldnias isoladas
e semeadas em novas placas de agar LB com ampicilina [L00ug/mL], com incubacao
overnight a 37°C.

1.8 Confirmacao da clonagem por PCR de colénia

As colbnias de bactérias que tiveram crescimento foram submetidas a uma reacao de
PCR de colénia para confirmacdo da presenca do sgRNA inserido (a partir do
rastreamento de banda correspondente ao oligonucleotideo amplificado a partir do
anelamento com a regido promotora U6), ou sua auséncia, no caso dos grupos
controle clonados com plasmideos vazios. A reacdo de PCR foi realizada conforme
mix da Tabela 3 e com a ciclagem com incubac¢ao por 95°C por 10 minutos (para a
ruptura da célula bacteriana e desnaturacdo), seguida de 35 ciclos de 95°C
(desnaturacéo), 49°C (anelamento do primer F), 60°C (anelamento do primer R) e
72°C (alongamento), todos por 30 segundos, finalizando com um ciclo de 72°C

(alongamento) por 8 minutos e 4°C para estoque.
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Nesta reacéo utiliza-se o guide reverso de cada 6ligo (sgRNA) como primer reverso.
Nesta reacéo utiliza-se o guide reverso de cada 6ligo (SJRNA) como primer reverso.
A sequéncia do primer forward de U6 € GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC, conforme
descrito e utilizado em (RAN et al., 2013). O promotor U6 é um promotor de RNA
polimerase e tem sido amplamente utilizado para direcionar a expressdao do sgRNA
em vetores ao se usar atécnica de CRISPR/Cas9, e como sitio de inicio da transcri¢cao
altamente conservado, ajuda a aumentar a homogeneidade do sgRNA gerado e reduz
efeitos off-target. (LONG et al., 2018)

Tabela 3 - Mix para PCR de colbnia

Reagente Quantidade (ul)
Primer forward (oligonucleotideo para regido promotora U6) 0,375ul
[20puM]
Primer reverse (sgRNA reverse) [20uM] 0,375ul
Tampao de PCR (10X) 2,5ul
DNTPs [2,0mM] 3,125l
MgCl2[25mM] 2,5l
Tag polimerase (5U) 0,4ul
Agua 13,725l
DNA 2ul

Fonte: préprio autor

1.9 Gel de agarose

O produto de PCR amplificado foi aplicado em gel de agarose para sinalizar a correta
insercao dos plasmideos nas bactérias. O gel de agarose foi preparado a 1,5%, em
120mL de tampéao TAE e corado com brometo de etidio. Apés preparacao do gel, as
amostras foram aplicadas e submetidas a corrida por 25 minutos a 120V. O gel foi

analisado no transiluminador ChemiDoc XRS+ Gel Imaging System (Biorad).

1.10 Extracdo do DNA plasmidial (Miniprep)
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As colbnias de bactérias transformadas foram expandidas em 5ml de meio LB liquido
com adi¢éo de 5ul de ampicilina [LOOpug/mL]. Em seguida, foi feita a extracdo do DNA
plasmidial para etapas posteriores de transfecc¢do, de acordo com as instru¢des do Kit
ChargeSwitch-Pro Plasmid Miniprep Kit — ThermoFisher, e apos todas as etapas o

DNA foi quantificado e armazenado a -20°C.

1.11 Sequenciamento

Os produtos do PCR de colonia foram purificados com o sistema ExoProstar (Cytiva,
EUA), por meio da adi¢ao de 1pL de exonuclease e 1uL de fosfatase alcalina do Kit,
junto a 5uL de cada amostra. As amostras foram submetidas a dois ciclos de
aguecimento, de 37°C e 80°C, por 15 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados
15uL de a&gua em cada amostra. A partir da amostra purificada, quantificamos o
material e preparamos com um volume de DNA correspondente a 200ng + um volume
de agua que totalizasse 7uL para cada amostra, e 3uL de primer para a regiao
promotora U6 (5uM), com 10uL finais de amostra, que foram enviadas para
sequenciamento (pelo método de Sanger) no Sequenciador Applied Biosystem 3500
Genetic Analyzer do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan (Sistema

Multiusuério).

