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INSTITUTO CARLOS CHAGAS

CONSTRUCAO DE FERRAMENTAS MOLECULARES BASEADAS EM CRISPR/Cas9 PARA
A CORREGAO DA MUTAGAO F508DEL CAUSADORA DE FIBROSE CISTICA

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Leticia Werzel Bassai

A fibrose cistica (FC) é uma doenca genética, autossémica recessiva causada por mutacdes no
gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). A proteina CFTR esta
presente na membrana apical de células epiteliais e funciona como um canal de ions cloro e
bicarbonato mantendo o equilibrio de 4gua no meio extracelular. Existem mais de 2000 mutagdes
descritas para FC, sendo a mutacdo F508del a mais comum, com cerca de 70% de prevaléncia
mundial. Atualmente, a doenca ndo tem cura, sendo tratados os principais sintomas, isso faz
com que a expectativa de vida seja, em média, 40 anos. Na tentativa de se desenvolver novas
abordagens terapéuticas, a técnica de CRISPR/Cas9 se apresenta muito promissora, pois
possibilita o reconhecimento e clivagem de uma sequéncia especifica de DNA, ativando pela
propria célula 0 mecanismo de reparo de dano no DNA, que na presenca de um DNA com a
sequéncia correta, pode corrigir a mutagdo. O objetivo deste trabalho é construir ferramentas
moleculares para corrigir a mutacdo F508del de fibrose cistica em linhagem celular de epitélio
pulmonar (CFBE). O trabalho é dividido em trés etapas principais: (1) Construcao de ferramentas;
(2) Melhora do reparo dirigido por homologia e (3) avaliacao da edicdo. Na primeira etapa foram
selecionados desenhos de sgRNA especificos, com softwares de predi¢cdo, para a mutacdo
F508del do gene CFTR. Os desenhos foram selecionados com base na proximidade da mutacao,
quantidade e localizacdo de off-targets e eficiéncia predita in silico. Em sequéncia, foram
construidas as ferramentas moleculares sendo uma baseada no plasmideo (px458) que contém
as sequéncias do sgRNA, da proteina SpCas9 e do gene RFP. A insercao da sequéncia do
sgRNA no plasmideo foi confirmada pela técnica de PCR, digestdo com enzimas de restri¢do e
sequenciamento. O método de transfeccao selecionado foi por agentes lipidicos, apresentando
eficiéncia de cerca 9% na entrada do plasmideo na célula alvo. A ferramenta construida,
ribonucleoproteina, teve o0 RNA obtido por transcricéo in vitro e purificado. Apds a formagéo do
complexo com a proteina purificada (SaCas9) esta ferramenta mostrou atividade (30%) em
reconhecer e clivar o DNA in vitro. A segunda etapa consistiu em tentar melhorar o reparo dirigido
por homologia através da sincronizagdo do ciclo celular, para isto foi selecionada a droga
hidroxiureia na concentracdo de 46,80ug/mL que em 24 horas apresentou sincronizacao das
células (60% na fase G2), porém néo foi possivel realizar o sorting. A terceira etapa consistiu em
testar as ferramentas e avaliar a correcdo por PCR, gPCR e sequenciamento. Aplicando a
metodologia descrita apés 48 horas de transfeccao das células, foi feita uma triagem por
citometria de fluxo e a correcao confirmada por técnicas de qPCR, a deteccdo da corregdo da
mutacdo F508del foi inferior a 12,5% ou nula, nas condi¢des testadas. Novos ensaios serdo
realizados com modificagcéo do projeto.

Palavras-chave: Fibrose Cistica; CRISPR/Cas9; F508del; correcdo genética
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is a genetic, autosomal recessive disease caused by mutations in the CFTR
gene (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). The CFTR protein is present in the
apical membrane of epithelial cells and functions as a channel of chlorine and bicarbonate ions
maintaining the balance of water in the extracellular medium. In CF patients, mucus is very
viscous, which allows it to accumulate on the surface of tissues, especially the lungs. There are
more than 2000 mutations described for CF, with the F508del mutation being the most common,
with around 70% prevalence worldwide. Currently, the disease has no cure, the main symptoms
being treated, this makes life expectancy on average 40 years. In an attempt to develop new
therapeutic approaches, the CRISPR/Cas9 technique is very promising, as it allows the
recognition and cleavage of a specific DNA sequence, activating the DNA damage repair
mechanism by the cell itself, which in the presence of a DNA with the correct sequence, can
correct the mutation. The objective of this work is to build molecular tools to correct the F508del
mutation of cystic fibrosis in a pulmonary epithelial cell line (CFBE). The work is divided into three
main stages: (1) Construction of tools; (2) Improvement of homology-directed repair and (3)
edition evaluation. In the first stage, specific SgRNA designs were selected, with prediction
software, for the F508del mutation of the CFTR gene. The designs were selected based on the
proximity of the mutation, number and location of off-targets and efficiency predicted in silico. In
sequence, molecular tools were built, one based on the plasmid (px458) that contains the
sequences of the sgRNA, the protein SpCas9 and the RFP gene. The insertion of the sgRNA
sequence in the plasmid was confirmed by the PCR technique, digestion with restriction enzymes
and sequencing. The transfection method selected was by lipid agents, showing an efficiency of
about 9% in the entry of the plasmid into the target cell. The built tool, ribonucleoprotein, had the
RNA obtained by in vitro transcription and purified. After the formation of the complex with the
purified protein (SaCas9) this tool showed activity (30%) in recognizing and cleaving DNA in vitro.
The second step consisted of trying to improve homology-directed repair through cell cycle
synchronization, for which the hydroxyurea drug at a concentration of 46.80ug / mL was selected,
which in 24 hours showed cell synchronization (60% in the G2 phase), however, it was not
possible to perform the sorting, after transfection, due to low cell viability. The third step consisted
of testing the tools and evaluating the correction by PCR, gPCR and sequencing. After 48 hours
transfection cells, was made a sorting by flow cytometry and the correction confirmed by qPCR
techniques, the detection the correction of the F508del mutation was below 12.5% or null, under
the conditions tested. New assays will be performed included design modifications for this tool to
obtain satisfactory data.

Keywords: cystic fibrosis; CRISPR/Cas9; F508del; genetic correction
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Raras

De acordo com dados do Ministério da Saude, considera-se doenca rara
aquela que afeta até 65 pessoas em cada 100.000 individuos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020). Embora n&o seja conhecido o nimero exato de doencas raras,
estimam-se cerca de 7.000 e o critério usado para definir o padrdo da doenca
depende, exclusivamente, da avaliagdo médica. No inventario online sobre
doencas raras Orphanet (https://www.orpha.net/) a complexidade da doenca é
ponderada nas diversas classificacdes presentes. Cerca de 80% das doencas
raras estdo relacionadas a fatores genéticos e os sintomas séo, geralmente,
observados ao nascimento e infancia (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). N&o
obstante, mais de 50% das doencas raras manifestam-se na idade adulta, como
as doencas de Huntington, Crohn e Charcot-Marie-Tooth, esclerose lateral
amiotréfica, sarcoma de Kaposi entre outras. A maior parte das doencas raras
sdo consideradas cronicas e progressivas graves, fazendo com que cerca de
30% dos pacientes acometidos morram antes dos cinco anos de idade
(ORPHANET, 2020). A fibrose cistica (FC) é a doenca rara mais comum e atinge
cerca de 90 mil pessoas em todo mundo (LOPES-PACHECO, 2020) com cerca

de 1000 novos casos sao diagnosticados todo ano.

A fibrose cistica é uma doenca genética, monogénica e autossémica
recessiva causada por mutacdes no gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) (CUTTING, 2015). A doenca é conhecida popularmente
como mucoviscidose ou “doenga do beijo salgado” devido a caracteristica do
suor do portador ser mais salgado que o normal, em decorréncia do desequilibrio
ibnico (LOPES-PACHECO, 2016). Estima-se que a doenca tenha origem no
inicio da Idade do Bronze, ha cerca de 5 mil anos, na regido que hoje
corresponde a Europa (FARRELL, 2018). Embora a fisiopatologia fosse
conhecida, foi a patologista Dorothy Andersen, apenas em 1938, que denominou

a doenca de “fibrose cistica do pancreas”. O nome da doenca foi escolhido com
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base em autopsias de criancas que tinham morrido da ma nutricdo, sendo que
em todas foram encontrados cistos e fibrose no pancreas (KEREM, 1989)

A proteina CFTR é um canal presente na superficie apical das células
epiteliais, sendo responséavel pelo transporte de ions cloro e bicarbonato, pela
manutencdo da homeostase, equilibrio idnico e pH no microambiente (RATJEN
etal., 2015). Quando o gene CFTR possui mutacdes, a proteina de mesmo nome
nao é funcional resultando em defeitos no transporte de ions acoplado a maior
reabsor¢éo de sodio, que altera as propriedades fisico-quimicas do muco (ROSA
et al., 2008). A desidratacdo confere muco com maior espessura e viscosidade
resultando no acumulo e obstrucéo da superficie das células epiteliais (VEIT et
al., 2016). O quadro clinico é associado a 6rgaos exacrinos sendo afetados os
sistemas respiratorios, digestivos e reprodutor. Atualmente, a doenca nao tem

cura, sendo tratados os principais sintomas.

1.2 Prevaléncia

A FC é mais comum em caucasianos, sendo que 1 em cada 25
caucasianos € portador de alguma mutacdo no gene CFTR (SANDERS; FINK,
2016). Na Europa, a frequéncia média varia entre 1/3000 e 1/6000 afetados,
dependendo da regido do continente (SCOTET; L’'HOSTIS; FEREC, 2020).
Alguns paises apresentam frequéncias semelhantes a Europa, sendo a
prevaléncia da doenca de 1/4000 nos Estados Unidos e no Canada 1/3300
(SCOTET; L'HOSTIS; FEREC, 2020), mas em outras regides do mundo a fibrose
cistica ocorre com menor frequéncia, sendo 1/4.000 a 1/10.000 em latino-
americanos, 1/15.000 a 1/20.000 em afro-americanos (MIRTAJANI et al., 2017).
Ainda, a prevaléncia é pouco descrita nos paises asiaticos, com 1/35.000 no
Japéo e estimada entre 1/10.000 e 1/100.000 na india (SCOTET; L'HOSTIS;
FEREC, 2020).

No Brasil, em 2009, foi criado o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica
(REBRAFC) e a incidéncia da doenga comecou a ser documentada. Nas
estatisticas s&@o contabilizados apenas pacientes cadastrados em centros
especificos de tratamento e em média 1 a cada 10 mil pessoas apresentam
fibrose cistica. No entanto, o Brasil apresenta frequéncia observada variavel de
acordo com a regido do pais: 1/1.587 até 1/32.258 nascidos vivos (RIQUENA et
al., 2019). Estima-se que a frequéncia da doenca no Parana, Santa Catarina, Rio
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Grande do Sul e Sdo Paulo é mais préxima da populacdo europeia, cerca de um
afetado em cada 2500 recém-nascidos (SCHNEIDER-FUTSCHIK, 2019),
decrescendo em direcdo ao norte e nordeste do pais (ROSA et al., 2008). De
acordo com o levantamento REBRAFC, realizado em 2017 com 5.128 pacientes,
o Brasil apresenta cerca de 474 registros novos por ano. O estado de Sao Paulo
apresenta o maior numero de pacientes com 25,1 % do total, seguido de Minas
Gerais (11,9%) e Rio Grande do Sul (9,8%). A regido sudeste apresenta 47,5%
dos portadores, a regiao sul com 21%, nordeste com 16,9%, centro-oeste com
6,0% e norte com 4,6%.

Estima-se que a expectativa de vida seja em torno de 40 anos no Canada
e alguns paises da Europa (SANDERS; FINK, 2016), porém a idade mediana da
morte entre individuos com FC seguido nos registros de pacientes nos Estados
Unidos e no Reino Unido foi de 27 a 28 anos em 2012 (VANDEVANTER et al.,
2016). Para os nascidos na ultima década, com a implantacdo do diagnostico
precoce através da triagem neonatal, a expectativa de vida pode superar os 50
anos (DAMACENO, 2020). No Brasil, em 2017, foram relatados 50 6bitos com
uma mediana da idade de 15,7 anos e 86% dos Obitos sdo decorrentes de
causas respiratorias (REBRAFC , 2017).

1.3 Gene e proteina CFTR

O gene CFTR foi clonado por Riordan e colaboradores (1989) e
representou um grande avanco para o inicio dos estudos sobre a doenca. O gene
CFTR esta localizado no brago longo do cromossomo 7 (7g31.2), com cerca de
190 kb de DNA gendmico em 27 éxons que transcreve um RNA mensageiro de
6,5 kb (RIORDAN et al., 1989), sendo entdo traduzido em uma proteina de peso
molecular de 168 kDa e 1480 aminoacidos (MEEGEN et al., 2013a). Ap6s o
dobramento e as modificacbes pos-traducionais a proteina sofre uma
glicosilacdo parcial no reticulo endoplasmatico (ER), trafega para o complexo de
Golgi, onde sera totalmente glicosilada, se dirigindo a membrana plasmatica das
células epiteliais onde desempenhara sua fungéo (LOPES-PACHECO, 2020).

A proteina CFTR esta presente na superficie apical de células epiteliais e
pertence a superfamilia do cassete de ligacao ATP (ABC), todavia € o unico entre

as proteinas da mesma familia que atua como um canal ibnico (HWANG et al.,
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2018). Esse canal ibnico é ativado por adenosina monofosfato ciclico (CAMP)
com preferéncia pelo cloreto, mas também pode atuar regulando outros canais
ibnicos, como o canal epitelial de sodio (ENaC), canal externo de cloreto, canal
regulador de potassio, secrecao de ions bicarbonato (MEEGEN et al., 2013b),
além do transporte de proteinas, producdo de 6xido nitrico e mecanismos de
liberacéo de ATP (LOPES-PACHECO, 2016).

Do ponto de vista estrutural, o CFTR € composto por dois dominios
transmembranares (MSD) com seis alfa-hélices hidrofébicas que atravessam a
bicamada lipidica, cada um associado a um dominio de ligacdo a nucleotideos
(NBD1 e NDB2) que séao citoplasmaticos e hidrolisam o ATP, além disso existe
um regulador (RD) que deve ser fosforilado para permitir a abertura do canal

(REES et al., 2017) conforme apresentado na Figura 1.1.

— MSD1 .omain MSDZ & NBDZ B——

Figura 1.1- Estrutura do canal CFTR. Os dominios funcionais (MSD1, MSD2, RD, NBD1 e NBD2)
do canal sdo evidenciados assim como a passagem dos ions cloro e bicarbonato. Fonte:
(RATJEN et al., 2015)

Os dominios NBD sé&o responséaveis pela ligacdo e hidrélise do ATP e
fornecem a energia para a atividade do canal (LOPES-PACHECO, 2016). A
ativacado do canal CFTR, denominada gating, ocorre quando a proteina kinase A
(PKA) e a proteina kinase C (PKC) estéo fosforiladas no dominio RD e quando
moléculas de ATP intracelular se ligam e sdo hidrolisadas, pelo dominio NBD1,

ativando a funcédo de transporte de ions. Em contrapartida, quando ha ligacéo e
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hidrélise do ATP pelo dominio NBD2 o canal é fechado (GADSBY; VERGANI;
CSANADY, 2006). Dessa forma, o canal é responsavel por regular o volume de
liquido na superficie epitelial através da secrecédo de cloro e inibicdo da absorcao
de sodio fazendo com que defeitos na fungéo da proteina altere drasticamente a
homeostase de ions e fluidos nas células epiteliais (MEEGEN et al., 2013b).
Disfuncdes no canal CFTR resultam em conteudo eletrolitico alterado no meio
externo até a superficie das membranas epiteliais levando a deposi¢cao espessa
de muco, o que é diretamente relacionado com os sintomas da fibrose cistica
(GELFOND; BOROWITZ, 2013).

1.4 MutacOes da Fibrose Cistica

Existem mais de 2000 mutagOes notificadas no Cystic Fibrosis Mutation
Database (http://www.genet.sickkids.on.ca) sendo diferentes tipos de mutacdes
identificados e a frequéncia com que ocorrem conforme apresentado na Tabela
1.1.

Tipo de Mutacéao Frequéncia (%)
Substituicdo de um aminoacido (missense) 38,94
Mudanca na matriz de leitura (frameshit) 16,09
Alteracdo do Splicing 10,97
Cédon stop prematuro (nonsense) 8,38
Insercdes e Delecbes (indels) 4,89
Variagdo na sequéncia 12,88
Desconhecida 7,04
Promotor 0,81

Tabela 1.1- Principais muta¢bes identificadas no gene CFTR. Fonte: Disponivel em:
http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html. Acesso em 01 abril 2020

O sistema de classificacao tradicional divide as muta¢gdes no CFTR em
cinco classes diferentes de acordo com seu efeito na proteina conforme
apresentado na Figura 1.2. A classificacdo ainda apresenta algumas ressalvas,
uma vez que nem todas as mutacdes foram caracterizadas e classificadas. Além
disso, ainda que as mutacdes sejam classificadas em uma mesma classe elas
podem apresentar respostas diferentes ao mesmo farmaco (LOPES-PACHECO,
2016).
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Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

ol d bl TYTE Y T

. o X T A l
1 I ’C’l o Cl)?, Clr a o o

Defeito na Defeito no Defeito no Defeito na Quantidades

Normal produgdo processamento gatilho conducdo reduzidas

Figura 1.2 - Diferentes classes das mutagdes no gene CFTR. Classe | (sem sintese da proteina);
Classe Il (Defeitos no processamento); Classe lll (Defeitos no gatilho do canal); Classe IV
(Defeito na conduténcia); Classe V (Quantidade da proteina funcional reduzida). Fonte: Adaptado
de (GELFOND; BOROWITZ, 2013)

e As mutacdes de classe | representam cerca de 9% dos mutantes e séo
caracterizadas pela falta parcial ou total da proteina funcional (FANEN;
WOHLHUTER-HADDAD; HINZPETER, 2014). Isso pode acontecer
devido a presenca de inser¢cdes ou delecdes que alteram o quadro de
leitura (LOPES-PACHECO, 2016) ou a presenca de codons stop, em que
a proteina ndo é sintetizada completamente (FANEN; WOHLHUTER-
HADDAD; HINZPETER, 2014).

e MutacOes de classe Il estdo associadas ao processamento defeituoso,
devido ao dobramento incorreto da proteina (GELFOND; BOROWITZ,
2013) que fica retida no reticulo endoplasmatico (ER), para
posteriormente ser degradada pela via da ubiquitina-proteassomo. A
proteina ndo chega a ser totalmente glicosilada no complexo de Golgi
para entdo ser exportada para a membrana apical da célula onde
desempenharia sua funcao. A mutacdo F508del é mais prevalente (70%),
porém existem outras como G85E (0,4%), 1507del (0,5%), R560T (0,2%)
e N1303K (1,6%) (LOPES-PACHECO, 2020).

e Mutacgdes de classe Il estdo localizadas nos dominios de ligagéo do ATP
(NBD1 e NBD2) e sdo chamadas de mutacdes de bloqueio, uma vez que
a proteina funcional estd presente na membrana celular em niveis

normais, porém ndo sdo ativadas por proteinas kinase A (LOPES-
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PACHECO, 2016). Medicamentos como ivacaftor atuam nessas
mutacdes, forcando o canal a permanecer aberto, reduzindo os sintomas
da fibrose cistica (LOPES-PACHECO, 2020).

e No caso das mutacdes de classe IV a conducdo do cloro no canal é
prejudicada. Mutacdes desta classe estéo tipicamente associadas com a
forma mais branda da doenca do ponto de vista sintomatico (CUTTING,
2015).

e Por fim, as mutacgdes de classe V resultam em uma quantidade reduzida
de proteina CFTR com funcdo normal na membrana celular (LOPES-
PACHECO, 2016). Assim, incluem mutacdes nos locais de splicing,
induzindo a excluséo parcial ou total de éxons (por exemplo, as mutacdes
3849 + 10KbC> T e 2789 + 5G> A) (PROESMANS; VERMEULEN; DE
BOECK, 2008).

Ainda nao se pode inferir completamente a relacdo do genotipo
com o fenétipo da doenca, mas em geral, as classes |, Il e Ill tendem a ter a
funcdo minima da proteina e consequéncias mais graves: insuficiéncia
pancreatica, ileo meconial, diabetes, doencas no figado e acometimento da
funcdo pulmonar com infec¢des recorrentes. Ja as mutacdes de classes IV e V
representam as mutacdes com um fendtipo mais brando, com melhoria do
estado nutricional e doencga pulmonar menos grave, embora 0s sintomas ainda
persistam (SERRANO, 2016).

1.5 Mutacéao F508del

A mutagcdo F508del € mais comum em portadores de fibrose cistica no
mundo: cerca de 70% dos afetados apresentam a mutacao, em pelo menos um
dos alelos (LOPES-PACHECO, 2020). Cerca de 40% dos pacientes, nos
Estados Unidos, apresentam a mutacao nos dois alelos (FAJAC; GIRODON,
2020). No Brasil, de acordo com Registro Brasileiro de Fibrose Cistica (2017),
entre os portadores da doencga, cerca de 23,5% apresenta a mutacao nos dois
alelos. Entretanto, os dados do Brasil ainda ndo estdo completos, uma vez que
34,1% dos pacientes apresentam resultados negativos ou inconclusivos nos

exames e 0 Registro conta apenas com os dados dos pacientes cadastrados nos
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centros de referéncia (REBRAFC, 2017). Além disso, a mutacao F508del mostra
grande variacdo na frequéncia dentro do pais, por exemplo: na regidao sul do
Brasil, aproximadamente 52% dos portadores apresenta a mutacdo F508del nos
dois alelos (ROSA et al., 2018), mas nos estados do Rio de Janeiro e Para as
frequéncias se mostram em torno de 28,42% e de 22,73%, respectivamente.
Esses numeros séo explicados devido a grande miscigenacao racial no Brasil
(NETO, 2009).

A denominacdo da mutacdo F508del é devido a delecdo de trés
nucleotideos (CTT), na posi¢cdo do aminoacido 508, fenilalanina, da proteina
CFTR (MEEGEN et al., 2013b). A mutacdo F508del afeta a formacédo da
estrutura dentro do primeiro dominio de ligacdo a nucleotideos (NBD1),
causando instabilidade e dessa forma, tanto a eficiéncia quanto estabilidade
durante dobramento da proteina CFTR ficam comprometidas (ULIYAKINA et al.,
2018). Quando o dobramento € incorreto, os mecanismos de controle de
qualidade da célula fazem com que esta seja degradada precocemente (PESCE
et al., 2016) e ndo passe pela glicosilacdo ocasionando os defeitos funcionais.
Por esta razdo a mutacgao é classificada como de classe Il (VAN MEEGEN et al.,
2013). No entanto, uma pequena fracdo da proteina mutante pode escapar
destes pontos de controle de qualidade e alcancar a membrana plasmatica,
todavia h4 uma reducdo consideravel na estabilidade e a quantidade na
superficie celular, que sdo caracteristicas de mutacdo de classe V (LOPES-
PACHECO, 2020).

A proteina mutada pode ser visualizada por ensaios de Western Blot
(FARINHA et al., 2004), uma vez que a proteina, dobrada incorretamente,
apresenta peso molecular mais baixo (150 kDa), devido a auséncia de
glicosilacédo, do que a proteina nativa (168 kDa). Embora seja uma técnica
simples e de baixo custo, a deteccdo € baixa devido aos niveis de expressao
muito baixos da proteina (LUKACS et al., 2004; MEEGEN et al., 2013b).

1.6 Sintomas
De acordo com o Ministério da Saude (2020), os recém-nascidos
podem apresentar insuficiéncia pancreatica grave e complicacdes

gastrointestinais relacionadas com fibrose cistica. A auséncia do canal CFTR
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funcional torna a doenca multissistémica (PROESMANS; VERMEULEN; DE
BOECK, 2008). O mesmo padrdo de sintomas é observado em criangas e
adultos, sendo os sintomas mais comuns: esteatorreia (gordura nas fezes),
dificuldade de ganho de peso devido a auséncia de enzimas digestivas pela
obstrucdo dos ductos pancreéticos pela secrecdo espessa, dor abdominal
recorrente, obstrucdo intestinal, ma absorcdo, poélipos nasais, pancreatite,
aumento do nivel de acucar no sangue e disturbios dos horménios do
crescimento, além dos problemas respiratorios que incluem tosse persistente
com produgdo de muco, infecgbes pulmonares recorrentes e infeccoes
bacterianas (MIRTAJANI et al.,, 2017). Além dos sintomas ja citados alguns
portadores apresentam danos na glandula sudoripara, no ducto biliar do figado
e no trato reprodutivo masculino (FANEN; WOHLHUTER-HADDAD;
HINZPETER, 2014).

Embora os pacientes tenham varios 6rgaos afetados, a infeccao
respiratéria crénica com dano progressivo do tecido pulmonar leva a morte
prematura (VANDEVANTER et al.,, 2016). Atualmente, a doenga pulmonar
obstrutiva € a principal causa de morbidade, com cerca de 80% dos casos de
morte precoce, podendo ser retardada apenas em sua gravidade (FANEN;
WOHLHUTER-HADDAD; HINZPETER, 2014). A principal explicacdo para
doenca afetar as vias aéreas € a disfungdo mucociliar em que o portador de
fibrose cistica ndo consegue limpar efetivamente as bactérias inaladas,
conforme mostrado na Figura 1.3. Além disso, ha uma resposta inflamatéria
excessiva aos patdgenos, tendo até 10 vezes mais inflamacdo do que uma
pessoa sem FC, com infeccdo do trato respiratorio inferior. Apesar da resposta
inflamatoria excessiva a patégenos nao seja totalmente compreendida, acredita-
se que a composicdo e secrecdo anormal de muco possam ser fatores que
contribuem para o quadro clinico (LOPES-PACHECO, 2016).
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Figura 1.3 — Efeitos decorrentes dos defeitos no canal CFTR. Ciclo de obstrucao de vias aéreas,
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inflamacéo e infeccéo levam a danos as células do epitélio pulmonar devido ao canal CFTR
defeituoso. Fonte: Adapatado de LOPES-PACHECO, 2016.

A morte prematura se da porque os brébnquios e pulmdes séo
afetados por bronquite crénica e broncopneumonia, geralmente desencadeada
por bactérias especificas como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. A permanéncia dessas bactérias € responsavel pela infeccdo e
inflamacé@o crbnica dos pulmdes, com deterioracdo progressiva e declinio
gradual da funcéo respiratéria levando a insuficiéncia do 6rgao (RATJEN et al.,
2015).

1.7 Diagndstico

No Brasil, através da Portaria GM/MS n° 822 de 6 de junho de
2001, criou o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) e incluiu o diagnéstico precoce para fibrose cistica,
através da realizacdo do teste de pezinho (DAMACENO, 2020). No teste é
realizada a dosagem do tripsinogénio imunorreativo (IRT) - uma enzima
pancreatica - em amostra de sangue colhida em até 30 dias de vida
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Quando ha bloqueio dos dutos pancreéaticos,
o tripsinogénio ndo pode ser convertido em tripsina no intestino, elevando sua
concentracdo na corrente sanguinea, o que € detectado pelo teste (SERRANO,
2016). Os valores de referéncia desse teste consideram como normais valores
abaixo de 70 ng/mL em sangue total, em até 30 dias de vida. Apos esse periodo,
os niveis do IRT se normalizam, entdo é recomendado a realizacéo direta do

teste do suor (DAMACENO, 2020). O teste do tripsinogénio imunorreativo nao e
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especifico para fibrose cistica, todavia, quando os valores apresentam
alteracdes deve ser realizado o teste do suor uma vez que o teste que realiza a
dosagem do IRT apresenta altos indices de falsos-positivos (PAGIN; SERMET-
GAUDELUS; BURGEL, 2020).

O teste do suor mede a concentracdo de cloreto, sendo positivo para
fibrose cistica quando os niveis sdo maiores que 60 mmol/L em duas amostras
independentes analisadas (ATHANAZIO et al., 2017). Ainda que o teste do suor
seja 0 mais utilizado para o diagndstico, este ndo informa o tipo de mutacdo que
o portador de fibrose cistica possui, informacdo que ajudaria o médico na
prescricdo do tratamento mais adequado, visto que ja estdo disponiveis no
mercado potenciadores e corretores do canal CFTR para algumas das mutacdes
existentes (DEKKERS et al., 2013). Atualmente, uma das Unicas formas de
conhecer as duas mutacfes do paciente é através do sequenciamento do DNA
do gene CFTR (SERRANO, 2016). No Brasil, o exame ainda ndo esta disponivel
pelo Sistema Unico de Salde, mas o Grupo Brasileiro de Estudos em Fibrose
Cistica no “Projeto de Genotipagem”, em 2017, fez sequenciamento genético

gratuito aos pacientes com FC cadastrados nos Centros de Referéncia.

1.8 Tratamento

As terapias atuais para fibrose cistica sdo principalmente sintomaticas e
com foco na recuperacao da funcao dos pulmdes e na normalizacao da captacéo
de nutrientes para o crescimento fisico (LOPES-PACHECO, 2020). Os pacientes
com fibrose cistica fazem uso de varios medicamentos como antibigticos, anti-
inflamatorios, broncodilatadores, mucoliticos, reposicao de enzimas digestivas,
uso de vitaminas lipossollveis combinados a procedimentos como fisioterapia
respiratOria, oxigenoterapia, exercicios fisicos e suporte nutricional para manter
o funcionamento dos O0rgaos e minimizar os sintomas (ROSA et al., 2008). O
transplante pulmonar é o tratamento estabelecido para pacientes com doenca
pulmonar terminal (RATJEN et al., 2015) sendo estimado que cerca de 16,4%
do total de transplantes de pulmao realizados no mundo séo realizados em
adultos com fibrose cistica (LYNCH et al., 2015). Os resultados para pacientes
submetidos a transplante, mostram que os pacientes melhoraram rapidamente,

mas sao relatadas algumas complicacdes como falha do enxerto (aguda ou
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cronica), infeccbes oportunistas e complicagbes com o0s medicamentos
imunossupressores crénicos que fazem que a taxas de sobrevida seja cerca de
50% no periodo de 5 anos (LYNCH et al., 2015). Nos ultimos anos, surgiram
medicamentos que buscam corrigir diretamente os efeitos causados por
mutacdes do gene CFTR e que receberam aprovacdo regulatoria (LOPES-
PACHECO, 2020).

O medicamento Ivacaftor (VX-770) é considerado um potenciador,
sendo responsavel por se ligar diretamente a proteina CFTR aumentando a
probabilidade de abertura do canal. Esta foi a primeira terapia guiada aprovada
para tratamento da fibrose cistica (LOPES-PACHECO, 2016). A droga atua em
células que possuem mutacdes das classes Ill e IV, em que a proteina CFTR
esta presente na membrana apical da célula, mas €é disfuncional, ou entdo
quando esta em pequena quantidade (classe V) (FAJAC; GIRODON, 2020). J&
os medicamentos como lumacaftor (VX-809) e tezacaftor sdo chamados de
corretores e sdo responsaveis por melhorar o processamento intracelular e a

quantidade de CFTR presente na membrana plasmaética.

Além disso, o medicamento Orkambi (lumacaftor/ivacaftor) atua como um
potenciador e corretor, e € um dos medicamentos utilizados para portadores dos
dois alelos com a mutacao F508del. O medicamento da empresa Vertex ja é
aprovado nos Estados Unidos, Unido Europeia e no Brasil (LOPES-PACHECO,
2016). Em pacientes portadores de gendétipos especificos de FC, esses
medicamentos demonstraram bons resultados de curto e longo prazo, incluindo
melhorias na fung&o pulmonar e aumento no indice de massa corporal (LOPES-
PACHECO, 2020). A terapia combinada representou uma grande evolu¢cao no
quadro clinico, embora seja relatado que seu beneficio clinico nos homozigotos
F508del ainda permanece abaixo das expectativas, sugerindo que alguns
defeitos causados pela mutacdo podem nao ser alvos dessas terapias (FROUX
et al., 2019) necessitando de um desenvolvimento mais direcionado para estes

pacientes.
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1.9 Custos

Um estudo realizado por Rubin e colaboradores (2017) avaliou os custos
para o sistema privado nos Estados Unidos de um portador de fibrose cistica,
sendo 44,8% dos pacientes homozigotos para F508del, e atribuiu valores anuais
entre US$ 30.000 para pacientes com doenca leve até US$119.000 no caso da
doenca grave. Além disso, caso fosse necessaria intervencao hospitalar devido
a episédios agudos relacionados a funcéo pulmonar, os valores poderiam chegar
a US$ 45.361 por internacao (RUBIN et al., 2017). Em outro estudo realizado
nos Estados Unidos, foram estimados os custos bésicos anuais que o0s
portadores de fibrose cistica ttm com enzimas pancreaticas (US$600-1.000),
broncodilatadores (US$ 42.000), antibidticos (US$12.000-34.000) e
hospitalizagbes ($0-120.000) e os valores foram comparados com o dos
medicamentos que atuam como moduladores do canal CFTR que variam de
US$250.000 a 368.000 por ano (ORENSTEIN; ABOOD, 2018).

Rubin et al., (2017) ainda citam que quase um quarto dos pacientes com
fibrose cistica atrasam ou ignoram os cuidados devido aos elevados custos de
tratamento nos Estados Unidos. De maneira semelhante, no Brasil, Pinto e
colaboradores (2019) realizaram um estudo descritivo em hospital de referéncia
nacional em doencas raras localizado no estado do Rio de Janeiro e
entrevistaram 99 familias. Os resultados mostraram que para fibrose cistica, o
custo mediano mensal ndo médico considerando apenas a rotina de tratamento,
foi de R$ 2.156,56 (R$ 961,00-R$7.345,82) e cada internacdo do paciente
custava cerca de R$300,00 diariamente, em 2017.

O alto custo para tratamento de portadores de doencas raras abre espaco
para a necessidade da cura efetiva (PINTO et al, 2019). Embora o
desenvolvimento de medicamentos moduladores do CFTR se mostraram
eficazes na causas subjacentes da fibrose cistica, eles sado de alto custo e nédo
fornecem uma cura, sendo necesséarios durante toda a vida do paciente
(COONEY; MCCRAY:; SINN, 2018). Desta maneira, a terapia génica seria uma
alternativa que poderia corrigir permanentemente e alterar o fendtipo dos
afetados (SCHNEIDER-FUTSCHIK, 2019)
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1.10 Terapia Génica

A terapia génica € baseada na manipulacdo de genes de um individuo
para tratar, prevenir ou curar uma doenca (HODGES; CONLON, 2019) e pode
ser aplicada em doencgas raras, uma vez que a maior parte dessas doencas tém
origem genética (WHITE, 2019). As terapias existentes sdo projetadas para:
insercdo de uma copia normal do gene mutado, a inativacdo de um gene que
funciona incorretamente via RNA de interferéncia (iRNA), ou entdo, a correcao
do gene mutado via edicado de genoma (ANGUELA; HIGH, 2019). Recentemente
surgiu a possibilidade de corrigir os defeitos diretamente no DNA com técnicas
de edicdo que utilizam tipos diferentes de nucleases (ZINC-FINGER, TALEN ou
CRISPR/Cas9) que sdo especificas para certas sequéncias de DNA. Estas
nucleases introduzem quebras na fita dupla préximas ao local da mutacéo a ser
corrigida e depois dependem de uma sequéncia de reparo doada e dos
mecanismos celulares de reparo do DNA para reconstituir ou corrigir o
funcionamento do gene alvo (HODGES; CONLON, 2019).

O uso clinico da terapia génica ainda possui alguns desafios: eficiéncia
da transfeccdo, o direcionamento especifico para as células-alvo, mutacdes
inespecificas (off-targets), a duracdo da expressdo e a seguranca do método
empregado (SILVA; BARBOSA JUNIOR, 2018). Uma das principais
preocupacdes quando se fala em terapia génica € a seguranca, principalmente
quando sao utilizados vetores virais para a entrega do transgene
(GRIESENBACH; PYTEL; ALTON, 2015). Cerca de 70% dos testes clinicos de
terapia genética realizados usaram virus modificados (retrovirus, lentivirus ou
adenovirus) para entrega do material genético, porém estes vetores virais
integrantes apresentam o risco de mutagénese insercional, que ocorre quando
o DNA viral é inserido em genes, interrompendo sua expressao ou ativando um
oncogene (SCHNEIDER-FUTSCHIK, 2019). Assim, 0 uso de vetores nao virais
tém ganhado muita atencéo pela questao de biosseguranca, ja que apresentam
menor imunotoxicidade e menos risco de integragdo ao genoma
(RAMAMOORTH; NARVEKAR, 2015).

A aplicacdo eficaz da terapia génica para fibrose cistica ainda € um
desafio, principalmente devido a entrega e a expressao genética transitéria

(GUAN et al., 2019). O desenvolvimento clinico da terapia génica pulmonar é
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mais lento que outros 6rgados-alvo, devido a presenca majoritaria de células
diferenciadas que séo lentamente substituidas pelas progenitoras e as barreiras
extracelulares (muco, liberacdo mucociliar e mecanismo de resposta imune
efetivas) que prejudica a transferéncia génica para esse 6rgéo via inalacdo
(HODGES; CONLON, 2019).Todos esses fatores fazem com que a entrega seja
um desafio sem o uso de vetores virais, além disso é relatado uma certa
complexidade na regulacdo do CFTR ,a nivel celular no pulméo, na medida em
que os varios tipos de células residentes teriam um nivel de expressao diferente
(HAN et al., 2015).

Um conjunto de evidéncias sugere que mesmo quantidades baixas de
expressdo de CFTR podem ser suficientes para melhorar o quadro associado a
doenca pulmonar. Cerca de 25% das células que expressam CFTR sédo
necessarias para permitir o transporte eficiente (I et al., 2012), embora existam
experimentos que mostraram cerca de 6 a 10% das células expressando CFTR,
ja seriam o suficiente para a recuperacdo (ROGERS et al., 2008). Uma das
principais limitacdes em se determinar a eficiéncia deste tipo de terapia esta na
quantificacdo do CFTR, uma vez que a quantificacdo da expresséao do CFTR se
da pela avaliacdo do mRNA ou entdo da deteccao da proteina. A deteccédo do
MRNA é realizada pela técnica de RT-gPCR. J4 a deteccdo da proteina é
realizada por western blot, uma técnica ndo funciona bem nas bidpsias obtidas
dos tecidos de pacientes com FC, visto a baixa expressao do CFTR nos tecidos
(GRIESENBACH; PYTEL; ALTON, 2015). Como agravante, nenhum dos
estudos clinicos ja realizados demonstrou evidéncias de correcao do defeito de
transporte do canal, sendo avaliada a eficiéncia apenas em técnicas moleculares

e avaliacao clinica.

Alguns estudos clinicos foram realizados aplicando terapia génica para
fibrose cistica, por exemplo: o estudo NCTO00004471 de fase | com 9
participantes da Universidade do Alabama em Birmingham (2011) buscou
determinar se cépias do gene da fibrose cistica poderiam ser entregues as
células que revestem o0 nariz de pacientes com fibrose cistica usando
transferéncia génica mediada por lipossomo catidnico (DMRIE / DOPE), porém
nao ha resultados publicados até o momento. Um dos maiores ensaios clinicos

para fibrose cistica, NCT01621867 de Fase Il com 130 participantes, foi realizado
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pelo Consaorcio UK Cystic Fibrosis Gene Therapy (UK CFGTC) realizou a entrega
de DNA em forma de plasmideo que codifica o gene CFTR complexado com um
lipossomo catidnico, a administracao era realizada pela nebulizacéo de 5 mL do
complexo pGM169/ GL67A-lipossoma ou solugao salina a 0,9% (placebo)
mensalmente durante 1 ano. Os resultados obtidos mostraram que essa
abordagem apresentou apenas um efeito estabilizador médio, registrada apenas
em alguns individuos e que resultaram em alteracdes nos cuidados relacionados
ao paciente, porém ndo foram suficientes para melhorar a doenga pulmonar.
Além disso, ndo foram apresentadas evidéncias moleculares da expressao do

transgene CFTR e os estudos ndo passaram para Fase Ill (ALTON et al., 2015).