1.12 Cultivo celular de HEK-293T

Células HEK-293T foram cultivadas com meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,1% de
glutamina, sendo mantidas em estufa de CO2 5% a 37°C, por 24h, até que se atingisse

a confluéncia de 75-80%, quantidade necesséria de células para a transfeccao.
1.13 Teste de resisténcia a puromicina
Para determinar a dose citotoxica do antibiético de sele¢do puromicina (Puromycin

Dihydrochloride Gibco™) sobre células HEK-293T, em caso de selecdo por uso de

antibiotico, foram plagueadas 5x10* células por poco em uma placa de cultura de 24
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pocos, e tratadas com puromicina em concentracfes de 0,5 a 3,5 pg/ml. As células
foram observadas durante 2 dias quanto a sua viabilidade (morfologia, adeséo,
presenca ou auséncia de vacuolos) e a dose de 2 pg/ml foi determinada como
citotdxica, sendo escolhida para selecionar as células ndo transfectadas.

1.14 Transfeccéao

As células HEK-293T foram plaqueadas em placas de 6 pocos (2x10° células por
poco) e transfectadas com 2ug do DNA do plasmideo pSpCas9(BB)-2A-GFP—-P X458
(Addgene #48138) clonado com o sgRNA-TACR1, e o mesmo plasmideo sem o gene
(vetor vazio). Foi utilizando o agente de transfec¢cdo FUGENE ® HD (Promega E2311)
em proporcdo de 1:3 em relacdo a quantidade de DNA. Esses reagentes foram
misturados e deixados em incubacéo por 10 minutos a temperatura ambiente, para
viabilizar a formacao de um complexo FUGENE:DNA. Apés esse periodo, se adicionou
a solucdo pré-incubada 400 pl de meio Opti-MEM™ Reduced Serum Medium (Gibco),
e esse conteudo foi aplicado por gotejamento sobre as células. Inicialmente foi
aplicado um conteudo menor de meio para maximizar o contato dos acidos nucleicos
com a membrana celular, facilitando a transfeccéo. Apés 4h, adicionamos mais 1600
pl de meio DMEM suplementado com 10% de SFB e com adi¢céo da solucédo Gibco™
Antibiotic-Antimycotic (100X) (10.000 U/mL penicilina, 10.000 pg/mL streptomicina e
25 pg/mL anfotericina B).

1.15 Isolamento de clones

Para a geragéo de clones editados, 72hs ap0s a transfecgéo utilizamos a técnica de
Single Cell-Sorting em citbmetro de fluxo (FACS) para a separacdo das células
positivas para a fluorescéncia GFP. Para preparacdo das amostras as células HEK-
293T foram retiradas da placa com tripsina, inativadas com SFB, e centrifugadas a
1500 rpm por 5 minutos e foram ressuspensas em 600pul de uma solugdo com 20% de
PBS 1X, 30% SFB e 50% de penicilina-streptomicina (Penicilin-Streptomycin 10.000
U/mL, Gibco™) e filtradas em cell-strainer de 0,70 um. Apds, foram acondicionadas
em um tubo de 15mL e mantidas no gelo até a aquisicdo feita no aparelho BD
FACSAria lll. Fizemos o plaqueamento de 2 placas de 96 pocos, com 1 célula por

poco. Células GFP-negativas foram usadas como controle. Todos 0s pocgos das
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placas de 96 pocos foram preenchidos com 100ul de meio DMEM com 10% de SFB
e solucdo Antibiético-Antimicético 100x (Gibco ™) antes do sorting, e cerca de 4 horas
apos o sorting foram adicionados mais 100l do mesmo meio de cultura. As placas
foram mantidas em estufa 5% de CO2 a 37°C.

1.16 Controle da fluorescéncia

Para confirmar e avaliar a eficiéncia da transfeccdo, observamos a cultura em
microscopio invertido de fluorescéncia 1 semana apoés a realizacao da transfeccgéao.
Para esta etapa utilizamos as células que foram transfectadas com o vetor vazio, o
plasmideo pSpCas9(BB)-2A-GFP-PX458.

1.17 Extracédo e quantificacdo de DNA dos clones

Cerca de 10 dias ap6s a realizacdo do Single Cell, j& foi possivel observar o
crescimento de alguns clones. A partir de 5x10° células, foi feita a extracdo de DNA
de acordo com as instru¢cdes do E.Z.N.A.® DNA/RNA Isolation Kit, e posterior

guantificacdo (NanoDrop Microvolume Spectrophotometer).

1.18 Reacao de PCR para o sequenciamento

A reacdo de PCR foi realizada com ciclagem de 94°C por 2 minutos, seguida de 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 59°C (anelamento dos primers) por 35 segundos,
72°C (alongamento) por 30 segundos, finalizando com um ciclo de 72°C
(alongamento) por 5 minutos e 10°C para estoque. Os primers utilizados foram os
descritos abaixo, ambos com a temperatura de 59°C para anelamento sugerida pelo
fabricante:

Forward: AGAAAGAGCAAGAAGGGGCC

Reverse: TCAACCACAGAGACCATGCC

Apés reacdo de PCR, foi feita a purificagdo do produto da PCR (conforme ja descrito
no item 3.10).
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1.19 Sequenciamento do DNA dos clones

As amostras foram preparadas para sequenciamento a partir do calculo de um volume
de DNA correspondente a 200ng, partindo-se dos valores de concentracdo de cada
amostra, adicionando-se a um eppendorf de 1,5mL o volume de DNA calculado e um
volume de agua que totalizasse 7L para cada amostra. Também foi adicionado 3uL
de primer forward ou reverse (amostra de cada clone preparada para os 2 primers
separadamente). As amostras foram levadas para analise no sequenciador Applied
Biosystem 3500 Genetic Analyzer do Laboratério de Bacteriologia do Instituto
Butantan (Sistema Multiusuario).

4 RESULTADOS

1.20 Desenho do sgRNA tendo como alvo a sequéncia inicial do gene TACR1

A sequéncia do sgRNA que foi usado para gerar o knock-out do gene TACRL1 foi
gerada a partir de desenho in silico através do site CRISPOR (http://crispor.tefor.net/),

a partir da sequéncia do éxon inicial do gene a ser editado, TACR1, obtida no site
Ensembl (Figura 3)
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Figura 3 — Exons do gene TACR1 obtidos no site Ensembl
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Figura 3. Exons do gene TACR1 no portal Ensembl. A sequéncia dos dois transcritos codificadores de
proteina depositados (TACR1-201 e TACR1-202) foram analisadas e observando-se que sao
sequéncias idénticas para o éxon 2, essa regido foi escolhida para o desenho do sgRNA.

Ap0s a obtencado da sequéncia do éxon no Ensembl, a mesma foi depositada no site
CRISPOR, sendo selecionado o genoma Homo sapiens - Human - UCSC Dec. 2013
(GRCh38/hg38) + SNPs: dbSNP148, Kaviar, e o PAM 20bp-NGG - SpCas9-HF1,
eSpCas9 1.1.
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Figura 4 - Interface do site CRISPOR para geracdo de sgRNAs
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Figura 4. Interface do site CRISPOR com a sequéncia do éxon depositada, assim como o genoma a ser trabalhado,
o tipo de PAM (NGG) e a Cas 9 da bactéria Streptococcus pyogenes (spCas9) usado para geracao do sgRNA.

Os sgRNAs foram escolhidos com base em parametros fornecidos pelo site
CRISPOR, como especificidade, eficiéncia para gerar uma delecdo, nimero de

mutac0des off-target e de mismatches. Dessa forma, selecionamos o sgRNA escolhido
(161/fw).