No que diz respeito a terapia celular, o estudo NCT02866721 de 2016,
utiliza células-tronco mesenquimais alogénicas, via infusdo intravenosa, em
pacientes com fibrose cistica. O estudo foi realizado com 14 pacientes e o
objetivo € avaliar seguranca e tolerancia da terapia para futuras aplicacdes
clinicas. O estudo foi finalizado em dezembro de 2020, no entanto ainda ndo ha
resultados publicados. Os resultados obtidos serdo pioneiros quanto a este tipo

de terapia em fibrose cistica.

Em se tratando da técnica de CRISPR, ainda ndo h& estudos clinicos
aplicando a tecnologia para a fibrose cistica, todavia existem ensaios clinicos em
andamento para doencas genéticas, HIV e cancer. O estudo clinico
(NCT03872479) utiliza a técnica para excluir uma mutacdo no gene CEP290,
responsavel pela doenca rara amaurose congénita de Leber 10 (LCA10), que
causa disfungbes na retina levando a cegueira na infancia (MAEDER et al.,
2019). Para corrigir a mutacao IVS26, o produto em desenvolvimento (EDIT-101)
usa uma construcao contendo o vetor de adenovirus AAV5 com dois RNAs guia
para identificar a localizacdo da mutagcéao 1IVS26 no gene CEP290, combinado
com DNA que codifica a enzima Cas9 sob um promotor especifico para células
fotorreceptoras (HARRISON, 2020). O estudo estd em andamento.

Em 2020, foi iniciado o estudo clinico NCT04601051 de fase 1, da
empresa Intellia Therapeutics, utiliza o sistema CRISPR como forma de tratar a
doenca transtirretina amiloidose (ATTR). A doenca é causada por mutacdes no
gene TTR, que faz com que o figado produza uma proteina chamada

transtirretina (TTR) em uma forma mal dobrada que se acumula no corpo
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causando insuficiéncia cardiaca e neuropatias. Com o objetivo de corrigir a
mutacdo, o estudo utiliza nanoparticulas lipidicas para a entrega, administrado
por via venosa, do RNA guia especifico para o gene TTR e o RNA mensageiro
que codifica a proteina Cas9 (INTELLIA, 2020). O estudo esta em andamento e
ndo hé resultados publicados.

1.11 Custos da Terapia Génica

Segundo uma estimativa, um medicamento aprovado para terapia
genética custa quase US$ 5 bilhdes, cerca de cinco vezes mais alto que o custo
médio da aprovacdo do Food and Drugs Administration (FDA) para um
medicamento comum. De um modo geral os custos para aplicacdo de uma
terapia génica segura e eficaz ainda é muito alto, por exemplo o produto Glybera
fabricado pela empresa UniQure, aprovado para uso em 2012 na Europa, €
baseado em um vetor adenoassociado nao-replicativo, destinado a pacientes
com deficiéncia de lipoproteina lipase (SILVA; BARBOSA JUNIOR, 2018) e
custa cerca de US$ 1 milh&o por paciente, ainda que restem davidas quanto a
sua eficacia (ORKIN; REILLY, 2016).

No Brasil, a regulamentacéo frente ao uso de produtos relacionados a
terapia celular avancada e terapia génica segue a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) 260/2018 e foi um marco regulatério para o tema. A resolucdo
surgiu como uma complementacédo para a RDC 214/2018 que dispde sobre boas
praticas na utilizacdo de células humanas para uso terapéutico e em pesquisa
clinica. Em 2020 foi aprovada a RDC 338/2020 estabelecendo os requisitos
minimos para o registro de produto de terapia avangada para comprovar eficacia,
seguranca e qualidade, permitindo a comercializacdo no Brasil (ANVISA, 2020).
Com essas novas medidas regulatérias a quantidade de ensaios clinicos e

pesquisas aplicadas a terapia génica tendem a aumentar no Brasil.

Atualmente, existem dois produtos de terapia génica aprovados para
uso no Brasil: 0 Luxturna e o Zolgensma, ambos utilizam a transferéncia do
material genético via o vetor adenovirus associado (BULAKLAK; GERSBACH,

2020). O medicamento Luxturna, da empresa Spark Therapeutics, € usado para
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tratar a doengca amaurose congénita de Leber que afeta a retina, o tratamento
insere, Nno espacgo sub-retiniano, uma copia funcional do gene RPEG65 as células
epiteliais pigmentares da retina (RPE), restaurando a capacidade das células de
produzir a enzima principal. O custo médio é estimado entre US$ 1 milhdo e US$
2 milhdes de dolares (WALTZ, 2018). O medicamento produzido pela empresa
Novartis, Zolgensma, é usado no tratamento da atrofia muscular espinhal (AME),
uma doenca neuromuscular degenerativa e progressiva, e foi liberado em
novembro de 2020 pela Agéncia reguladora brasileira (ANVISA) permitindo a
comercializacdo no Brasil. A autorizacdo foi dada em carater excepcional pois
Sa0 necessarios a realizacdo de estudos adicionais para comprovar a eficacia.
A doenca, monogénica, € causada pela mutacdo na proteina necessaria para
formacao dos neurénios ligados ao movimento dos musculos, levando a atrofia
progressiva dos musculos e a morte precoce. O custo, por paciente, fica em torno
de US$ 2 milhes (VALECIO, 2020).

1.12 Ferramentas de Edicdo Génica na Fibrose Cistica

Tendo em vista as possibilidades terapéuticas da terapia génica aplicada
a fibrose cistica e a problematica de inserir o gene CFTR inteiro nas células-alvo,
varias ferramentas de edicdo do genoma vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de corrigir as mutacdes existentes no gene e restaurar a funcao do canal
melhorando a qualidade de vida dos portadores da doenca (FAJAC; GIRODON,
2020). Varios estudos in vitro foram realizados a fim de se mostrar a eficiéncia
na edicdo genética aplicada a fibrose cistica com o uso das ferramentas como
as nucleases dedo de zinco, TALEN e CRISPR/Cas9.

A ferramenta de edicdo do DNA conhecida como CRISPR/Cas9 foi
desenvolvida com base em um dos mecanismos de defesa de bactérias e
archaeas quando estas sdo infectadas por acidos nucleicos virais (LIU et al.,
2017). A nomenclatura CRISPR vem do acrénimo (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) e se refere as sequéncias curtas de
DNA do material genético viral (protoespacadores) que se integram no DNA
bacteriano proximas a outras sequéncias que sdo repetidas, palindrémicas,
curtas e intercaladas (CRISPR) (WANG; LA RUSSA; QI, 2016). Assim quando

uma bactéria é novamente atacada pelo mesmo DNA viral, esses espacadores
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séo transcritos da matriz e usados para guiar um complexo proteico (proteinas
Cas9) capazes de clivar esses protoespacadores em moléculas de &acido
nucleico viral em uma segunda infeccdo. Para evitar autoimunidade, algumas
bactérias tém sistemas CRISPR/Cas9 que clivam alvos de DNA somente se
estiverem proximos de sequéncias conhecidas como motivos adjacentes ao

protoespacador (PAMs). A Figura 1.4 ilustra como ocorre essa integracao.
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Figura 1.4- Funcionamento do sistema CRISPR em bactérias. Mecanismo pelo qual bactérias
invadidas por virus selecionam sequéncias curtas do DNA viral (protoespacador) e integram
essas entre regides especificas em seu préprio genoma (CRISPR), de forma quando houver uma
segunda infeccdo esse locus € transcrito guiando um complexo de clivagem com proteinas Cas9

que clivam este DNA viral impedindo uma nova infeccdo. Fonte: Adaptado de Johan
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Baseado neste mecanismo de defesa bacteriano, foi desenvolvido o
sistema de edicdo gendmica denominado CRISPR que pode ser aplicado na
edicdo de genomas, insercdo e delecdo de sequéncias de DNA (YOSEF;
QIMRON, 2015). A ferramenta CRISPR é baseada na entrega de dois
componentes principais: um RNA que serve como guia reconhecendo uma
sequéncia de nucleotideos especifica no genoma e uma proteina que é capaz
de clivar a uma sequéncia especifica de nucleotideos denominada sitio PAM e
clivar a dupla-fita de DNA de modo que essa quebra na dupla-fita ativa o
mecanismo de reparo da propria célula (WHITE, 2019). A proteina Cas9 é uma
endonuclease que realizard a clivagem do DNA e pode ser derivada de
diferentes bactérias como (SaCas9) de Staphylococcus aureus ou Streptococcus
pyogenes (SpCas9) por exemplo. O RNA que serve como guia (SgRNA) é
formado por duas partes: a parte constante que serve como arcabouco para a
ligacdo da proteina Cas9 denominado tracrRNA e a parte variavel construida
especificamente para o alvo no DNA (CUI et al.,, 2018). Para que exista a
clivagem da dupla fita do DNA é necessario que a sequéncia de DNA
(protospacer) seja complementar a sequéncia do sgRNA e adjacente ao sitio
PAM para que a Cas9 reconheca e clive (REDMAN et al., 2016). Como o DNA
desempenha uma funcao essencial na manutencao celular, os mecanismos de
reparo sao regulados durante o ciclo celular pelos pontos de verificacao
(checkpoints) que garantem que o DNA de uma célula esteja intacto antes de
permitir a replicacao e a divisao celular (BRANZEI; FOIANI, 2008).

Desta forma, uma vez que a Cas9 realize a quebra na dupla-fita do DNA
(DSB), estas podem ser reparadas por dois mecanismos distintos pela propria
célula sendo a juncdo das extremidades ndo homologas NHEJ (Non-
homologous end joining) e o reparo dirigido por homologia HDR (Homology
directed repair) (CUI et al., 2018). No tipo de reparo NHEJ as extremidades da
guebra sado simplesmente justapostas e religadas com a perda de nucleotideos
no sitio da ligacdo (ALBERTS et al., 2012). Embora esse tipo de reparo cause

insercdes e delecdes no genoma, este tipo tem maior frequéncia na espécie
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humana. O reparo NHEJ depende do heterodimero Ku (Ku70 e Ku80) que é o
primeiro complexo que reconhece e se liga nas regifes da quebra de dupla fita
e serve como um arcabouco para recrutar outras proteinas que auxiliam no
mecanismo de reparo (BRANZEI; FOIANI, 2008). Dentre esses, a enzima DNA
ligase IV usa pedacgos pendentes de DNA adjacentes para unir e preencher as
extremidades, realizando o reparo. O outro tipo de reparo, HDR, ocorre durante
e logo apods areplicacdo de DNA (nas fases S e G2), quando as cromatides irmas
estdo fisicamente muito proximas, precisando assim um doador de homologia
(LIN et al., 2014). Dessa forma, quando a célula ndo esta nas fases S ou G2 o

mecanismo NHEJ é utilizado.

Para que ocorra o HDR, o DNA precisa ter algumas regides de homologia
reconhecidas através do pareamento de bases (ALBERTS et al., 2012). Na
primeira etapa, as extremidades do DNA danificado sdo removidas, produzindo
uma extremidade de fita simples 3’ e a proteina de replicagao A (RPA) primeiro
reveste e estabiliza esse DNA fita simples gerado recentemente e ativam
proteinas de resposta a danos ao DNA (p53, BRCAl e CHK2)
subsequentemente podem ser ativadas diferentes vias de HDR que podem ser
dependentes ou independentes de RAD51 (YEH; RICHARDSON; CORN, 2019).
Uma vez reconhecida a sequéncia homéloga por pareamento de bases, uma
enzima DNA-polimerase de alta fidelidade alonga a fita danificada usando a
informacéo fornecida pelo DNA-molde, presente na cromatide-irma ou DNA
doador, realizando a correcao. As etapas finais incluem deslocamento da fita,
sintese adicional do reparo e ligacdo que finaliza a regeneracao das duplas
hélices. A Figura 1.5 mostra os elementos necessarios para aplicacdo da
tecnologia CRISPR/Cas9.
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Sequéncia alvo

Regiéo constante do sgRNA

NHEJ HDR DNA doador

Figura 1.5- Componentes e mecanismo basico necessario para aplicacdo do CRISPR. A edicao
de genomas é baseada em uma molécula de sgRNA e de uma proteina Cas9 que ao produzir
quebra na dupla fita de DNA ativa 0 mecanismo de reparo de DNA da célula (NHEJ ou HDR).
Fonte: Adaptado de CUI et al., 2018

Além dos dois tipos de mecanismos de reparo, existe o reparo dirigido por
micro homologia (MMEJ) que de maneira semelhante ao NHEJ, une as
extremidades quebradas do DSB sem a necessidade de um DNA molde. No
entanto, o MMEJ requer a resseccao final produzindo uma fita simples contendo
uma hidroxila livre no terminal 3° de maneira semelhante ao HDR, mas este tipo
de reparo causa grandes delecbes no DNA, sendo mais aplicado em
silenciamento de genes (YEH; RICHARDSON; CORN, 2019).

O maior desafio na aplicacdo do CRISPR € o método de entrega do
complexo de maneira eficiente (LIU et al., 2017). S&o descritos métodos, sendo
estes fisicos (microinjecado, eletroporacao, biobalistica, injecdo hidrodinamica),
métodos quimicos (mediadores lipidicos, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas de ouro, peptideo sinal, iTOP) e virais (lentivirus e adenovirus
associados) todos com suas vantagens e desvantagens (LINO et al., 2018; LIU
et al.,, 2017). No geral, a eficiéncia de edicdo baseada em CRISPR ainda
permanece muito baixa, com menos de 10% de células editadas (LINO et al.,
2018). Embora o0 sgRNA seja desenhado especificamente para a regidao do DNA
em que se deseja editar, existe a possibilidade do complexo parear em outras
regioes parecidas e gerar mutacdes fora do alvo (off-targets) que podem ocorrer
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no genoma com até trés nucleotideos incompativeis na regiao distal do PAM do
alvo (CUI et al., 2018). Para tentar mapear e verificar a existéncia dos off-targets,
foram desenvolvidas diferentes metodologias: predi¢éo in silico por ferramentas
de bioinformatica, ensaio com a enzima endonuclease T7 e 0 sequenciamento
do DNA. De maneira geral, a predicéo in silico utiliza softwares que comparam
a sequéncia do sgRNA desenhado com os possiveis alvos no genoma, para até
4 mismatches (pareamentos imperfeitos). Ja o0 ensaio com a enzima
endonuclease T7 detecta eventos de insercdes e dele¢des (indels), visto que a
enzima cliva o DNA quando ocorre o pareamento imperfeito de bases. O produto
da reacdo € aplicado em gel de agarose e com o perfil de migracdo destes
fragmentos pode-se inferir a quantidade off-targets, mas também com baixa
sensibilidade, uma vez que ndo é possivel saber o local do off-target no genoma
e que tipo de mutacéo foi gerada. Por fim, pode ser realizado sequenciamento
das regifes preditas in silico ou sequenciamento em larga escala e a

comparacao com a sequéncia genémica (HAN et al., 2015).

A aplicacao datecnologia de CRISPR na cura de doencas representa uma
area muito promissora na biotecnologia, embora ainda existam poucos ensaios
clinicos aplicados a fibrose cistica, alguns documentos de patentes foram
encontrados, nas bases de dados WIPO (World Intellectual Property
Organization) - Patent Scope, sobre como melhorar e aplicar essa tecnologia.

O documento de patente WO2015052133A1 - Permanent gene correction
by means nucleotide-modified messenger RNA de 2015 descreve modificacbes
quimicas realizadas no mMRNA e a entrega via vetor viral para o tratamento de
doencas pulmonares: fibrose cistica (FC), asma ou doenca pulmonar obstrutiva
cronica. Ja no documento de patente EP3079725A1- Delivery, use and
therapeutic applications of the CRISPR/ Cas systems and compositions for
genome editing do Broad Institute de 2014 s&o citadas diferentes modificagbes
gue podem ser realizadas no sgRNA e na proteina Cas9 além de diferentes
construcoes de ferramentas moleculares a fim de melhorar o direcionamento
para aplicacdo terapéutica. O documento também descreve como melhorar a
entrega dos componentes via vetores virais, podendo ser aplicado a fibrose
cistica, embora ndo ha nada especifico para este fim. O documento de patente

especifico para fibrose cistica, depositado nos Estado Unidos e Europa, é o
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US20170022507 - CRISPR/Cas-related methods and compositions for treating
cystic fibrosis da empresa Editas Medicine. Nele é descrito o processo de
aplicacao da tecnologia de edicdo em fibrose cistica, consistindo nos desenhos
e estrutura de sgRNAs para algumas mutacdes no gene CFTR (F508del, G542X,
€.3849+10 kb), modificagBes quimicas, uso de nucleases Cas9 de diferentes
bactérias, modificacdo quimica das nucleases, sequéncias e tamanhos de
diferentes bracos de homologia que serdo usados como DNA doador e aplicacéo

em células das vias aéreas, epiteliais e células-tronco.

No Brasil, os documentos de patente sdo depositados na base de dados
do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI). Acerca da tematica de
edicdo genética aplicado a fibrose cistica, ainda ndo ha documentos na base de
dados. Ao se falar sobre estratégias sobre terapia génica, o documento BR
112018073671-6 (THOMAS et al., 2019) aborda estratégias de entrega de RNA,
utilizando nanoparticulas, de forma a recuperar a funcéo de proteinas, incluindo
o canal CFTR. Outros documentos publicados envolvem o desenvolvimento de
técnicas de diagndstico e formulagdes farmacéuticas.

1.13 Justificativa

A fibrose cistica é uma doenca genética, monogénica e com a principal
mutacao (F508del) j& conhecida. A doenca ndo tem cura e a qualidade de vida
dos pacientes € bem comprometida, sendo a falha pulmonar a causa principal
de morte pela doenca. Neste contexto, cabe mencionar a necessidade de
desenvolver novas terapias para o tratamento eficaz da doenca, uma vez que a
doenca afeta 1 a cada 10 mil pessoas no Brasil, ndo h& cura disponivel e os

medicamentos existentes sao de alto custo.

Desta maneira, com 0s avancos cientificos e a possibilidade de editar o
DNA, surge a possibilidade de estabelecer metodologias visando a aplicacao da
terapia génica e celular para fibrose cistica. Portanto, a fim de contribuir para o
desenvolvimento deste tipo de terapia € necessario realizar a construcédo de
ferramentas moleculares, baseadas em CRISPR/Cas9, para verificar a eficiéncia
da edic&o in vitro e outros aspectos envolvendo a aplicacdo da técnica neste

modelo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Construir ferramentas moleculares para aplicacdo da técnica de
CRISPR/Cas9 para corrigir a mutacao F508del causadora de fibrose cistica no

modelo de célula de epitélio pulmonar (CFBE).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
(1) Construir ferramentas de edicdo baseada em plasmideo e
ribonucleoproteina;
(2) Estabelecer o método de transfec¢do, no modelo do plasmideo;
(3) Estabelecer a concentracdo de drogas que atuam sincronizando o ciclo
celular;
(4) Estabelecer metodologias para avaliar a corre¢cdo da mutacdo F508del

(5) Avaliar a correcdo com uso das ferramentas construidas.
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSTRUCAO DE FERRAMENTAS

3.1.1 Desenho do sgRNA e Mapeamento dos off-targets
A sequéncia do gene CFTR (NG_016465.4) e do RNA mensageiro —
MRNA  (NM_000492.3) foi obtida na base de dados NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) a partir da sequéncia do genoma humano
(GRCh38.p12). Com o software SnapGene (GSL Biotech) a sequéncia
codificante (CDS) do gene CFTR foi identificada e o aminoacido 508 (sequéncia
de nucleotideos CTT) localizado, conforme exemplificado na Figura 3.1. Uma
regido de 200 pares de bases antes e depois da posi¢cdo 508, totalizando 400
pares de base, foi selecionada para a predicdo dos desenhos do RNA guia
(sgRNA). Para o desenho dos sgRNAs, que atuardo no reconhecimento da
regido do gene CFTR a ser clivada pela proteina Cas9, foram utilizadas duas
ferramentas online ja descritas literatura ChopChop
(https://chopchop.cbu.uib.no/) (LABUN et al. 2019) e Eukaryotic Pathogen

CRISPR gRNA Design Tool (http://grna.ctegd.uga.edu/) (PENG et al., 2015).