Figura 5 - Interface do site CRISPOR com as sequéncias de sgRNAs geradas
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Figura 5. Interface do site CRISPOR com as sequéncias de possiveis sgRNAs fornecidas, mostrando
também os parametros de especificidade, eficiéncia, nUmero de mutacdes off-target e de mismatches.

As sequéncias obtidas também foram selecionadas para os plasmideos pSpCas9(BB)-2A-GFP ou Puro
(ambos da Addgene), sugerindo o uso da enzima de restricdo Bpil (Bbsl) para a etapa de digestdo do
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plasmideo mais a frente e para a insercao do sgRNA., Os primers utilizados em etapas posteriores
como para a reacdo de PCR para confirmacao da edicdo também sao gerados nessa mesma etapa.

Figura 6 - Interface do site CRISPOR com as sequéncias geradas dos sgRNAs
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Fonte: préprio autor

Figura 6. Interface do site CRISPOR com as sequéncias de sgRNAs geradas a partir da escolha do
plasmideo px330 e derivados (como o PX458 e PX459) como receptor do sgRNA - por conter regido
para insercdo do sgRNA + Cas9 + marcas de selegéo - sugerindo a utilizacdo da enzima Bbsl, e
também os primers para a reacdo de PCR para a confirmacgé&o da edi¢céo fornecidos para este sgRNA.
Dessa forma, as sequéncias obtidas dos sgRNAs e 0s primers para a reacdo de PCR

para confirmara a edigéo foram:

SgRNA-TACRL (fita senso): CACCGAGTCGTGTGCATGATCGAA
SgRNA-TACRL1 (fita antisenso): AAACTTCGATCATGCACACGACTC

Primer para sgRNA-TACRL1 (forward): AGAAAGAGCAAGAAGGGGCC (Tm 59.961)
Primer para sgRNA-TACR1 (reverse): TCAACCACAGAGACCATGCC (Tm 59.963)

1.21 Fosforilacdo e clonagem do sgRNA
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Para insercdo do sgRNA tendo como alvo a sequéncia inicial do gene TACR1,
realizamos a fosforilagdo e anelamento do sgRNA nos plasmideos e a producéo das
bactérias eletrocompetentes, conforme descrito na metodologia, e, prosseguimos
para a etapa de clonagem. As bactérias submetidas a eletroporacdo foram semeadas
em placas de Petri e deixadas overnight em estufa a 37°C. As Figuras 7A e 7B
mostram o crescimento das bactérias clonadas com os plasmideos pSpCas9(BB)-2A-
GFP e pSpCas9(BB)-2A-Puro. Em seguida, isolamos 5 colonias de cada uma das
placas e passamos as mesmas para uma nova placa de Petri com LB agar e ampicilina
[100pg/mL], utilizando uma ponteira estéril e raspando delicadamente a colonia
escolhida, transferindo esse raspado para uma nova placa com a ponteira, também
delicadamente, de maneira a ndo furar o agar. Esse processo € importante para
selecionar bactérias de uma mesma colbnia, garantindo sua homogeneidade quanto
ao material genético, pois esste sera sequenciado para confirmar a insercdo dos
plasmideos. A Figura 7C mostra o crescimento das colbnias isoladas das placas

iniciais.



Figura 7 - Colbnias formadas ap0s plaqgueamento
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Fonte: préprio autor.

Figura 7. Colbnias de E.coli Stbl3 formadas ap6s plaqueamento com beads de polipropileno. Plasmideo
pSpCas9(BB)-2A-GFP (A) e pSpCas9(BB)-2A-Puro (B) e colbnias isoladas (C). As colbnias foram
semeadas em meio LB-agar com ampicilina [100ug/mL] e mantidas em estufa a 37°C overnight.