Gene CFTR NG_016465.4

508del

GGCACCATTAAAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATAT

Figura 3.1 - Localizacdo da mutacdo F508del no gene CFTR.

Com a sequéncia do gene, os 400 pares de bases na regido da posicao
508 foi inserida nos softwares, assim como os sitios PAM das proteinas SaCas9
(NNGRRT) e SpCas9 (NGG) em que N representa qualquer nucleotideo e R
representa A ou G, além disso foi definido um nimero maximo de 3 mismatches.
A escolha de cada sequéncia foi realizada com base na: (1) proximidade do
sgRNA com a o local da mutacdo F508del; (2) eficiéncia predita informada pelo
software e (3) quantidade e localizacdo de possiveis off-targets no genoma
humano. Analisando estes parametros foram selecionados 3 sgRNAs para cada
uma das proteinas de clivagem (SaCas9 e SpCas9), totalizando 6 sgRNAs a

serem testados.
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O mapeamento dos off-targets e seus locais preditos foram analisados
com o] auxilio de softwares online, sendo CasOffinder
(http://Iwww.rgenome.net/cas-offinder/) (BAE; PARK; KIM, 2014) utilizada para
prever a quantidade de off-targets totais e a posi¢céo destes no genoma humano.
Para determinar o local em que o possivel off-target afetard no genoma, a
proximidade deste no sitio PAM e a regido do genoma a ser sequenciada para
confirmar foi utilizado o software CRISPOR (http:/crispor.tefor.net/)
(CONCORDET,; HAEUSSLER, 2018) selecionando 3 mismatches, embora

sequéncias contendo 4 mismatches em éxons também foram consideradas na

analise. O software também permitiu confirmar os desenhos dos sgRNA e sua
eficiéncia tedrica. Com base nos resultados obtidos, optou-se por selecionar as

sequéncias que reconheceriam o menor nimero de éxons possivel.

3.1.2 Construcdo do sgRNA no plasmideo px458

O plasmideo px458 (addgene 152199) foi modificado de forma a expressar o
gene reporter da proteina vermelha fluorescente (RFP). Este plasmideo permite
a expressao do sgRNA, através de sitios de clonagem, e da proteina SpCas9,
além do gene reporter (RFP). Para construcdo desta ferramenta, foi seguido o
protocolo de Cong e colaboradores (2013). Inicialmente, duas sequéncias de
oligonucleotideos complementares, contendo a sequéncia dos sgRNA, foram
sintetizados pelo método de dessalinizagéao.

Como a enzima Bbsl apresenta dois sitios de restricdo no plasmideo px458,
sendo que a regido de corte desta enzima forma um overhang 3’ no qual os
oligonucleotideos devem parear (GTTTTA e GTTT), os sgRNAs foram
desenhados com as sequéncias complementares a estes sitios, conforme
apresentado na Figura 3.2.

5 AAALC GT -3'

guide sequence [ ARIRARL
insart 3. CAAAAT -5

Figura 3.2 Sequéncia dos sgRNAs com o sitio da enzima Bbsl. Fonte: (CONG et al., 2013)

A ligacdo do sgRNA no plasmideo ocorreu em cinco etapas que

compreendem: (1) abertura do plasmideo, (2) fosforilagdo e anelamento dos
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oligonucleotideos, (3) ligacdo dos oligonucleotideos no plasmideo, (4)
transformacdo da bactéria e (5) confirmacdo dos clones. Segue a descri¢ao

detalhada de cada etapa:

(1) Abertura do plasmideo: 2ug do plasmideo px458 foi digerido com 1L
da enzima Bbsl (New England Biolabs, Massachusetts, USA) em um volume de
reacdo de 40pL durante 16 horas a 37°C. Em seguida, para separacédo do
fragmento, a amostra foi adicionada a glicerol 5x e submetida a um gel de
agarose 0,8% submerso em tampéo TAE (Tris, acetato, EDTA). Apds a migracado
do DNA no gel, o mesmo foi incubado em GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium, USA) durante 20 minutos e a banda foi visualizada em luz UV no
fotodocumentador de gel de agarose LPIX (Loccus Biotecnologia, USA). A banda
correspondente ao plasmideo aberto foi cortada do gel de agarose e purificada
com uso do kit comercial lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kits
(GE Healthcare, USA).

(2) Anelamento e fosforilacdo dos oligos: os oligos sintetizados
complementares que compde o sgRNA (100uM de cada) foram anelados e
fosforilados com 1pL da enzima T4 PNK (New England Biolabs, Massachusetts,
USA) em um volume de reacao de 10uL. O programa iniciado em 95°C seguido
de uma rampa de temperatura 5°C decrescente até 25°C usando o termociclador
ProFlex PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA). Em seguida, o produto da
reacao foi diluido na propor¢cdo 1:250 para a reacao de ligacdo no plasmideo

aberto.

(3) Reacao de ligacao: a reacao de ligacao foi realizada com 50 ng do
plasmideo px458 aberto, 1uL dos oligos anelados e fosforilados na diluicao 1:250
e 1uL da enzima T4 ligase (New England Biolabs, Massachusetts, USA) em um

volume de 10pL de reacgéo durante 16 horas a 4°C.

(4) Transformacgéo: A bactéria utilizada foi a cepa de E. coli termo-
competente (DH5a) e a transformacgéo se deu utilizando 50 yL de bactérias e
3uL da reacao de ligagcédo da etapa anterior. A transformacgéao foi realizada por
choque térmico incubando as bactérias e o produto de ligagdo no gelo durante
30 minutos, seguido de 42°C por 40 segundos e retornando ao gelo por 2
minutos. Em seguida, para a recuperacéo das bactérias foi adicionado 1 mL de
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meio de cultura Luria Bertani (LB) e incubagéo a 37°C durante 1 hora. Em placas
contendo LB com ampicilina, foram colocados 250uL por placa e o crescimento

das colbnias ocorreu a 37°C por 16 horas.

(5) Confirmacao dos clones positivos: Foram utilizadas trés técnicas para

confirmar se os clones positivos tém a sequéncia do sgRNA desejada:
° PCR

Para determinar se as colbnias que cresceram na placa possuem as sequéncias
dos sgRNAs, estas foram submetidas a uma PCR de colonia utilizando duas
combinacdes de primers especificos: (1) primer forward do guia especifico e
primer reverso CMVR (CCGTAAATACTCCACCCATTGA) e (2) primer U6
forward (GAGGGCCTATTTCCCATGATT) e primer reverso do guia especifico.
A colbnia de interesse foi adicionada diretamente a reacdo contendo a Mistura
para PCR kit NAV (IBMP) que contém a enzima Taq polimerase e todos 0s
elementos necessarios para amplificacéo no termociclador ProFlex PCR System
(ThermoFischer Scientific, USA), com o0 seguinte programa: 95°C por 10
minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 61°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos e por fim 72°C por 5 minutos. As amostras foram
submetidas a corrida em gel de agarose 2%, conforme descrito anteriormente.
As colbnias que apresentaram amplificacdo por ambas as reacfes foram
selecionadas e incubadas em 5 mL de meio LB contendo ampicilina e cultivadas
por 16 h a 37°C sob agitacéo para expansao das bactérias com os plasmideos.
As células obtidas foram centrifugadas a 12.000 x g por 1 minuto e o sedimento
obtido foi utilizado para a extracdo dos plasmideos através do kit—QIAprep spin
miniprepll (QIAGEN, Hilden, Germany) conforme protocolo do fabricante. Apés a
purificacdo dos plasmideos, sua concentracdo foi medida por espectrofotometria
e foi realizada uma nova PCR com as condi¢cdes anteriores mencionadas e

usando o plasmideo px458 como controle.
e Corte com Enzimas de restricao

Para confirmar se a sequéncia foi inserida no plasmideo, foi realizado corte com
as enzimas de restricdo Bbsl (New England Biolabs, Massachusetts,USA) e
Sacll (New England Biolabs, Massachusetts USA) usando 500 ng de plasmideo

em um volume de reacao de 20puL, sendo a reagao a 37°C durante 4 horas com
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o tampao especifico da enzima. As amostras foram misturadas com glicerol 5x

e separadas em gel de agarose 1% conforme descrito anteriormente.
e Sequenciamento das amostras

As amostras foram preparadas para o sequenciamento na Plataforma de
Sequenciamento da Fiocruz-RJ pelo método de Sanger com o primer U6
(GAGGGCCTATTTCCCATGATT) e CMVR (CCGTAAATACTCCACCCATTGA)
e 200ng de DNA do plasmideo.

3.1.3 Padronizacdo do Método de Transfeccdo para o
plasmideo
3.1.3.1 Cultura de células

As células de linhagem oriundas de epitélio pulmonar de paciente com
fibrose cistica com a mutacdo F508del (CFBE) e CFBE wild type (wt) foram
cedidas pelo Dr. Miqueias Lopes Pacheco da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ). As células foram descongeladas e mantidas em garrafa de 25
cmz? (Jet Biofil®, China) revestida com matriz de colageno tipo 1 em meio de
cultura Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco™, Invitrogen, EUA)
suplementado com 20% de soro bovino fetal (SFB) (Gibco™, Invitrogen, USA)
1% L-glutamina (2mM) (Gibco™, Invitrogen, Califérnia, USA) e os antibiéticos
0,1 mg/mL de estreptomicina e 100Ul/mL de penicilina (Sigma Aldrich, EUA) em
estufa a 35°C, 5% CO:2 (Thermo Scientific, USA). ApGs atingir a confluéncia de
90% da area da garrafa as células foram lavadas com solucéo salina balanceada
livre de calcio e magnésio (BSS-CMF) e removidas da garrafa com uso de 0,25%
de tripsina (Sigma Aldrich, USA) e 0,02% de &cido etileno-diamino tetra-acético
(EDTA) (Merck, USA) durante 5 minutos a 37°C, 5% CO2. ApOs essa etapa, a
acdo da tripsina foi blogueada com uso de mesmo volume de meio DMEM
suplementado com SFB. As células em suspensédo foram homogeneizadas e
dessas foi retirada uma aliquota de 10uL de células, adicionando o mesmo
volume da solucéo 0,4% do corante azul de tripano (Sigma Aldrich, USA) e as
células foram contadas com auxilio da camara de Neubauer em microscépio de
luz invertido e a viabilidade celular determinada. Apds a primeira passagem
depois do descongelamento, a matriz de colageno tipo 1 ndo foi mais necessaria

e as células foram mantidas em garrafas de cultivo (Jet Biofil®, China).
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Para a transfeccdo do plasmideo px458 que possui a sequéncia do
sgRNA, SpCas9 e Gene da proteina fluorescente vermelha (RFP) nas células
foram testadas duas metodologias: uma baseada em agentes fisicos

(eletroporacao) e outra baseada em agentes quimicos (Lipofectamina).

3.1.3.2 Transfeccéo por Lipofectamina

As células CFBE (F508del) foram plagueadas em aproximadamente
1x10* células por poco em placa de 96 pocos (Jet Biofil®, China) em uma
confluéncia de aproximadamente 80% contendo 100puL de meio de cultura
DMEM com 10% de soro fetal bovino e 1% de L-glutamina. Foram testadas as
concentracdes (0,15 pL/poco e 0,30uL/poco) de Lipofectamina 3000 (Invitrogen,
USA) e trés concentragcfes (1pg/mL; 2ug/mL e 4ug/mL) de plasmideo px458 e
2L de P300 para cada pg de DNA. A transfecgao foi realizada de acordo com
as recomendac6es do fabricante com o meio OPTIMEM (Invitrogen, USA). Apos
48 horas as células foram fixadas com para-formaldeido 4% (PFA) durante 10
minutos e 0s nucleos marcados com o corante DAPI. Para andlise da
porcentagem de células transfectadas foram adquiridas 25 fotos por pog¢o na
objetiva de 20X por meio do sistema de high content imaging Operetta CLS”
(Perkin Elmer). As imagens foram analisadas de acordo com as seguintes
condig¢des: os nucleos foram evidenciados com a coloracao de DAPI, com tempo
de aquisicdo de 10 ms, poténcia de 40% e altura de -4 um para autofoco em
excitacao de transmissdo e emissdo em 655-760nm. As células que receberam
o plasmideo foram evidenciadas no canal RFP (excitacdo em 488 nm a 532 e
emissdo em 555 a 584 nm), com tempo de aquisicéo de 2 s, poténcia de 60%,
altura de -4 um. Posteriormente, as andlises foram realizadas com base software
Harmony 4.5 (Perkin Elmer) e os dados comparados no software GraphPad
Prism® 7.04 pelo teste de Tukey One Way p<0,05.

3.1.3.3 Eletroporacao
No método de eletroporacdo foram testados trés tampdes: o meio
comercial OPTIMEM (Invitrogen, USA); tampédo TbBSF (5mM KCI; 0,15mM
CaCl2; 90mM Na2HPO4; 50mM HEPES pH 7,3) e meio DMEM sem soro e sem
antibioticos e nas trés concentracbes do mesmo plasmideo testado

anteriormente (1ug; 2ug e 4ug), como controle positivo foi usado o plasmideo
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pgmax incluso no kit de eletroporacdo. Cerca de 1x10° células foram lavadas
com solucéo salina (PBS) e ressuspendidas em 100 yL do respectivo tampéo e
concentracdo de DNA do plasmideo. Foi utilizado o equipamento Amaxa
Nucleofactor (Lonza, USA) programa O-17 de acordo com o descrito por
Maurisse et al., (2017), apés o choque as células foram recuperadas durante 10
minutos em 100 pL de meio RPMI com 10% de soro bovino fetal a 37°C e
plagueadas em meio DMEM suplementado com 10% soro, 1% L-glutamina e 1%
antibiético em placas de 96 pocos. Para andlise da porcentagem de células
transfectadas foram adquiridas 25 fotos por poc¢o na objetiva de 20X por meio do
sistema de high content imaging Operetta CLS” (Perkin ElImer) conforme descrito

anteriormente.

3.1.3.4 Padronizagéo da técnica de sorting

Como as células que receberam o plasmideo px458 possuem o gene para
expressdo da proteina vermelha fluorescente (RFP) a fim de selecionar as
células que receberam o plasmideo foi realizada a estratégia de sorting com o
citbmetro de fluxo FACSARIA II (BD, USA). ApGs 48 horas da transfeccao as
células foram deixadas em suspensdo com acdo da enzima tripsina 0,25%,
EDTA 0,02%, conforme descrito anteriormente, apés a inativacdo da enzima
com meio DMEM suplementado com soro fetal bovino, as células lavadas com
solucéo salina (PBS), centrifugadas (700 x g, 5 minutos) e foram contadas com
auxilio da camara de Neubauer de forma garantir no minimo 1x10° células/ mL
de suspensdo, as células foram entéo ressuspendidas em PBS suplementada
com 10% soro fetal bovino e 1% dos antibioticos penicilina e estreptomicina. No
equipamento FACSARIA Il (BD) os parametros foram ajustados com nozzle de
100 e filtro 2 para o FCS (tamanho), foi obtido o grafico contagem x PE-A e a
populacao negativa definida. Em seguida, foi colocado o tubo contendo células
transfectadas com plasmideo px458 o sorting foi realizado durante 20 minutos
com uma taxa de fluxo igual 3, cerca de 150 eventos por segundo. As células
selecionadas foram adquiridas em tubo falcon de 15 mL com meio de cultura
suplementado com 10% soro fetal bovino e 1% de antibiético penicilina e
estreptomicina e colocadas em placas de cultura de 6 pocos (Jet Biofil®, China)

com e sem revestimento com carboximetilcelulose 0,5% ou colageno para
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facilitar a aderéncia. O meio foi trocado a cada 3 dias até atingir uma confluéncia

de 80%. O DNA foi extraido conforme método alcalino descrito no item 3.3.1

3.1.4 Construcdo do sgRNA para entrega da

ribonucleoproteina

Para a aplicacdo da técnica com entrega da ribonucleoproteina foi
sintetizado um DNA, de 179 pares de base em dupla-fita pelo método geneBlock
da empresa IDT (Integrated DNA Technology, USA), com verificagéo do tamanho
e integridade da sequéncia. A sequéncia de DNA sintetizada contém: (1)
sequéncia do promotor T7 para realizacdo da transcricdo in vitro (2) sequéncia
especifica do guia (3) sequéncia do tracrRNA da SaCas9 conforme representado
na Figura 3.3.

Promotor T7 SgRNA . tracrRNA

179 nt

Figura 3.3 Estrutura do DNA sintetizado para ser transcrito em sgRNA.

As etapas de construcdo foram: (1) Amplificacdo das sequéncias; (2)
Clonagem no vetor pGEM® T; (3) Confirmacdo das sequéncias e (4) Reacéao de

transcricao in vitro.

3.1.4.1 Amplificagéo das sequéncias

Cada sequéncia dos sgRNAs foi amplificada com a enzima Platinum™
Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O programa usado para a abertura inicial da fita
do DNA a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos: (94°C por 15 segundos,
57°C por 30 segundos e 68°C por 30 segundos) e finalizagdo a 68°C por 3
minutos. O produto de PCR foi purificado e a sequéncia inserida no vetor pPGEM
®T (Promega, USA).

3.1.4.2 Insercdo da sequéncia no plasmideo pGEM®-T Easy
A amplificacdo do DNA com a enzima Taq DNA polimerase adiciona um
desoxi-nucleotideo adenina nas extremidades 5" do fragmento amplificado. O
vetor pPGEM®-T possui um nucleotideo timina na extremidade 3’ 0 que permite a

ligacdo do inserto no plasmideo com a enzima T4 ligase (Thermo Fischer, USA).
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A ligacdo ao vetor de clonagem pGEM®-T Easy foi dada pela reagdo nas
propor¢cdes recomendadas pelo fabricante. A reacdo foi incubada em
temperatura ambiente durante 16 horas, decorrido o tempo, o volume total da
reacao foi utilizado para transformar bactérias E. coli competentes. Apds esse
procedimento, essas células transformadas foram cultivadas em placas
contendo LB/agar com ampicilina, IPTG (isopropil-tio-galactopiranosideo) e X-
GAL e mantidas por aproximadamente 18 horas em estufa a 37 °C. Col6nias
brancas foram selecionadas e a presenca do vetor com o inserto foi conferida
por PCR de col6nia. Com a sequéncia de DNA no vetor foi realizada a transcrigéo
in vitro com o kit MEGAscript™ T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) para obtencédo do RNA.

3.1.4.3 Confirmacao dos clones
Os clones obtidos foram confirmados pela técnica de PCR conforme
descrito anteriormente, com o primer forward para a sequéncia do promotor T7
presente na sequéncia (GAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGA) e
reverso (AAAAAAATCTCGCCAACAAGTTGACGAGAT). Os plasmideos foram
enviados para sequenciamento pelo método de Sanger com 0s mesmos primers

descritos e 200 ng de DNA plasmidial.

3.1.4.4 Reagdo de transcri¢ao in vitro

A reacao de transcricdo in vitro foi realizada com o kit MEGAscript™ T7
Transcription Kit (Invitrogen, Califérnia, EUA) de acordo com as recomendacdes
do fabricante, uma vez que o sgRNA possui o promotor T7. Para a reacao de 20
puL foi otimizado uma concentracdo inicial de DNA de 40ng obtendo uma
concentracdo de 2ng/uL de DNA dupla fita inicial por reacdo e a transcricao
ocorreu durante 16 horas a 37°C. Apos o periodo foi adicionado 1uL da enzima
turbo DNAse (presente no kit) durante 15 minutos a 37°C com o objetivo de
degradar o DNA remanescente mantendo apenas RNA para purificacdo, nesta
etapa todos as solugbes e materiais utilizados eram livres de RNAse. Como o
RNA gerado tinha um tamanho menor que 200 nucleotideos o método de
purificagéo deste diferiu do sugerido no kit, sendo utilizada a precipitagdo com
etanol absoluto gelado. Inicialmente os 20pL da reacao foram diluidos em 115pL
de agua ultra-pura em tubo eppendorf. Foi adicionado o volume de 15 pL de

acetato de amonio agitando durante 15 segundos com auxilio do vortex. Para
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precipitacéo foi adicionado 2,5 vezes o volume de etanol absoluto livre de RNAse
e a precipitacdo ocorreu durante 1 hora a -20°C. Apds a incubacéo, a amostra
foi centrifugada (4.800 x g; 30 minutos; 4°C) e o sobrenadante removido
deixando apenas o precipitado de RNA. Este foi lavado com 500pL de etanol
75% e passado para um novo tubo eppendorf, seguido de nova centrifugacéo
(4.800 x g; 5 minutos; 4°C) e o sobrenadante cuidadosamente retirado. O pellet
foi deixado secando a 65°C durante 3 minutos até evaporar o excesso de etanol
e ressuspenso em 30 pL de agua ultra-pura livre de RNAse. A concentracdo de
RNA obtido foi medida pela absorbancia com uso do Nanodrop ND-100 (Thermo
Scientific USA). Apés a etapa de adicdo de acetato de amonio 1uL do sgRNA foi
misturado com 5uL de formaldeido loading buffer (incluso no kit) e 4uL de agua
livre de RNAse e incubado a 75°C por 10 minutos, as amostras foram aplicadas
em gel de agarose 2% para separacdo por eletroforese conforme descrito

anteriormente.

3.1.5 Reacdao de clivagem de DNA pelo complexo in vitro

3.1.5.1 Amplificagdo de fragmento do gene CFTR

Para a reagdo de clivagem in vitro foram desenhados primers para
amplificacdo de um fragmento de 906 pb do gene CFTR de forma que apés a
clivagem os fragmentos gerados possam ser visualizados em gel de agarose. A
amplificacdo do fragmento foi realizada com o uso dos primers: CFTRforward:
(CATGTGCCCCTTCTCTGTGA) e CFTRreverse:
(CTCTGCTGGCAGATCAATGC) com a enzima Platinum™ Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Thermo Fischer Scientific, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante com o seguinte programa de amplificacdo: 94°C
durante 2 minutos seguido de 35 ciclos (94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos; 68°C durante 1 minuto) e por fim uma etapa de extenséo final a 68°C
durante 3 minutos. O produto da PCR foi misturado com glicerol 5x e aplicado
em gel de agarose 1% para separagdo em tampao TAE. ApOs a migracdo dos
fragmentos por tamanho o fragmento do gene foi cortado do gel e purificado
conforme instrucdes do fabricante do kit comercial lllustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kits (GE Healthcare, USA). A reacdo de clivagem foi

realizada com o produto de PCR purificado.
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3.1.5.2 Reacdao de clivagem in vitro
O sgRNA previamente purificado conforme descrito anteriormente foi

diluido para concentracdo de 450nM conforme a equacéo (3.1)

massa do RNA (g)

tamanho do RNA (nt) x 321,47 ()

mols RNA =

Equacéao 3.1

A reacdo de clivagem in vitro seguiu diferentes proporcbes molar de
(sgRNA: SaCas9: substrato). O sgRNA foi aquecido a 90°C durante 5 minutos
para que a estrutura secundaria se desfaca, em seguida este foi misturado com
a SaCas9 durante 15 minutos em temperatura ambiente seguindo a proporcao
de 1:1 para a formacao do complexo sgRNA: SaCas9. Em seguida foi adicionada
agua livre de RNAse e tampdo de clivagem da SaCas9 5x (100mM HEPES pH
7,5; 500mM KCI; 25% glicerol; 5mM DTT; 2,5 mM EDTA pH 8; 10mM MgClI2).
Por dltimo, foi adicionado 9mM do substrato perfazendo 30uL de reacdo,

conforme apresentado na Tabela 3.1.

Elementos da Reacéo Volume/ Concentracéo
SgRNA (450nM) 3uL (45nM)
SaCas9 (450nM) 3uL (45nM)

Agua RNase free X UL (até 30 pL)

Tampéo de clivagem 5x 6pL (1x)
Substrato (DNA) X UL (9nM)

Tabela 3.1 — Elementos da reagdo de clivagem in vitro. Sdo apresentados as respectivas

quantidades e concentracdes de cada componente para uma reacao de 30pL.

A reacdo é incubada durante 3 horas a 37°C. Decorrido este tempo, a
enzima € desnaturada a 80°C durante 20 minutos e o produto da reacédo foi
visualizado através da separacdo em gel de agarose 1,5% em tampao TAE
durante 1 hora a 90V, corado por GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA)
e visualizado em fotodocumentador LPIX (Loccus Biotecnologia, USA) apos

exposicao em luz ultravioleta.

3.1.6 Padronizacédo da Transfeccdo da Ribonucleoproteina
As etapas de expressdo e purificacdo da proteina Sacas9 ndo foram

realizadas no trabalho, visto que a proteina recombinante purificada por
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cromatografia de afinidade foi gentilmente cedida pela coorientadora, Dra. Lia
Carolina Medeiros Soares Kuczera. A transfeccdo do complexo da
ribonucleoproteina foi realizada de acordo com WANG et al, (2019) em que é
transfectado 1 ug da proteina SaCas9 purificada e 0,5ug do sgRNA na proporgao
molar (1:1) seguindo a metodologia ja descrita anteriormente com Lipofectamina
3000, em placa de 25 pocos. ApGs 48 horas, as células foram tripsinizadas e
diluidas em meio DMEM com 10% soro de forma a obter uma unica célula por
poco. O meio foi trocado a cada 7 dias até atingir 80% de confluéncia e o DNA
de cada poco foi extraido com tampéao alcalino conforme descrito no item 3.3.1.

3.2 Sincronizacéo do Ciclo Celular

3.2.1.1 Determinacao da concentracao de droga

Em placa de 96 pocos (Jet Biofil® China) foram colocadas,
aproximadamente, 2x10* células CFBE 508del 24 horas antes da adicdo das
drogas. As drogas nocodazol (Sigma, USA) e hidroxiureia (Sigma, USA) foram
diluidas para concentracdes de 1ug/mL e 1000ug/mL respectivamente e foram
diluidas a fim de se estabelecer uma escala logaritmica na base 10 em meio de
diluicdo de droga (DMEM suplementado com 2% penicilina e estreptomicina e
2% de L-glutamina 20 mM) usando como fator de diluicdo a razéo 2,15 (1 mL da
solugdo com a substancia e 1,15 mL de meio de diluicdo de drogas), as
concentracfes testadas estdo apresentadas na Tabela 3.2. Em cada poco da
placa foi adicionado 50uL de meio de cultura de rotina (DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 2% de L-glutamina) e 50 pL das drogas diluidas
na respectiva concentracdo. As células ficaram em contato com as drogas
durante 24 horas, ap0s esse periodo o meio foi trocado por meio de rotina para
recuperacdo das células durante 2 e 24 horas. O meio de cultura foi retirado e
as células foram lavadas com solucao fosfato salina de Dulbecco's (D-PBS) e
250 pL da solugéao de vermelho neutro na diluicdo de 0,758 mL de Neutral Red
solution (Sigma, USA) foi adicionada em cada poc¢o da placa. A incubagéo a 37°C
ocorreu durante 3 horas, apds esse periodo a solu¢cdo de vermelho neutro foi
retirada e uma lavagem com D-PBS realizada, seguida da adicdo de 100pL da
solucdo descorante (50% etanol absoluto, 1% acido acético e 49% &agua
destilada). O ensaio foi incubado durante 20 minutos em temperatura ambiente

no escuro. Apds 15 minutos de repouso, a leitura da absorbancia em 540nm foi
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realizada em espectrofotbmetro (Synergy H1 Hybrid Reader; Biotek, USA). A
analise dos dados foi realizada com o software GraphPad Prism 7.04 usando a
absorbancia do controle sem tratamento como 100% de viabilidade, para
verificar a significancia foi realizado o teste de comparagdes de Dunnet’s
OneWay p< 0,05.

Diluicdo Concentracdo (ug/mL) log 10

D1 1000 3

D2 465,116279 2,66756
D3 216,333153 2,33512
D4 100,620071 2,00268
D5 46,8000331 1,67025
D6 21,7674573 1,33781
D7 10,1243987 1,00537
D8 4,70902266 0,67293

Tabela 3.2— Concentracéo de hidroxiureia testada no ensaio de viabilidade celular

3.2.1.2 Ciclo Celular com lodeto de Propideo

Uma vez determinada a maior concentracdo da droga em que ndo ha
perda significativa da viabilidade celular, as drogas foram adicionadas ao meio
de cultura na concentracdo determinada durante 24 horas. ApGs esse periodo
em contato com as drogas e o0 periodo de recuperacdo, as células foram
tripsinizadas com tripsina 0,25%, EDTA 0,02% e lavadas com PBS, seguidas de
centrifugagéo (700 x g durante 5 minutos). O pellet de células foi ressuspenso
em solugéo gelada de etanol 70% para fixag&do e incubadas durante 2 horas a
4°C. Apos o periodo de incubacéo, as células foram novamente lavadas com
PBS e centrifugadas (700 x g, 5 minutos) o pellet foi ressuspenso em PBS e
adicionado ao mesmo volume de solucdo de coloracado com iodeto de propideo
(3,4mM Tris HCI pH 7,4; 0,1% Nonidet P40; 700U RNAse A DNAse free; 10mM
NaCl; 30ug/mL de iodeto de propideo) incubando durante 10 minutos em
temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS e centrifugadas
(700xg; 5 minutos) o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em
PBS e passadas em citdmetro de fluxo (FACS CANTO II, BD, USA). A analise
dos dados foi realizada com o software FlowJo. A estratégia de selecdo das
gates de cada fase do ciclo celular é apresentada na Figura 3.4. Inicialmente,
dentro da populacdo de células CFBE, foi selecionada a populacédo de células
marcadas com iodeto de propideo e as gates propostas pelo modelo pragmatico

de Dean-Jett-Fox que estabelece que as populacdes seguem distribuicdes
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gaussianas para as fases GO/G1l e G2/M e uma distribuicdo polinomial de
segunda ordem para a fase S. Definidas as gates para o controle estas foram

reproduzidas para as células tratadas.
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Figura 3.4 — Estratégia de estabelecimento de gates de acordo com o modelo de Dean Jett Fox

no software FlowJo

3.3 PADRONIZACAO DA TECNICA DE DETECCAO
3.3.1 Extracdo DNA das células

A extracdo do DNA das células foi realizada com o kit comercial Qiamp
DNA mini (Qiagen, TX, EUA) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Na
aplicacdo deste método de extracdo seguem as etapas de lise celular, lavagem
com tampdes especificos e utiliza-se uma coluna com filtro que tem afinidade
pelo DNA. Apds as etapas de purificacdo, o DNA é eluido em agua e sua
concentracdo dosada pelo espectrofotometro Nanodrop ND-100 (Thermo
Scientific USA). Com a técnica foi obtido DNA com grau de pureza e
concentracdo adequada, no entanto sdo necessarias grandes quantidades de
células iniciais (cerca de 5x10°), pois ha perda de material durante as etapas de
purificacdo. As etapas de padronizagdo da gPCR e PCR convencional foram

realizadas com o DNA extraido desta maneira.

Para solucionar o problema da quantidade inicial de células foram
testados protocolos de extragcdo de DNA aplicado a baixas quantidades de

células (2x10*) de acordo com o descrito por Ramlee e colaboradores (2015)
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com o tampao de hidréxido de sodio (50 mM NaOH, 0,4 mM EDTA), denominado
como Extracdo Alcalina. As células tiveram o meio de cultivo retirado e foram
lavadas duas vezes com solucdo salina balanceada sem calcio e magnésio
(BSS-CMF), as células foram tripsinizadas com tripsina 0,25% EDTA 0,02% e a
enzima foi inativada com meio DMEM contendo soro, as células foram
centrifugadas (2000 rpm, 5 minutos) e lavadas com solucao salina (PBS). Cerca
de 40 pL da suspensao celular foi misturada com 40 pL do tampéo hidroxido de
sédio e aquecido a 100°C durante 30 minutos, o pH foi neutralizado com 40 mM
Tris-HClI (pH 5). A concentracdo de DNA obtida foi medida com
espectrofotometro Nanodrop ND-100 (Thermo Scientific USA).

3.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccao da
mutacao F508del

3.3.2.1 gPCR

Para identificacdo da mutacdo ou auséncia desta a nivel de DNA
gendmico, inicialmente foram testados os primers descritos por (FIGUEREDO
LAGO et al., 2017), porém, estes ndo mostraram especificidade e seu uso foi
descontinuado. Em seguida, foram utilizados primers especificos purificados por
PAGE de acordo com (PERONE et al., 2010) utilizando um primer reverso
comum com sequéncia (TGCAAGCTTCTTAAAGCATA), um primer forward para
célula selvagem (ACCATTAAAGAAAATATCATCTT) e um primer forward para
célula mutante (ACCATTAAAGAA AATATCATTGG). Cada reacao de 10uL com
seu respectivo primer forward foi realizada com GoTaq® gPCR Master Mix
(PROMEGA, USA), 5 uM de cada primer, agua livre de nuclease e no minimo
200 ng de DNA gendmico, de célula CFBE 508del para mutante e de célula-
tronco mesenquimal para selvagem, no equipamento de PCR quantitativa Roche
LightCycler® 96 (ROCHE, USA). Foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento e o programa (95°C por 25 segundos, 62°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos) apresentou o melhor resultado. As curvas de amplificacédo

foram analisadas no software Light Cycler 96 SW 1.1.

3.3.2.2 Curva quantitativa DNA selvagem e mutante
A fim de mensurar qual a porcentagem de DNA selvagem, presente em

uma amostra, detectada pela técnica de gPCR foram realizadas misturas com
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diferentes porcentagens de DNA selvagem e mutante. As porcentagens de DNA
estdo expressas na Tabela 3.3 sendo que 100% equivale a 240ng de DNA. A

reacao de qPCR seguiu o descrito no topico anterior.

Diluicéo DNA selvagem (%) DNA mutante (%)
D1 100 0
D2 75 25
D3 50 50
D4 25 75
D5 12,5 87,5
D6 6,25 93,25
D7 0 100

Tabela 3.3 — Concentracbes de DNA selvagem para averiguar o limite de detec¢éo da técnica
de gPCR

3.3.2.3 PCR convencional

A deteccédo por PCR convencional foi realizada utilizando sequéncias de
primers previamente descritos (PERONE et al., 2010) em uma reagéo de 20uL
usando 3,5pL mistura de PCR kit NAV (IBMP, BRASIL) com 200 ng de DNA e 1
UM de cada primer. A reacdo foi amplificada no termociclador ProFlex PCR
System (Thermo Fisher Scientific, USA) e o programa mais adequado foi a 95°C
por 5 minutos para desnaturacédo, seguido de 35 ciclos de 95°C durante 25
segundos, 58°C durante 30 segundos, 72°C por 30 segundos e por fim extenséo
final a 72°C por 5 minutos. Apos a amplificacdo, o produto de PCR foi
centrifugado (1000 rpm, 1 min) para sedimentar residuos da mistura de PCR e o
sobrenadante misturado com glicerol 5x e aplicado em gel de agarose 2%,

conforme descrito anteriormente.

3.3.3 Imunofluorescéncia
Em placa de 24 pogos 2x10* células (CFBE willd type, CFBE 508del,
HUVEC e CTM) foram semeadas sobre vidro (laminula) ou plastico aderente.
Apoés a aderéncia das células e cerca de 80% de confluéncia as células foram
lavadas com PBS e realizada fixagdo com metanol absoluto gelado durante 20
minutos, seguida da adicdo de paraformaldeido (PFA) 4% durante 10 minutos e
3 lavagens com solucao salina (PBS), conforme descrito por (TOUSSON et al.,

1998). A permeabilizacdo da membrana celular com PBS 0,05% de Triton x-100
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durante 20 minutos sendo realizadas 3 lavagens com PBS. O bloqueio foi
realizado com PBS contendo 5% de proteina de soro bovina (BSA) durante 1
hora a temperatura ambiente. O anticorpo primario testado foi o CFTR-mAb 596
da Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics
(www.cftrfolding.org/CFFTReagents.htm) na diluicdo de 1:250 (MEEGEN et al.,
2013a) na solucdo de bloqueio durante 16 horas a 4°C. Foram realizadas 3
lavagens com PBS 0,05% tween 20 e o anticorpo secundario anti-camundongo
conjugado com o fluoréforo AlexaFluor 488 (ThermoFisher Scientific, USA) foi
incubado na diluicdo de 1:600 na solucao de bloqueio durante 1 hora. Apés este
periodo, foram realizadas 3 lavagens com PBS 0,05% tween 20% e o nucleo das
células foi marcado com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 10 minutos
em temperatura ambiente. Foram realizadas 3 lavagens com PBS e as amostras
foram mantidas a 4°C com PBS. As imagens foram obtidas com o microscopio
otico invertido de fluorescéncia (LEICA AF6000 Modular System) em aumento
de 40 e 1000 vezes. Para analise dos parametros de namero de ndcleos e
porcentagem da &rea demarcada, foram adquiridas 25 fotos por poco na objetiva
de 20X por meio do sistema de high content imaging Operetta CLS” (Perkin
Elmer) utilizando-se os seguintes parametros: os nucleos foram evidenciados
com a coloracdo de DAPI, com tempo de aquisicdo de 10 ms, poténcia de 40%
e altura de -2 um para autofoco em excitacao de transmissdo e emissao em 655-
760nm. A marcacgao do canal CFTR pelo anticorpo mAb 596 conjugado com
Alexa Fluor 488 foi evidenciada no filtro FITC com excitacdo em 355-385 nm e
emissdo em 430-500 nm com tempo de aquisicdo de 200 ms, poténcia de 60%
e 0 um de altura. Posteriormente, as andlises foram realizadas com base
software Harmony 4.5 (Perkin Elmer) e analisadas no GraphPad Prism® 7.04 e

a comparacao das médias com o teste de Tukey One Way p<0,05.

3.3.4 Avaliacédo da Edicao
3.3.4.1 Ribonucleoproteina
Apo6s determinadas as condigbes, as células foram transfectadas com
Lipofectamina 3000, conforme descrito anteriormente na presenca e auséncia
da droga hidroxiureia. Apos 48 horas o DNA foi extraido com tampé&o alcalino

para avaliagéo dos clones corrigidos por PCR.
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3.3.4.2 Plasmideo

As células foram transfectadas com Lipofectamina 3000, conforme descrito
anteriormente na presenca e auséncia da droga hidroxiureia e apos 24 horas as
células nao tratadas com a droga foram submetidas a separacgéo pela técnica de
sorting no citbmetro de fluxo FACSARIA Il (BD, USA). As células foram
recuperadas em meio DMEM suplementado 20% de soro bovino fetal em placa
de cultura de 6 pocos revestida com gelatina. As células foram expandidas até
5x10° para extracdo do DNA e avaliacdo pelas técnicas de PCR, qPCR e

sequenciamento por Sanger.

3.3.4.3 Preparo de amostras para sequenciamento

Para verificar se houve edicdo no gene CFTR, um fragmento de 260pb
contendo a regido de interesse foi amplificado por PCR utilizando os primers
forward (ATGGGAGAACTGGAGCCTTC) e reverso
(TTGGCTCCATATTCAATCGGT). A reacéao foi realizada com a enzima Phusion
Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fischer Scientific, USA), de acordo
com as recomendagdes do fabricante. A reagao de amplificacao foi realizada no
termociclador ProFlex PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA), seguindo o
programa: 98°C durante 2 minutos; 35 ciclos a 98°C por 30 segundos, 60°C por
30 segundos; 72°C durante 30 segundos e por fim uma etapa de extensao final
a 72°C durante 3 minutos. O produto da PCR foi corado com glicerol 5x e
aplicado em gel de agarose 2% para separacdo em tampdo TAE. Apés a
migracdo do DNA por tamanho, o fragmento do gene foi cortado do gel e
purificado conforme instrucdes do fabricante do kit comercial lllustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kits (GE Healthcare, USA). Para a reacéo de
sequenciamento foi utilizado 10ng/uL da amostra purificada e a sequéncia dos
primers descritos anteriormente. As amostras preparadas foram enviadas para

0 sequenciamento de Sanger.