1.22 Confirmacgé&o da clonagem

Para a confirmacéo da clonagem dos plasmideos, foi realizado inicialmente o PCR de
colénia (conforme descrito em materiais e métodos), no qual cada colénia selecionada
do isolamento (Figura 7C) teve o DNA submetido a uma reacdo de PCR, e este
material amplificado foi submetido a eletroforese em gel (Figura 8), que mostrou de
forma preliminar a presenca de uma banda amplificada de aproximadamente 310bp,
0 que confirma que o sgRNA esta inserido no plasmideo e a auséncia dessa banda
nos plasmideos controle vazios. A analise do sequenciamento confirmou a clonagem
do plasmideo pSpCas9(BB)-2A-GFP com o sgRNA-TACR1 nas bactérias Stbl3
(Figura 9).



41

Figura 8 - Eletroforese em gel
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Fonte: préprio autor.

Figura 8. Produtos da reacdo do PCR de colbnia visualizados ap6s aplicagdo em gel de agarose. Em
A sdo mostrados os plasmideos pSpCas9(BB)-2A-GFP, sendo GFP-L o0s que receberam o sgRNA-
TACR1, e GFP o plasmideo vazio. Em B sdo mostrados os plasmideos pSpCas9(BB)-2A-Puro, sendo
Puro-L os que receberam o sgRNA-TACR1, e Puro o plasmideo vazio. Gel de agarose preparado a
1,5% em 120 mL de TAE 0,25x, corado com brometo de etidio, com corrida das amostras por 25
minutos a 120V.

Figura 9 - Sequenciamento do DNA das bactérias Stbl3 clonadas
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Fonte: préprio autor.

Figura 9. Eletroferograma do sequenciamento do DNA de uma colénia isolada de E. coli, Stb3 clonada
com plasmideo pSpCas9(BB)-2A-GFP + sgRNA-TACRL1. A sequéncia de 23 bases marcadas em azul-
claro no canto superior esquerdo da imagem confirma a insercdo do sgRNA-TACR1 no plasmideo
pSpCas9(BB)-2A-GFP. Andlise realizada no software CodonCode Aligner v.8.0.2 (CodonCode
Corporation, EUA).

1.23 Transfeccéo das células HEK293T

Apés a confirmacdo da insercdo do sgRNA-TACR1 no pSpCas9(BB)-2A-GFP por
sequenciamento, realizamos o cultivo das células HEK293T e ap0s completa
adaptacao das células pos descongelamento, realizamos a transfec¢éo do plasmideo
nas ceélulas, conforme descrito na metodologia. Nos preparamos para fazer a selegéo
das células transfectadas tanto por fluorescéncia, com o plasmideo pSpCas9(BB)-2A-

GFP, quanto por puromicina, com o plasmideo pSpCas9(BB)-2A-Puro, e, chegada a
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etapa poés-transfeccdo, realizamos a selecdo via fluorescéncia, uma vez que o
citbmetro estava disponivel para a utilizacdo. Conforme ja descrito utilizamos o
aparelho BD FACSAria Il do Laboratério de Imunoquimica (Sistema Multiusuario).
Observamos as células em microscépio de fluorescéncia antes da realizagdo da
selecdo para a confirmacdo da transfeccdo, e observamos que praticamente a
totalidade das células eram positivas para GFP demonstrando uma alta taxa de
eficiéncia (Figura 10).

Realizamos a selecdo das células que receberam o plasmideo a partir da presenca
ou ndo de GFP, por canal FITC, sendo feito o Single cell-sorting em placas de 96
pocos. Usamos células negativas para GFP como controle e para as devidas
estratégias de gating e configuracdo das andlises do citbmetro, conforme mostrado
nas Figuras 11A e 11B. A analise confirmou a eficiéncia da transfec¢do, com 35.4%
das células analisadas positivas para GFP na populacéo inteira analisada, e 80.4%
positivas para GFP dentro da populacédo alvo do gating (Figuras 11D e 11E). Das
células positivas, escolhemos aquelas com a fluorescéncia mais intensa (sinalizadas
como P2 na Figura 11F) para realizacdo do sorting para geracéo de clones.