3.3.4.4 Avaliacéo de insercdes e dele¢cbes
A avaliagdo dos eventos de insercdo e delecédo (indels), nas células que
receberam o plasmideo e foram submetidas ao sorting, foi realizada com a
comparacao dos picos dos histogramas obtidos pelo sequenciamento do DNA
das células nédo editadas (CFBE 508del). O alinhamento para comparacao das

sequéncias foi realizado com a ferramenta Clustal
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(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e a quantidade de insercbes e
delecdes foi calculada pelo software TIDE (https://tide.nki.nl/) do trabalho de

Brinkman e colaboradores (2014).

4 RESULTADOS
O fluxograma disposto na Figura 4.1 apresenta as etapas de
desenvolvimento do projeto e os resultados serdo apresentados seguindo a

ordem descrita abaixo.

Etapa 1 — Construcao de ferramentas

Desenho do sgRNA * 4.1.1 Sequéncias e Mapeamento

{spCas9 e saCas9) de off-targets
* 412 Sequéncia do DNA doador

Plasmideo px458 Ribonucleoproteina
(spCas9) (saCas9)
* 4.1.3 Clonagem no plasmideo px458 * 4.16 Clonagem pGEM-T ;
*+ 4.1.4 Padronizagéo da transfecgédo do * 417 Transcrigdo in vitro para obtengéo do RN/
plasmideo px458 * 4.1.8 Confirmagé&o da atividade do complexo
{RMNP)

*  3.4Transfeccéo

Etapa 2 — Reparo Dirigido por Homologia

Sincronizacéo da cultura * 421 Sincronizagdo do ciclo
celular celular

Etapa 3 —Avaliacao da Edicao

Detecgéo selvagem : 3312 I,:rg_goﬂuorescéncia
mutante *+ 4.3.3gPCR
* 434 Plasmideo px458 (spCas9)
Eficiéncia da Edicéo + 4.4 5Ribonucleoproteina (saCas9)

Figura 4.1- Fluxograma geral mostrando as etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho
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4.1 Etapal- Construcéo de Ferramentas

4.1.1 Desenho do sgRNA e mapeamento de off-targets

Para determinar a sequéncia do sgRNA que dar4 especificidade ao gene
CFTR pelo sistema CRISPR, foi utilizado o programa CHOPCHOP que
apresentou varias possibilidades de sequéncias de sgRNA diferentes. Estas
sequéncias foram classificadas de acordo com a predi¢céo de sua eficiéncia (XU
et al., 2015) que leva em consideracdo a quantidade de off-targets para até 3
mismatches e o contetdo GC, que deve estar entre 30% e 80% para ndo afetar
a estrutura secundaria da molécula, pois a estrutura secundaria influencia a
eficiéncia (BRUEGMANN, FLADUNG; 2019). A predicdo in silico leva em
consideracao aspectos estruturais do sgRNA, como a presenca de residuos de
purina nos ultimos nucleotideos que melhoram a interacdo do sgRNA com a
Cas9. Os valores preditos para a eficiéncia variam de 0 até 1, em que gquanto

mais préximo de 1 mais eficiente (XU et al., 2015).

Para SpCas9 foram apresentados 32 possiveis sgRNAs e 12 para
SaCas9. As mesmas sequéncias de sgRNA também foram preditas pelo
programa EuPadget com a eficiéncia calculada de acordo com Doench e
colaboradores (2014). Para garantir a especificidade do sgRNA, uma outra
ferramenta online denominada CRISPOR, utilizando outro algoritmo, foi utilizada
para verificar a predicdo de eficiéncia (DOENCH et al., 2014) através da
quantidade de off-targets totais para até 4 mismatches, quantos destes off-
targets estavam préximos a uma sequéncia PAM e a localizacdo no genoma.
Para a escolha do sgRNA foram considerados os seguintes critérios: (1)
proximidade do sgRNA a regido a ser corrigida; (2) quantidade de off-targets

para até 3 mismatches; (3) localizacéo dos off-targets no genoma.

As sequéncias dos sgRNA escolhidos, bem como dados de predicéo de

eficiéncia e quantidade de off-targets estdo apresentados na Tabela 4.1.
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RNAguia Sequéncia (5’ 23’) Off- Localizacédo Eficiéncia Eficiéncia
targets  off-targets Xu et al., Doench et al
(2015) (2014)
SaCas9 ATGGGAGAACTGGAGCCT 4 Intron e 0,38 0,61
1546 TCA intergénica
SaCas9 ATATCATTGGTGTTTCCTA 7 Intron e 0,43 0,50
1648 TG intergénica
SaCas9 133 | ATAATCCAGGAAAACTGA 3 Intron e 0,56 0,50
GAA intergénica
SpCas9 GGGAGAACTGGAGCCTTC 38 Exon: 0,60 0,57
1546 AG FBX025
CNTNAP2
SpCas9 AATGGTGCCAGGCATAAT 12 Exon: RP11- 0,43 0.65
1637 CcC 281P23.2
SpCas9 173 | AGTTTCTTACCTCTTCTAG 27 Exon: IL7R 0,42 0,50
T

Tabela 4.1- Caracteristicas tedricas dos sgRNAs selecionados pelos programas CHOCHOP e
EuPadget. A Tabela apresenta a nomenclatura para cada sgRNA usada, sua sequéncia, a
quantidade (3 mismatches) e localizacdo destes off-targets no genoma humano a partir dos
dados obtidos pelo software CRISPOR, além disso sdo comparadas as eficiéncias preditas por

dois algoritmos diferentes.

De maneira geral, os sgRNAs desenhados para a proteina SaCas9
apresentam menor quantidade de off-targets predita, sendo que estes estéo
localizados em regifes de introns e intergénicas. Por outro lado, para a proteina
SpCas9 sdo encontrados mais off-targets preditos em éxons e regibes
codificantes do DNA. Essa diferenca na quantidade de off-targets preditos, se
deve a especificidade decorrente do sitio PAM que cada uma das proteinas
utiliza para reconhecer e clivar o DNA gendmico. A proteina SpCas9 reconhece
um sitio PAM de 3 nucleotideos (NGG), em que N representa qualquer base, o
gue torna esse sitio mais comum no DNA gendmico sendo encontrado em uma
a cada 8 bases. J4 a proteina SaCas9 reconhece o sitio PAM NNGRR(T), em
que R séo bases puricas (A ou G), estando este sitio presente em 1 a cada 32
bases na sequéncia do DNA. Embora este sitio tenha menor prevaléncia no
genoma, com menos possibilidades para o desenho de sgRNAs para o locus
desejado, a quantidade de off-targets também é reduzida (MEDEIROS et al.,
2017).
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Segundo a predicdo in silico com a proteina SpCas9, o sgRNA 1637
poderia reconhecer o gene RP11-281P23.2, localizado no cromossomo 4,
descrito pela base de dados Ensembl como um RNA longo ndo codificante
(IncRNA) com 6 variantes descritas (ENSG00000249631) e com funcao
desconhecida. Considerando o sgRNA 173 poderia afetar o gene IL7R,
codificante da cadeia alfa do receptor da interleucina 7 (IL-7) e do receptor TSLP,
estes receptores sdo incorporados na membrana celular das células do sistema
imunolégico para interagdo com a citocina IL-7 que regula o desenvolvimento e
maturacéo de linfécitos B e ativacdo de linfocitos T (LIN et al., 2017). Por fim, o
SgRNA 1546 (SpCas9) poderia afetar dois genes: FBXO25 e CNTNAP2. De
acordo com as bases de dados NCBI, o gene FBXO25 apresenta trés isoformas
distintas e codifica para um membro da familia da proteina F-box. Esta proteina
€ caracterizada por um motivo de aproximadamente 40 aminoacidos que faz
parte de uma das quatro subunidades de um complexo proteico que atua na
ubiquitinacdo dependente da fosforilacdo. O gene CNTNAP2 abrange quase
1,5% do cromossomo 7 e € um dos maiores genes do genoma humano, membro
da superfamilia da neurexina que codifica uma proteina transmembranar
localizada nos ax6nios mielinizados. Esta proteina medeia as interacées entre
neurénios e células da glia durante o desenvolvimento do sistema nervoso sendo
também envolvida com os canais de potassio nos axodnios diferenciadores
atuando em multiplos processos fundamentais no sistema nervoso em
desenvolvimento e maduro (RODENAS-CUADRADO; HO; VERNES, 2014). Um
off-target nesta regido seria um problema visto que o gene CNTNAP2 tem sido
estudado em disturbios do desenvolvimento neurolégico, incluindo a sindrome
de Gilles de la Tourette, esquizofrenia, epilepsia, autismo, TDAH e deficiéncia

intelectual.

Uma vez que os off-targets foram mapeados, os valores para eficiéncia
predita foram avaliadas para cada sgRNA visto que seu célculo leva em conta
parametros como a posicdo de nucleotideos especificos na sequéncia alvo, a
acessibilidade do local alvo e a sequéncia de suas regifes flanqueadoras
(LABUN et al., 2019). A analise de diferentes parametros permite a predicao de
eficiéncia de sgRNAs com base em suas caracteristicas estruturais. No trabalho

de Doench e colaboradores (2014) foi analisada a atividade de 1.841 sgRNAs
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no nocaute de genes humanos e murinos construindo um modelo preditivo da
atividade do sgRNA para melhorar o desenho do mesmo (DOENCH et al., 2014).
De maneira geral, foi determinado que sgRNAs com conteudo de GC muito alto
tende a ser menos ativo, além disso, hd uma sutil preferéncia observada pela fita
antisense. Do ponto de vista estrutural, foi mostrado que determinados
nucleotideos em dadas posi¢cdes melhoram a eficiéncia, por exemplo a presenca
de guanina na posicéo 20, nucleotideo adjacente ao PAM, faz com que o0 sgRNA

seja mais ativo.

Alguns dos algoritmos usados para a predicédo da atividade do sgRNA,
como E-CRISPR e CHOPCHOP, seguem um modelo de regressdo linear
baseados nos dados de nocaute e insercdo no modelo zebra-fish. A aplicacéo
desse modelo a outras espécies recebe resultados piores em comparacdo com
outras ferramentas (CUI et al., 2018), conforme observado na Tabela 4.1. Logo,
mesmo com a predicdo e otimizacdo do sgRNA com o uso dos softwares €
necessario avaliar o reconhecimento da sequéncia alvo e clivagem pela proteina
Cas9.

4.1.2 Sequéncia do DNA doador

Diferentes abordagens tém sido utilizadas para melhorar o reparo
dirigido por homologia, incluindo a entrega de moléculas de DNA dupla-fita
(dsDNA) circulares ou lineares bem como oligonucleotideos de simples fita
(ssDNA) (WANG et al., 2018). Os oligonucletideos de simples fita apresentam
algumas vantagens como menor custo para sintese e menor frequéncia de
insercdo aleatéria no genoma. Modelos de DNA doador construidos em fita
simples (ssDNA) foram utilizados com sucesso para HDR em células de
mamiferos com uma frequéncia do reparo por HDR aumentados em até 30%
(YEH; RICHARDSON; CORN, 2019).

O tamanho do DNA doador influencia na eficiéncia, sendo os maiores
possuindo melhores resultados, como o aumento na eficiéncia do HDR em 26%
utilizando um DNA doador de 600pb (ZHANG et al., 2017). Em modelo de zebra-
fish, parametros como comprimento, complementaridade da cadeia e a simetria
da sequéncia foram avaliados. De modo geral, Boel e colaboradores (2018)
mostram que a taxa total do reparo dirigido por homologia varia entre 4% a 8%,

sendo maior quando o comprimento do molde ssDNA aumenta de 60 para 120

66



nucleotideos, porém os dados obtidos pelos autores ndo permitiram
correlacionar a preferéncia do sentido da fita (sense ou antisense) para melhorar
este tipo de reparo (BOEL et al., 2018).

Como é necessario fornecer um DNA doador que servird como molde para
a correcéo via reparo dirigido por homologia (HDR), a sequéncia utilizada nesse
trabalho contém os trés nucleotideos CTT no éxon 10, local em que esta
localizada a mutacdo F508del no gene CFTR. Para este fim, o DNA molde foi
sintetizado pela empresa IDT possuindo 180 bases em simples fita e que
abrange todos os sitios respectivos aos sgRNA definidos anteriormente. A
sequéncia utilizada, sentido 5> 3’ com os nucleotideos necessarios para

correcdo mutacdo F508del evidenciada em vermelho:

TGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATT
TCATTCTGTTCTCAGTTTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATA
TCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATACAGAAGCGTCATCAAAGC
ATGCCAACTAGAAGAGGTAAGAAACT.

4.1.3 Construcao do sgRNA no plasmideo

A sequéncia dos sgRNAs anelados e fosforilados foram inseridos no
plasmideo px458 pela reacdo de ligagdo com a enzima T4 ligase, seguido de
transformacdo em bactérias e o0 crescimento em placa com antibiético para
selecdo. Foram selecionadas 8 col6nias, realizada PCR de col6nia com primers
especificos e todas amplificaram o fragmento de DNA no tamanho esperado
(dados ndo mostrados). Com os clones positivos, foi realizada a purificagéo dos
plasmideos por MiniPrep de dois clones para cada construcdo. A sequéncia
inserida foi confirmada tanto pela amplificacdo com o primer reverso CMVR e o
forward especifico do sgRNA que gera um produto de 350 pb, bem como, com
o primer U6 e o reverso especifico do sgRNA que gera um produto de 290 pb

conforme esquematizado na Figura 4.2.
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px458
9288 pb

spCas9

Figura 4.2 Desenho esquematico representando o plasmideo px458.0s primers que foram
utilizados estdo indicados como: primer forward (PF-U6) e primer reverso (PR CMVR)
desenhados proximos a sequéncia do sgRNA. As enzimas de restri¢éo utilizadas (Sacll) e Bbsl|

estéo representadas assim como a posi¢éo de clivagem no plasmideo.

Na Figura 4.3 A as setas azuis indicam o produto amplificado de um dos
clones de cada construcdo. Como controle foi usado o plasmideo px458 que néao
possui nenhum sgRNA inserido no locus para mostrar que ndo ha amplificacéo
da regido na auséncia da sequéncia do sgRNA. Para confirmar a construcdo, a
reacao de digestdo com a enzima Bbsl foi realizada nos clones positivos. Visto
gue o plasmideo que contém a sequéncia do sgRNA teve o sitio da enzima Bbsl
destruido, este apresentard apenas uma clivagem referente ao corte com a
enzima de restricdo Sacll. Para o plasmideo fechado, que estara com o sitio da
enzima Bbsl, espera-se duas clivagens e liberacdo de um fragmento de 500pb.
Na Figura 4.3 B. pode-se observar dois fragmentos no plasmideo controle
(500pb e 2kb) sinalizados pelas setas azuis e apenas a abertura dos clones de
cada uma das construcdes. Ainda que os resultados obtidos por PCR e digestéo
enzimatica ja se mostrassem suficientes como confirmag¢do da insercdo da
sequéncia no plasmideo, os clones obtidos foram sequenciados pelo método de
Sanger e a sequéncia exata de cada sgRNA corroborada a sequéncia prevista
Figura 4.3 C.
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Figura 4.3 Confirmacédo da constru¢cdo do plasmideo px458 com as sequéncias de sgRNA por
diferentes estratégias. (A) Amplificacdo por PCR do plasmideo purificado dos fragmentos de
290pb e 350pb com a sequéncia especifica do sgRNA em gel de agarose 2% com marcador de
peso molecular de 1kb, corado por GelRed® Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em
fotodocumentador LPIX apds exposi¢éo luz ultravioleta. (B) Digestdo com a enzima de restricdo
Bbsl e Sac Il evidenciando destruicdo do sitio da Bbsl quando a sequéncia do sgRNA esta
inserida no plasmideo em comparagdo com plasmideo controle que apresenta duas bandas,
produto aplicado em gel de agarose 2% (C) confirmacdo da sequéncia de cada sgRNA no

plasmideo px458 pelo método de sequenciamento de Sanger.

Os métodos utilizados confirmaram a insercdo da sequéncia no plasmideo e
a ferramenta de edicao por plasmideo pode ser testada. Para este fim, se fez
necessario padronizar o método de transfeccdo nas células de epitélio pulmonar
(CFBE), a fim de otimizar as variaveis. Na determinagdo do melhor método de
transfeccao, para o plasmideo px458, foram testadas duas metodologias sendo
uma baseada em método quimico (Lipofectamina 3000) e outra por método fisico

(eletroporacao).
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4.1.4 Padronizagdo do meétodo de transfeccdo para
plasmideo

A membrana celular € composta por uma bicamada lipidica com
espessura de cerca de 5 nm, que funciona como uma barreira para 0s
componentes do ambiente extracelular (BOLHASSANI; KHAVARI; ORAFA,
2014). Os métodos de transfeccédo tem como objetivo inserir material genético,
normalmente DNA ou RNA, no nudcleo das células alvo. Diferentes parametros
podem influenciar a selecdo do método de entrega, incluindo eficiéncia da
transfeccao, toxicidade, viabilidade celular, tipo de célula (linhagem ou primaria),
contexto celular (in vivo, in vitro, ex vivo), capacidade da célula em receber o
material, tipo de material genético (DNA, RNA , mRNA, iRNA, proteina),
reprodutibilidade, facilidade de uso e custo-beneficio (GHARAATI-FAR et al.,

2018).

Os métodos de transfeccéo fisicos empregam forca fisica para neutralizar a
barreira da membrana celular, facilitando a entrega do material genético
(RAMAMOORTH; NARVEKAR, 2015). Dentre os métodos fisicos disponiveis
(eletroporacao, injecdo hidrodinamica, micro injecdo, deformacdo mecanica,
ultrassom, laser e biobalistica), a eletroporacado é a mais utilizada em laboratério,
uma vez que pode ser usada para entregar uma variedade de moléculas,
incluindo proteinas e acidos nucléicos, nas células de mamiferos (LIU et al.,
2017).

Na eletroporacdo um campo elétrico maior que a capacitancia da membrana
da célula é aplicado formando uma diferenca de potencial em um ponto
especifico na superficie celular (RAMAMOORTH; NARVEKAR, 2015). A
diferenca de potencial aumenta a permeabilidade da membrana plasmatica
temporariamente, formando poros por um curto periodo de tempo na ordem de
nanosegundos, este estado permeabilizado é transitorio e permite a entrada das
moléculas (BOLHASSANI; KHAVARI; ORAFA, 2014). A permeabilidade da
membrana é controlada pela intensidade do campo elétrico aplicado, nimero de
pulsos elétricos e pela duracdo do pulso, nos experimentos de eletroporacao
realizados nesse trabalho foi utilizado o programa O-17 (MAURISSE et al., 2010)

e foram testadas diferentes tampdes e concentracdo do plasmideo.
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A Figura 4.4 apresenta imagens representativas de uma das condi¢oes
testadas da transfeccdo das células CFBE apo0s 48 horas, com 2ug/mL de
plasmideo pgmax nos tampdes OPTIMEM e TsbBuffer. Imagens de microscopia
em contraste de fase e com o filtro FITC das células transfectadas com o
plasmideo pgmax expressando a proteina verde fluorescente (GFP) foram
obtidas para determinacdo da porcentagem da transfeccdo (Figura 4.6). O
calculo dessa porcentagem foi 0 nUmero de células que expressam fluorescéncia
pelo niumero total de células através da marcacdo dos nucleos com DAPI. De
maneira geral, as imagens obtidas revelam a baixa eficiéncia, variando de 10%
a 15%, na internalizacdo do plasmideo, (Figura 4.4 B e 4.4 D) com todos os
tampdes e o programa O-17 testado. Além disso, observou-se apds 48 horas,
poucas células aderidas na placa de cultura, grande quantidade de células
mortas e debris celulares no sobrenadante, o que pode ser visualizado nas

imagens de microscopia em contraste de fase (Figura 4.4 A e 4.4 C).
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Figura 4.4 — Transfeccéo por eletroporacdo usando os tamp&es OPTIMEM e TsbBuffer e 2ug do
plasmideo pgmax. Em A e C — microscopia de contraste de fase e em B e D filtro FITC

evidenciando a transfec¢cdo com o plasmideo pgmax e a célula expressando GFP que foi usado
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como controle do experimento. As imagens foram obtidas no microscépio de fluorescéncia com

lente objetiva com aumento de 20 vezes.

A Figura 4.5 mostra as células transfectadas com o plasmideo px458 e a
fluorescéncia visualizada com o filtro TRITC, uma vez que as células que
receberam o plasmideo px458 expressam: o sgRNA, SpCas9 e a proteina
vermelha fluorescente (RFP). A porcentagem da transfeccéo foi calculada de
maneira semelhante a descrita anteriormente (nimero de células expressando
fluorescéncia pelo numero de células totais com nucleos marcados com DAPI).
A andlise foi realizada com as outras concentra¢gdes de plasmideos (1 pg/mL, 2
pug/mL e 4 pg/mL) nos trés tampdes (OPTIMEM, ThsBuffer e DMEM sem soro e
antibioticos) e os dados de comparacdo estdo apresentados na Figura 4.6.
Quando a transfeccao foi realizada com o plasmideo px458 observou-se poucas
células expressando RFP (Figura 4.5 B, Figura 4.5 D e Figura 4.5 F) para todos
os tampdes e concentracdes de DNA testadas, indicando uma baixa eficiéncia
na aplicacdo desta metodologia. Utilizando DMEM sem soro e antibioticos se
observou maior quantidade de células mortas e debris no sobrenadante Figura
4.5 E), evidenciando que este ndo seria um bom tampéao de eletroporagéo para
este tipo de célula. Por outro lado, o tampao OPTIMEM apresentou um melhor
desempenho quanto a manutencéo da integridade celular (Figura 4.5 A) porém,

nao foi eficiente quanto a incorporacéo do plasmideo.
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Figura 4.5 — Transfeccéo por eletroporacéo usando os tampdes OPTIMEM, TsbBuffer e DMEM
com 2ug do plasmideo px458. Em A, C e E — microscopia em contraste de fase mostrando a
morfologia celular. Em B, D e F filtro TRITC evidenciando que ndo ha células expressando RFP
0 que indica baixa eficiéncia na transfeccdo. As imagens foram obtidas no microscépio de
fluorescéncia com lente objetiva 20 vezes.

O grafico comparando a porcentagem de células dos respectivos tampdes
testados e diferentes concentracdes do plasmideo px458 esta apresentado na
Figura 4.6, sendo que o resultado mostrou diferenca significativa entre o controle
positivo — células transfectadas com 2ug/mL do plasmideo pgmax- com cerca de
14% de células GFP positivas com o tampdo OPTIMEM, 11% com o TsbBuffer
e menos de 2% com DMEM sem soro e antibiéticos, o que foi uma eficiéncia
bem baixa comparado ao trabalho de Maurisse e colaboradores (2010), em que

as ceélulas de epitélio pulmonar (16HBE140) foram transfectadas com o mesmo
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programa (O-17), 2ug do plasmideo pmaxGFP (AMAXA Bio- systems) com o
tampédo V e nimero de células variando entrel x108 e 2x10° foram obtidas mais

de 60% de células positivas para o GFP e viabilidade celular acima de 50%.

Para o plasmideo px458 a eficiéncia da transfeccéo foi ainda mais baixa, ndo
passando de 2% para todas as concentracdes e tampdes testados. As imagens
obtidas por microscopia em contraste de fase evidenciaram debris celulares no
sobrenadante especialmente com o tampao DMEM sem soro a antibiético
(Figura 4.5 E), o meio OPTIMEM foi o que mais manteve células aderidas e com

morfologia ndo alterada (Figura 4.5 A).
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Figura 4.6 — Grafico comparando as condi¢des de transfeccao pelo método de eletroporacéo.
Foram testadas trés concentra¢gdes de plasmideo (1pug/mL; 2ug/mL e 4ug/mL) em trés tampdes
de eletroporagéo diferentes (OPTIMEM, TsbBuffer e DMEM sem soro) com a porcentagem de
células expressando fluorescéncia pelo nimero de células totais evidenciadas por DAPI. Andlise

estatistica com o Teste Two Way Anova. **** p<0,001 e ns= nédo significativo

Os resultados obtidos mostram que o metodo da eletroporacao néao foi 0 mais
adequado para esta célula, visto que foi observada morte celular e baixa
incorporacdo do plasmideo independente do tamp&o ou concentragdo do
plasmideo testada, indicando que a intensidade do campo elétrico e tempo do
pulso estdo inadequados. Dessa maneira, para utilizar o método da
eletroporagdo deve-se melhorar a eficiéncia, seja testando outros programas
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descritos na literatura (X-001, CA137, U23) com intensidades de campo elétrico
e tempo de pulsos diferentes, aumentando o nimero de células iniciais (2x10°)
e testando outros tampdes. Uma vez resolvido o problema da viabilidade celular

pode-se testar diferentes concentracdes do plasmideo px458.

O outro método testado € baseado em compostos lipidicos de natureza
cationica. O mecanismo de acdo que faz com que os lipossomos sejam eficientes
na entrega de acidos nucleicos as células eucaridticas € a sua capacidade de
interacdo com a agua formando bicamadas lipidicas fechadas (RAMAMOORTH,;
NARVEKAR, 2015). No caso das formulacdes catidnicas, a interacdo ocorre
espontaneamente por forca ibnica, uma vez que o DNA possui carga negativa e
se complexa com o lipidio (carga positiva) e permitem a sua associacdo com a
superficie carregada negativamente das células alvo (MAURISSE et al., 2010).
A entrega do acido nucleico no nudcleo celular ainda ndo é totalmente
compreendida, mas acredita-se que o complexo seja absorvido pelas células
através dos mecanismos de endocitose fagocitose (GHARAATI-FAR et al.,
2018). Os lipossomos catibnicos protegem os acidos nucleicos da degradacéo
enzimatica no ambiente extracelular (REES et al., 2017) e tem como vantagem
uma baixa citotoxicidade relativa, simplicidade de producdo e baixa
imunogenicidade (MAURISSE et al., 2010). Um dos reagentes de transfeccao
baseados em lipidios, disponiveis comercialmente, € a Lipofectamina que é
amplamente utilizada em uma variedade de células eucaridticas, especialmente
aguelas resistentes a transfeccéo por outros métodos (GUO et al., 2018). Na
literatura, o uso de diferentes reagentes lipidicos para entrega dos componentes
do CRISPR foi testado para a entrega de plasmideos e dentre os testados a
Lipofectamina 3000 produziu a maior eficiéncia de transfeccdo (13,1%) em
células de linhagem de melanoma humano (A375) (ZHANG et al., 2017b).

No experimento de transfeccdo foram testadas duas concentracbes de
Lipofectamina 3000, recomendadas pelo fabricante, e trés concentracdes do
plasmideo px458 (1 pg/mL, 2 ug/mL e 4 pg/mL), a Figura 4.7 apresenta as
imagens de microscopia em contraste de fase e com o filtro TRITC para
visualizar a expressdo do gene RFP utilizando a menor concentracdo de
Lipofectamina. As imagens de microscopia em contraste de fase mostram que

esse meétodo ndo ocasionou alteragdes morfolégicas significativas e auséncia de
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debris no sobrenadante em relacdo ao método de eletroporacdo (Figura 4.7 A,
C e E). Em todas as concentracbes de plasmideo testadas foi observada
fluorescéncia com o filtro TRITC indicando que o plasmideo foi incorporado pela
célula (Figura 4.7 D, F e H). Observa-se que com 2ug de plasmideo ha mais
células transfectadas (Figura 4.7 F) em relacdo as outras duas concentragées,
os dados foram corroborado pelo grafico de quantificacdo de porcentagem de
células transfectadas, calculados da mesma maneira que no método de
eletroporacgéao (Figura 4.8).

Confrole

1ug px458

21g px458

4ug px458

Figura 4.7 —Transfec¢do com o plasmideo px458 usando Lipofectamina 3000. Foi utilizada a

concentracdo de 0,15pL de Lipofectamina 3000 por poco e as fotos foram tiradas apds 48 horas
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de transfeccdo. S&o observadas a morfologia em microscopia de contraste de fase e com o filtro
TRITC para fluorescéncia em vermelho. Em (A) microscopia de contraste de fase e (B) filtro
TRITC apresentam o controle negativo que nado recebeu o plasmideo. Em C microscopia de
contraste de fase e D filtro FITC utilizando 1pg de plasmideo/mL em meio OPTIMEM, em E
contraste de fase e F filtro TRITC com 2ug de plasmideo/mL em meio OPTIMEM. Por fim, G e H
com 4ug de plasmideo/mL em meio OPTIMEM.

Resultados semelhantes foram obtidos utilizando-se maiores
concentracbes de Lipofectamina 3000, visto que todas as condicOes
apresentam células que incorporaram o plasmideo mantendo a viabilidade
celular (dados ndo mostrados). A Unica concentracdo em que foram
observados mais debris no sobrenadante foi com 4ug de plasmideo, mas
ainda assim era possivel visualizar células que receberam o plasmideo

mesmo que em menor quantidade.

A Figura 4.8, apresenta os dados de transfec¢cado com Lipofectamina 3000
comparando duas concentracdes diferentes do reagente e plasmideos. De
maneira geral, a eficiéncia na transfeccdo variou entre 5 e 10% e foi
ligeiramente melhor (9,1%) com 2ug de plasmideo com a menor
concentracdo de Lipofectamina (0,15uL/po¢co de 96), para as outras
concentracfes de plasmideo ndo ha diferenca significativa entre as médias

pelo método de Two Way ANOVA com o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 4.8 - Grafico comparando as condi¢cdes de transfec¢cdo do plasmideo px458 com

Lipofectamina 3000. Foram comparadas as trés concentracdes de plasmideo (1pg/mL; 2pug/mL
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e 4ug/mL) em duas concentracBes de Lipofectamina 3000 com a porcentagem de células
expressando fluorescéncia (RFP) pelo nimero de células totais evidenciadas por DAPI. Analise

estatistica com o Teste Two Way Anova. ** p<0,027; ns = ndo significativo.

Com base nos dados obtidos, o método de transfeccao selecionado para
0S proximos experimentos foi a partir de Lipofectamina 3000 na menor
concentracéo (0,15uL/poco de 96) e 2ug/mL do plasmideo px458. Os resultados
encontrados experimentalmente mostraram que o método de transfecgéo
baseado em Lipofectamina foi mais eficiente do que a eletroporacéo, quando
comparados parametros como a internalizacdo do plasmideo e morfologia

celular.

415 Construcdo do sgRNA para entrega da
Ribonucleoproteina

Nesta etapa foi mostrada a construcdo da outra ferramenta de edicao

que consiste em um complexo ribonucleico (RNP), ou seja, a molécula de RNA
€ complexada com a proteina purificada, sendo entéo transfectada para a célula
(MEDEIROS et al., 2017). Esta ferramenta € promissora para edicdo genética
aplicada a terapia génica visto que a expressao da proteina Cas9 é transitéria
minimizando as possiveis edi¢des fora do alvo no genoma e diminui a toxicidade.
A RNP de sgRNA-Cas9 cliva o DNA cromossbmico alvo entre 12 e 24 horas e a
proteina Cas9 é degradada no periodo de 24 a 48 horas, um periodo curto em
comparacao com os varios dias quando esta é expressa continuamente a partir
de um plasmideo (WANG et al.,, 2019). As etapas de construcdo desta
ferramenta foram: sintese do DNA dupla-fita, clonagem em vetor, transcri¢do do
RNA in vitro, formacédo do complexo e teste de reconhecimento e clivagem in

vitro.

4.1.6 Clonagem da sequéncia no pGEM-T

O fragmento de DNA dupla-fita, contendo as sequéncias do promotor T7
do sgRNA e do tracrRNA da SaCas9, foi sintetizado comercialmente. Para
conseguir grandes quantidades do fragmento este foi inserido em um vetor
(plasmideo) para que possa ser multiplicado na bactéria E. coli. Posteriormente,
o plasmideo foi purificado e o fragmento amplificado por PCR com primers
especificos e purificacdo do produto. A Figura 4.8 mostra os plasmideos

purificados para cada construcédo, que foram submetidos a PCR com primers
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especificos, a fim de verificar a sequéncia de DNA inserida no locus do

plasmideo pGEM-T.
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Figura 4.9-Confirmacédo da inser¢cdo da sequéncia no locus do plasmideo pGEM-T. Desenho
esquematico mostrando a constru¢cdo do plasmideo pGEM T Easy utilizado na clonagem.
Produto de PCR obtido a partir do plasmideo pGEM —T Easy e primers especificos para a
sequéncia do sgRNA visualizados em Gel de agarose 2% corado com GelRed® Nucleic Acid Gel
Stain apds exposicao a luz ultravioleta no e visualizado no fotodocumentador LPIX. A seta azul
indica o produto de PCR usando o primer forward T7SaCas9 que se anela na sequéncia de 179
pb que foi inserida no vetor. A seta vermelha indica a amplificacdo do fragmento usando a
sequéncia do primer forward do promotor T7 constitutivo do plasmideo pGEM-T que se anela no

fragmento de 179 pb inserido.

Na Figura 4.9 observa-se a insercdo da sequéncia de interesse de tamanho
de 179pb representado pela seta azul, porém também ¢é possivel visualizar
outras bandas no gel: a banda de 220 pares de base (seta vermelha) que
corresponde a amplificacdo da sequéncia de interesse com a sequéncia do
promotor T7 constitutivo do plasmideo. Como a sequéncia do primer T7 SaCas9
ha uma sequéncia de 20 pares de bases em comum com a sequéncia
constitutiva do pGEM-T fez com que amplificasse essa regidao também o que
explica o aparecimento da banda. Com relagéo a banda préxima aos 3 kb, esta
corresponde ao plasmideo (tamanho esperado) e acima deste um possivel

contaminante de DNA bacteriano ndo removido durante a purificacdo do
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plasmideo pelo kit de MiniPrep. Uma vez com a sequéncia clonada em vetor, o

DNA pode ser transcrito na molécula de RNA.

4.1.7 Transcrigao in vitro para obtencdo do RNA

Para obtencédo da molécula de RNA foi realizada a reacao de transcricao
in vitro a partir do promotor T7. Decorrido o tempo de reacéo, antes de iniciar a
purificacdo do RNA, foi adicionada &4gua e solugdo de acetato para parar a
reacdo, 2L foi aplicado em gel de agarose 2% e a molécula de RNA, de
tamanho entre 100 e 200 pares de bases, podem ser visualizados na Figura 4.10
A (setas azuis) conforme o esperado. Além disso o RNA foi analisado pelo
equipamento Bioanalyzer Agilent para confirmacdo do tamanho e concentracao
da amostra na Figura 4.10 B. Cada sgRNA aparece como um pico na regiao de
200 pb (setas azuis), o pico na regido de 25 pb representa o marcador (Ladder)
utilizado como referéncia do tamanho. Nota-se que ha picos de menor tamanho,

indicativos de uma possivel degradacéao.
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Figura 4.10 Confirmacao da purificacdo da molécula de RNA que contém a sequéncia do sgRNA
e tracrRNA para ancoramento da SaCas9. (A) Visualizacdo do RNA em gel de agarose 2% ap0s
a adicdo da solugdo de acetato. O marcador 1kb plus foi usado como referéncia de tamanho e o
RNA foi corado com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain e exposicao a luz ultravioleta visualizado
no fotodocumentador LPIX. (B) Histogramas resultantes da analise de RNA pelo equipamento
Bioanalyzer Agilent, sendo Ladder a referéncia em tamanho e 0s respectivos picos para cada
amostra de RNA (1546, 133 e 1648-2). Para o sgRNA 1648 foram testadas duas concentracfes
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de DNA inicial e por isto € apresentado os indices 1648 1 (referente a 1 ng/pL de DNA inicial) e
1648_2 (referente a 2 ng/uL de DNA inicial).

Apoés a purificacdo do sgRNA através da precipitacdo com etanol, a
concentracéo do eluido foi medida com o espectrofotdbmetro e corroborada pelo
equipamento Bioanalyzer Agilent RNA conforme apresentado na Tabela 4.2.

sgRNA Concentracdo de DNA Rendimento de RNA A260/280 A260/230
inicial (ng/uL) purificado (ug/uL)
1546_SaCas9 1 3.2 2,10 2,03
1648_1SaCas9 1 1,8 1,62 1,11
1648_2SaCas9 2 3,5 1,90 1,80
133_SaCas9 2 6,5 2,05 2,13

Tabela 4.2 Rendimento da reacao de transcri¢ao in vitro apos a purificacdo do RNA. As medidas
da concentracéo foram feitas por espectrofotometria no Nanodrop, bem como a indicacdo dos
fatores de pureza A260/280 e A260/230.

Os dados da Tabela 4.2 evidenciam que a concentracdo de DNA inicial
influencia no rendimento final em RNA, mas que este rendimento diferiu para
cada sequéncia de sgRNA o que ndo era esperado visto que possuem 21
nucleotideos distintos apenas. O rendimento obtido pode ser relacionado com a
intensidade da banda no gel de agarose (Figura 4.10 A), sendo que 0 sgRNA
1546 e sgRNA 1648 2 apresentam intensidades e concentragdes semelhantes
e 0 sgRNA 133 que apresentou o maior rendimento (6,5 pg/ pL) também
apresentou maior intensidade de banda. O sgRNA 1648 a partir de 1pug de DNA
(sgRNA1648 1) obteve menor rendimento (1,8ug/uL) e néao foi possivel

visualizar no gel, provavelmente pela sua baixa concentracao.

Como os acidos nucleicos absorvem na faixa de 260nm, as relacfes da
absorbancia em 260 nm e 230 nm (260/230) séo indicativos de pureza; para o
RNA esses valores estdo geralmente na faixa entre 1,8 e 2,2, sendo que valores
abaixo desta faixa apresentam contaminacdes com solventes (fenol ou
guanidina) do processo de purificacdo do RNA. A absorbancia em 280 nm é
caracteristico de proteinas, portanto, a relagcdo (260/280) é indicativo de
contaminantes proteicos ou solventes como fenol. Pelos valores obtidos, o
SgRNA 1648 _1 apresentou as piores relacdes tanto em rendimento quanto em
pureza indicando algum problema no processo de purificacdo do RNA.
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4.1.8 Reacdao de clivagem in vitro

O experimento de clivagem in vitro tem como objetivo mostrar se 0 sgRNA
com a proteina SaCas9 purificada sdo capazes de reconhecer e clivar o DNA
(substrato). Para este fim, podem ser utilizadas diferentes propor¢des do
complexo para o substrato, mantendo uma proporgao molar. Como o gene CFTR
inteiro € muito extenso (190 kb) e para o experimento se faz necessario a
visualizacao dos fragmentos obtidos em gel de agarose, um fragmento de 906pb
do gene CFTR foi amplificado por PCR com primers especificos, servindo como
substrato da reacdo. Desta maneira, a Tabela 4.3 apresenta o tamanho dos

fragmentos esperados apos a clivagem do substrato por cada sgRNA.

SgRNA Tamanhos esperados apos clivagem
1546 300 e 604 pb
1648 400 e 506 pb
133 329 e 577 pb

Tabela 4.3 Fragmentos esperados ap6s clivagem do DNA (substrato) de 906 pb pela enzima
SaCas9.

Apos o fragmento ser purificado, de forma a observar uma Unica banda
no gel de agarose, foram testadas diferentes propor¢cdes (molar) do complexo
(sgRNA :SaCas9: substrato) durante 3 horas de reacao a 37°C. A Figura 4.11
mostra o produto da reacéo de clivagem in vitro aplicada em gel de agarose 2%
com diferentes propor¢cdes molares A (5:5:1), B(10:10:1) e C (20:20:1).
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Figura 4.11 Reac&o de clivagem in vitro usando fragmento de 906 pb do gene CFTR. O produto
dareacéo é visualizado em gel de agarose 2% corado com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain apés
exposicdo a luz ultravioleta, visualizado no fotodocumentador LPIX. As setas vermelhas
representam os fragmentos do tamanho esperado que foram gerados. (A) Reacédo de clivagem
na proporcédo de 5:5:1 (sgRNA: proteina; substrato), respectivamente, com 350ng de substrato
inicial; (B) reacédo de clivagem na proporcao de 10:10:1 (sgRNA: proteina: substrato), com 200ng
de substrato inicial e (C) reacédo de clivagem na proporcao 20:20:1 (sgRNA: proteina: substrato),

com 200ng de substrato inicial.