Para confirmar e avaliar a eficiéncia da transfeccdo, mantivemos em cultura um poco
da placa com células HEK293T transfectadas com o plasmideo pSpCas9(BB)-2A-
GFP-PX458 vazio, e observando a cultura em microscoépio invertido de fluorescéncia
1 semana apos a realizacdo da transfeccao, pudemos ver que ainda que um pouco

menos, as células ainda emitiam fluorescéncia (Figura 12).
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Figura 10 - Expresséao de fluorescéncia em células HEK-293T apos transfeccao
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Fonte: préprio autor.

Figura 10. Células GFP-positivas marcadas em verde, analisadas por microscopia de fluorescéncia.
Células analisadas ap6s 48h de transfecgdo, com foto em escala de 1000 um em aparelho Cytation 5
no modo de analise de intensidade de fluorescéncia.

Figura 11 - Resultados de citometria das células HEK-293T ap0és transfeccao
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Fonte: préprio autor.

Figura 11. Gréficos de citometria para o Single cell-sorting. A, B e C sao referentes a populagao de
células controle, negativa para GFP, e D, E e F referente as células GFP positivas. As figuras A e D
mostram a estratégia de gating e em D, E e F podemos ver a separagdo de uma populagdo com
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fluorescéncia mais intensa (P2) dentro da populacédo GFP positiva (P1), mostrando 80,4% das células
de P2 positivas para GFP, tendo essas células uma maior intensidade de fluorescéncia.

Figura 12 - Expresséo de fluorescéncia em células HEK-293T transfectadas

com plasmideo vazio

Fonte: préprio autor.

Figura 12. Células HEK-293 transfectadas com plasmideo pSpCas9(BB)-2A-GFP-PX458 vazio, para
controle da eficiéncia da transfeccdo. Células GFP-positivas marcadas em verde, analisadas por
microscopia de fluorescéncia uma semana apoés a transfeccdo, com foto em escala de 75 um, aumento
de 20x.
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5 DISCUSSAO

O trabalho aqui apresentado buscou realizar a edicdo génica do gene TACR1 em
células HEK293T por meio da técnica de CRISPR, de maneira a permitir sua futura

validacdo como alvo molecular para o tratamento da osteoartrite.

Dentre as etapas padréo para edi¢cdo génica por meio da técnica de CRISPR/Cas9,
conseguimos realizar com sucesso o design do sgRNA-TACR1, a insercdo do sgRNA
em plasmideos pSpCas9(BB)-2A-GFP e pSpCas9(BB)-2A-Puro, a clonagem dos
plasmideos em bactérias Stbl3, a extracdo de DNA plasmidial contendo o sgRNA, a
enzima Cas9 e os marcadores de selecdo GFP e gene de resisténcia a puromicina, e
também a transfeccdo de células HEK293T com esse DNA, com o posterior
isolamento dessas células pela técnica de single cell-sorting, nos permitindo a
geracdo de 38 clones unicos que tiveram seu DNA extraido e sequenciado, até o
momento da entrega deste trabalho, ndo recebemos os resultados com o
sequenciamento dos clones, assim, hipotetizamos as abordagens possiveis para 0s
préximos passos do trabalho, considerando-se que os dados de sequenciamento

indiguem ou n&o a edic&o dos clones.

Caso os resultados do sequenciamento revelem que houve a edigdo do gene
conforme esperado, nossos resultados estardo em conformidade com as
metodologias em que nos baseamos e demais dados da literatura. Sendo assim, o
éxon escolhido para o desenho do sgRNA tera se mostrado uma boa opc¢ao para
realizar a edicdo do gene TACRL1 nas células HEK, e sera possivel usar o mesmo
DNA plasmidial ja preparado para realizar a transfec¢cdo em células SH-SY5Y, uma
linhagem de neuroblastoma, conforme protocolo em Bufalo et al. (2022), para
estimular essas células com uma matriz extracelular com colageno glicado, permitindo
avaliar a modulacdo desse microambiente quanto a formacdo de mediadores
inflamatorios e demais moléculas secretadas que possam ter importancia, concluindo

entdo se a delecdo do gene TACR1 pode ser implicada nesse processo.

A transfeccdo com FUGENE poderia ser repetida, mas outros agentes de transfeccéo
podem ser testados, de acordo com o tipo celular, como a lipofectamina, amplamente

utilizada.
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Caso os dados se sequenciamento revelem, no entanto, que a edicdo do gene nao
ocorreu conforme esperado, apesar das demais etapas estarem em conformidade
com os resultados esperados e com as metodologias em que nos baseamos e demais
dados da literatura, podemos pensar em alguns ajustes para induzir uma edi¢ao

eficiente.

Quanto a transfeccéo, tivemos uma eficiéncia de 80.4% logo apds as 48h, observada
por meio de citometria. Conforme indicado pelo controle de fluorescéncia realizado
uma semana depois da transfeccao, ainda havia fluorescéncia, mesmo que diminuida.
Isso pode sugerir que a expressao dos plasmideos nas células possa ter sido perdida
gradualmente, especialmente considerando-se que o tempo de expanséo clonal foi de
23 dias, entdo até a chegada da etapa de extracdo do DNA, pouco DNA plasmidial
poderia estar presente nas células que se expandiram, ndo ocorrendo edicao
significativa nessa populacao. Assim, poderiamos refazer a transfeccdo em condicdes
que permitissem acompanhar a cultura por mais tempo, permitindo observar se a
fluorescéncia seria mantida em niveis adequados, que indicassem que a edi¢do das
células poderia ter éxito. Ainda dentro da técnica de transfeccdo, poderiamos realizar
uma co-transfec¢cdo, usando ambos o0s plasmideos pSpCas9(BB)-2A-GFP e
pSpCas9(BB)-2A-Puro, cada um com um sgRNA diferente como inserto, tendo como
alvo diferentes eéxons do gene TACR1, permitindo que se aumentem as chances de
transfecgao.

Outra alternativa seria a utilizacdo do método de transducdo com lentivirus para
transformacao das células HEK293T, por ser uma técnica que promove expressao
estavel da sequéncia de interesse (GODECKE; HAUSER; WIRTH, 2018) sendo

necessaria a construcao de plasmideos diferentes para realizar a técnica.

Uma ultima alternativa que a se considerar é o desenho de um novo sgRNA, tendo
como alvo outra regido do gene TACR1, caso a repeticdo da transfeccdo ou a
transducgéo ndo apresentem resultados satisfatérios, com o novo sgRNA podendo ser
aplicado na transformacdo das células HEK293T pelas duas técnicas de

transformacéao.
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6 CONCLUSOES

Como exposto neste trabalho, a osteoartrite € uma doenca com alta prevaléncia, que
apresenta impactos importantes na vida dos individuos acometidos por ela e também
gera altos custos médicos relacionados a invalidez. Somando-se ao aumento da
obesidade e envelhecimento da populacéo, fatores de risco para a doencga, e a falta
de tratamentos eficientes, ha muito interesse em buscar alternativas farmacoldgicas

robustas contra a osteoartrite.

Por meio deste trabalho, propusemos uma abordagem inicial para a busca desses
alvos farmacolégicos, utilizando a técnica de CRISPR/Cas9 para editar o gene TACR1
(associado aos processos fisiopatoldgicos da doenca) da nossa célula de interesse,

buscando valida-lo como alvo para o tratamento da osteoartrite.

Ainda ndo obtivemos os dados finais que confirmem a edicao das células aqui usadas,
mas caso nao tenhamos obtido éxito na edi¢cao, temos hipoteses e novas abordagens
a serem seguidas, e caso as células tenham sido editadas, prosseguiremos como
planejado, com 0s experimentos necessarios para a caracterizacao do gene TACRL1

como alvo molecular adequado para o tratamento da osteoartrite.
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