Conforme visualizado no gel de agarose, foram gerados os fragmentos
esperados para cada um dos sgRNA indicando que o complexo é capaz de
reconhecer e clivar o fragmento do gene CFTR (substrato) in vitro. Na Figura
4.11A néo foi possivel ver a diminuicdo na intensidade da banda do substrato,
mas observa-se clivagem pela presenca das bandas no gel de tamanho
especifico para todos os sgRNAs, embora em baixa intensidade. O tempo de
reacao foi de 3 horas e quantidade de DNA para o substrato de 350 ng, seguindo
as proporcoes de 5:5:1 (sgRNA: proteina: substrato). As reacdes “sem sgRNA”
(somente a SaCas9) e “sem a proteina SaCas9” ndo apresentaram fragmentos
garantindo o controle do experimento. Na condicdo sem Cas9, para todas as
propor¢cdes analisadas, foi observado um fragmento entre 100 pb e 200pb, que

provavelmente corresponde ao sgRNA.

A Figura 4.11 B apresenta os resultados de clivagem in vitro para todos
0s sgRNAs na proporcédo de (10:10:1) e 200 ng de DNA inicial. A Figura 4.11 C
apresenta o resultado utilizando a proporcao de (20:20:1), também com 200ng
de DNA inicial. Em ambas proporc¢des se observa que os fragmentos gerados
sdo dos tamanhos esperados (representados pelas setas vermelhas) para os
sgRNAs, indicando que o complexo é capaz de reconhecer e clivar o DNA alvo.
Na proporcédo de (20:20:1) observa-se que os complexos dos sgRNA1546 e
SgRNA133 apresentam maior atividade, visualizadas pela intensidade das
bandas dos fragmentos gerados. Para esta proporcdo o sgRNA1648 néo
apresentou clivagem significativa, sendo visualizada, claramente, uma banda em

torno de 200pb, que possivelmente corresponde ao RNA.

A quantificacdo relativa da intensidade das bandas foi realizada com
auxilio do software ImageJ (U. S. National Institutes of Health, USA)

estabelecendo como 100% a média da intensidade obtida para a condi¢cao “sem
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sgRNA” e relacionando com as condigbes tratadas com os sgRNAs. Para a
proporcao 5:5:1 (Figura 4.11 A) nao foi observada diferenca na intensidade para
todas as condi¢bes, no entanto a proporcao 10:10:1 (Figura 4.11 B) teve
eficiéncia de clivagem de 31% para o0 sgRNA 1546, 36% para o SgRNA 1648 e
32% para o0 sgRNA 133. E por fim, a proporgéo de 20:20:1 (Figura 4.11 C) teve
eficiéncia da clivagem de 35% para o sgRNA 1546, 0% para o sgRNA 1648 e
21% para o0 sgRNA 133. Os dados referentes podem ser visualizados no gréafico

da Figura 4.12.
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Figura 4.12 Porcentagem de clivagem do substrato nas diferentes propor¢des testadas: 5:5:1;
10:10:1 e 20:20:1. A porcentagem relativa foi calculada com base na intensidade da banda
referente ao substrato (100%) com uso do software ImageJ. Experimentos realizados em

duplicata.

De maneira geral, 0 experimento mostrou que o complexo SaCas9:sgRNA
esta funcional com capacidade de reconhecer o substrato especificamente e
clivar, indicando assim que a ferramenta da ribonucleoproteina esta funcionando

in vitro.

84



4.1.9 Transfecg¢do do Complexo Ribonucleoproteico

O método de transfeccdo para o plasmideo, demonstrado anteriormente, foi
selecionado com base na maior porcentagem de células expressando o gene da
proteina vermelha fluorescente. No entanto, a eficiéncia na entrega da
ribonucleoproteina ndo é possivel de quantificacdo pois ndo h4 nenhum gene
reporter fusionado a um dos elementos do complexo. Como a proteina SaCas9
possui 3 histidinas, utilizadas na sua purificacdo, o anticorpo anti-histidina foi
testado (dados ndo mostrados) em técnica de imunofluorescéncia indireta,
porém a marcacao foi semelhante entre o controle e amostra transfectada.
Provavelmente a marcacao do controle foi devido a especificidade do anticorpo
(histidina) a outras proteinas presente na célula ou talvez pela quantidade de
SaCas9 indetectavel pela técnica. Dessa forma, as condi¢des de transfecc¢do do
completo ribonucleoproteico foram baseadas em dados retirados da literatura

conforme apresentado na Tabela 4.4:

Referéncia Quantidade de Quantidade Método de Eficiéncia
Cas9/sgRNA (ug) de células Transfecc¢éo (Indels)
(LIANG et al.,  500ng Cas9/120 ng 1-2x10° Lipofectamina 51% HEK293 e
2015a) sgRNA 3000 5% célula-
tronco
(VAIDYANAT 6 ug Cas9/3,2 ug 1 x10° Eletroporacao 15%
HAN et al., SgRNA (HBECs) (CA-137) Lonza
2020) 4D
(WANG et al., 1 pg cas9 e 0,33ug 8x10* Lipofectamina 12,7% a 31,4%
2019) de sgRNA (HEK293) 2000
(RUAN et al., 2 ug Cas9 e 0,67ug 3x10°iPSC Lipofectamina 15%
2019) de sgRNA 2000
(RUAN et al., @ 10 pg Cas9 e 3,3 ug 2,5x10° Eletroporacao 5% a 88%
2019) de sgRNA iPSC 620V, 30 ms
TX-1500A LE
(LATTANZI et 5ug Cas9 e 2,5 ug 2x10° Eletroporacao 8,1% a 20%
al., 2019) sgRNA (HSPCs) (CA137)

Tabela 4.4 Resumo das condi¢6es de transfec¢cdo do complexo RNP. Dados da literatura com
as concentracdes do complexo (Cas9 e sgRNA) com os métodos de transfeccéo utilizados em
diferentes tipos celulares: HBECs — células de linhagem do epitélio brénquico, HEK293 — células

da linhagem de rim de embrido humano, iPSC- células-tronco pluripotente induzidas, HSPCs-
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células progenitoras hematopoiéticas. A eficiéncia é dada pela medida da porcentagem de

eventos de insercdo e delecdo da regido alvo (indels).

Para este trabalho, com células de linhagem de epitélio pulmonar, foram
selecionadas as concentragcdes obtidas no trabalho de Vaidyanathan e
colaboradores (2020), visto que foi transfectada uma linhagem celular de epitélio

brénquico (HBECSs) que se assemelha ao tipo de células que sera utilizado.

4.2 Etapa 2 - Aumento do Reparo Dirigido por Homologia (HDR)

Apéds o reconhecimento do locus especifico pelo sgRNA e a clivagem
da dupla-fita pela proteina Cas9, a proxima etapa € a ativacdo da maquinaria de
reparo do DNA que é realizado pela prépria célula. O mecanismo de reparo do
DNA pode ser via juncao das extremidades ndo-homoélogas (NHEJ) ou reparo
dirigido por homologia (HDR), sendo a ocorréncia por NHEJ a mais frequente
(YIANGOU et al., 2019). Para corrigir a mutacao F508del € necessario fornecer
uma sequéncia de DNA doador para a que ocorra 0 HDR. Em geral, a eficiéncia
do HDR varia de 0,5 % (ROCHE et al., 2018; WALKER, 2011) a 30% (YEH:;
RICHARDSON; CORN, 2019). Desta forma, as estratégias que podem ser
aplicadas para tentar melhorar a ocorréncia deste mecanismo séo: (1) fusdo do
DNA doador com a proteina Cas9 facilitando a proximidade fisica para
ocorréncia do reparo (YEH; RICHARDSON; CORN, 2019); (2) inibicao de
proteinas e fatores da via NHEJ com uso de drogas (RIESENBERG; MARICIC,
2018) e (3) sincronizacao do ciclo celular nas fases S/G2 (ROCHE et al., 2018).
A Tabela 4.5 apresenta alguns compostos quimicos descritos na literatura
testados para aumentar a eficiéncia do mecanismo de reparo HDR. Estas drogas
atuam como inibidores da via NHEJ ou como sincronizadoras do ciclo celular em

determinadas fases.

Molécula Atuacéo Célula Referéncia
Nocodazol Sincronizacao do HEK293T (YANG et al., 2016; YIANGOU
ciclo celular G2/M hESC et al., 2019; ZHANG et al.,
2017a)
SCr7 Inibidor DNA A549, HEK293, | (HU etal., 2018; MARUYAMA
ligase IV (NHEJ) MCF-7 et al., 2015; YANG et al.,
2016)
Brefeldin A Inibidor NHEJ iPSC (ZHANG et al., 2017a)
L755507 Inibidor NHEJ iPSC, (ZHANG et al., 2017a)
fibroblasto
RS1 Inibidor NHEJ HEK293 (SONG et al., 2016; ZHANG et
iPSC al., 2017a)
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Afidicolina Sincronizacéo do HEK293 (LIN et al., 2014)
ciclo celular S
Tabela 4.5 Moléculas descritas na literatura que aumentam a frequéncia do reparo dirigido por

homologia (HDR) em diferentes células.

Com base nas moléculas descritas na literatura, a inibicdo da via de
reparo NHEJ apresentou resultados promissores quanto ao aumento do HDR. A
droga SCR7 a 0,01 uM promoveu uma insercao precisa de 21 pb nas células de
linhagem epitelial humana (A549) 3 vezes maior que sem a droga, porém €
relatado que a droga pode induzir a célula a entrar em apoptose (MARUYAMA
et al., 2015). Com as drogas RS1, L755507 e brefeldina A o aumento do HDR
foi inexpressivo, sendo muito dependente da linhagem celular. OS resultados
mostraram baixa eficiéncia em células-tronco pluripotentes humanas e células
primarias (ZHANG et al., 2017a) e toxicidade em linhagens celulares de
carcinoma e embriées murinos (YANG et al., 2016).

A sincronizagdo do ciclo celular com a droga nocodazol, antes da
entrega de plasmideo expressando a Cas9 e sgRNA, aumentou a eficiéncia em
torno de 10% do HDR para células-tronco embrionéarias (ZHANG et al., 2017a).
Ja a sincronizacao das células HEK293 na fase S ou G2/M, aumenta a eficiéncia
do HDR de 26% para 38%. Por esta razdo, drogas que atuam sincronizando o
ciclo celular foram testadas na linhagem CFBE: o nocodazol foi testado para as
fases G2/M e a hidroxiureia para a fase S ja que sdo as fases em que a
frequéncia deste mecanismo de reparo é maior.

A hidroxiureia é utilizada como droga antineoplasica, esta apresenta
citotoxicidade dependendo da concentracéo usada, da duracdo da exposicao e
da sensibilidade do tipo de célula. Em altas concentracdes (>10mM) ou com
exposicao prolongada em doses mais baixas, a droga € citotoxica para varias
células de mamiferos, como células de hamster chinés (CHO), células de linfoma
de camundongo, células tumorais de Ehrlich e linfocitos humanos (SINGH; XU,
2016).

O nocodazol € um agente sintético de ligagdo a tubulina e também
apresenta atividade antineoplasica. Esta droga se liga a tubulina beta impedindo
a polimerizacédo de microtubulos o que evita a mitose, mantendo as células nas
fases G2/M e induzindo apoptose nas células tumorais (PUBCHEM, 2020). Um

estudo com 15 linhagens de células submetidas a exposicdo ao nocodazol
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mostrou que algumas células tiveram a divisdo celular suprimida durante a
exposicao, e apos a retirada da droga continuaram o ciclo celular. Além disso,
muitas células apresentaram morte durante a fase de interfase apos a retirada
da droga, fazendo com que a resposta celular fosse correlacionada com a
concentracdo da droga utilizada e tempo de exposicdo fazendo com que
concentracfes maiores aumentassem o efeito de apoptose (BATES; EASTMAN,
2017).

4.2.1 Sincronizacao do Ciclo Celular

Com o objetivo de determinar a concentracdo de cada droga a ser
utilizada na cultura celular da linhagem CFBE, que ndo seja tdxica para a célula,
foi realizado um ensaio de citotoxicidade. Este ensaio permite a medida da
viabilidade celular relativa através da incorporacdo e retencdo do corante
vermelho neutro ao lisossomo das células viaveis. Desta forma, a medida da
absorbancia em 540nm é diretamente proporcional a viabilidade celular
(SIQUEIRA, 2016). Os resultados obtidos foram plotados em gréficos de barras
na Figura 4.13 e aplicado o teste estatistico de Dunnet, a fim de se determinar a
maior dose de cada droga que ndo altera a viabilidade celular em relacdo ao

controle sem tratamento.

CFBE 24 horas tratamento Hidroxiureia CFBE 24 horas tratamento Nocodazol
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Figura 4.13 Ensaio de viabilidade celular apés 24 horas de exposi¢do as drogas. Viabilidade
relativa obtida pela medida da absorbé&ncia em 540nm com as diferentes concentracfes das

drogas testadas (hidroxiureia e nocodazol) apés 24 de exposigdo. A absorbancia do controle foi
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relacionada com 100% de viabilidade. Comparagdo das médias pelo teste estatistico ANOVA

Dunnet test p>0.05.

Desta forma, determinou-se que a concentracdo maxima de hidroxiureia
a ser testada no ensaio de ciclo celular fica em torno de 46,80 pg/mL e para o
nocodazol uma concentracdo maxima de 21 ng/mL. Concentra¢cdes maiores
poderiam ser usadas, porém nesta etapa o objetivo seria apenas sincronizar as
células no fim da fase S e G2 mantendo a maior viabilidade possivel, uma vez

que apos a retirada da droga as células séo transfectadas.

Com as concentracfes das drogas definidas, foi analisado o ciclo celular
com base na incorporacéo de iodeto de propideo (Pl) que € um reagente com a
propriedade de se intercalar ao DNA em pequenas sequéncias de bases
nucleotidicas, e de emissdo no comprimento de onda de 617nm quando excitado
por laser. A solucdo utilizada no ensaio contém um detergente para a
permeabilizacdo da membrana e a enzima ribonuclease para degradacédo do
RNA, mantendo a marcacdo especifica para DNA. A analise é baseada na
quantificacdo de DNA no interior das células por citbmetro de fluxo. Assim,
células na fase G2/M do ciclo tem o dobro de DNA do que as células na fase
GO0/G1, representadas pela intensidade de fluorescéncia em escala linear
(CARVALHO, RIBEIRO, NOGUEIRA, 2010). Com a selecao das gates propostas
para o controle, a mesma andalise foi realizada para as células com tratamento e
a porcentagem das células em cada fase do ciclo celular com o respectivo tempo

de recuperacao esta expressa na Figura 4.14.
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Controle Hidroxiureis apds 2 horas Hidroxiureia apdés 24 horas
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Figura 4.14— Média da Porcentagem relativa da quantidade de células em cada fase do ciclo
celular (controle) e tratados com nocodazol e hidroxiureia apos 2 e 24 horas de recuperacdo. O
eixo y do grafico representa a contagem dos eventos (n° de células) e o eixo x a intensidade de

fluorescéncia no canal de 570nm (PE-A).

Os dados presentes na Figura 4.14 foram plotados em grafico de barras
Figura 4.15, para duas horas de recuperacao, e na Figura 4.16 para 24 horas de
recuperacdo. Apos duas horas de recuperacéo, a populacéo de células tratadas
com hidroxiureia, apresentou mais de 60% de células na fase G1 e 19% na fase
G2 do ciclo celular. Decorridas 24 horas o cenario muda: cerca de 33% das
células estao na fase G1 e cerca de 58,4% na fase G2 indicando a progressao
das células no ciclo celular. Como o mecanismo de acdo da droga atua inibindo
enzima ribonucleotideo redutase e a producao de dNTP (YIANGOU et al., 2019)
€ levado o acumulo das células no final na fase S do ciclo celular. Logo, a
hidroxiureia foi selecionada para sincronizacdo na fase G2 apds 24 horas de

recuperacgédo para verificacdo da influéncia no HDR das células.

Em contrapartida, a droga nocodazol na concentracdo utilizada manteve o
perfil do ciclo celular muito semelhante ao controle. A maioria da populacao
apresentou porcentagem semelhante nas fases G1 e G2, cerca de 40%, tanto

em 2 horas quanto em 24 horas de recuperacao.
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Figura 4.15-Porcentagem de células CFBE em cada fase do ciclo celular apés 2 horas de
recuperacdo. Ensaio de ciclo celular com iodeto de propideo apés de retirada da drogas e 2
horas de recuperacdo em meio de cultura. As condi¢des testadas foram: células néo tratadas,
1% de soro fetal bovino, hidroxiureia e nocodazol. ANOVA One Way *** p=0,007; **p= 0,027

24 horas de Recuperacao

80
mm Controle nao tratado

60 - — 1% Soro Fetal Bovino
mm Hidroxiureia 24 horas

MNocodazol 24 horas

. o
40 - . L T
.
20 ! T
I W o p{ UDGD1
U- T T |. p: 0102?
o o @

Fase do Ciclo Celular

% de células

Figura 4.16 - Porcentagem de células CFBE em cada fase do ciclo celular apdés 24 horas de
recuperacado. Ensaio de ciclo celular com iodeto propideo apés de retirada das drogas e 24 horas
de recuperagdo em meio de cultura. As condi¢gBes testadas foram: células nédo tratadas, 1% de

soro fetal bovino, hidroxiureia e nocodazol. ANOVA One Way **** p<0,0001; **p< 0,027

Os dados obtidos experimentalmente, nas células da linhagem CFBE, revelaram
que a concentracdo das drogas utilizadas para sincronizacdo do ciclo celular foi bem
menor do que o descrito na literatura, o que explicaria porque as porcentagens de

células sincronizadas variou de 40% a 60% na fase G2.
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4.3 Etapa 3 — Detecc¢éo selvagem e mutante

4.3.1 Padronizagéo do teste de deteccao
(imunofluorescéncia)

As células epiteliais brénquicas de fibrose cisitca (CFBE) foram
produzidas por células imortalizadas do brénquio de um paciente com fibrose
cistica homozigoto para a mutacdo F508del (GRUENERT et al., 2004). As
células CFBE sao usadas como modelos de estudo da funcdo do canal, durante
a triagem inicial no desenvolvimento de farmacos e moduladores para o
tratamento da fibrose cistica (LOPES-PACHECO, 2016).

A estratégia inicial, proposta para mensurar os melhores parametros
para aplicacdo do CRISPR, seria o reconhecimento do canal CFTR por um
anticorpo especifico, de forma que células selvagens e mutantes apresentem
diferentes perfis de marcacédo. A mutacdo F508del leva ao dobramento incorreto
da proteina CFTR e sua retencdo no reticulo endoplasmatico (ER) para
degradacdo prematura. Desta maneira, esperava-se que na célula mutante, a
marcagao com 0 anticorpo se apresentasse na regido perinuclear, mas para a
célula CFBE selvagem, a marcacdao seria mais citoplasmatica ou na regiéo apical
da membrana celular.

O perfil de marcagcdo, das células mutante e selvagem, esta
apresentado na Figura 4.17. As imagens de microscopia de fluorescéncia
revelam que nao ha diferenca no perfil de marcacéo das células CFBE selvagem
e mutante. Para verificar se ha diferenca na quantidade de células marcadas e
na intensidade da fluorescéncia entre as duas populagdes de células foi utilizado
Harmony software (PerkinElmer) do equipamento high content image (Operetta
CLS). A comparacéo da intensidade de fluorescéncia entre as duas populacdes
nao apresentou diferenca significativa além de que ambas mostravam mais de

98% de células marcadas e sem um perfil especifico de marcacéo.
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Controle anticorpo secundario Anticorpo mAb 296 (FITC) DAPI+ FITC

CFBE 508del

CFBE 508del 0 _pm 25 CFBE 508del

D E F

CFBE selvagem

o ym 25  CFBE selvagem o um 25 CFBE selvagem

Figura 4.17- Marcacéo do canal CFTR. A marcacgéao foi realizada pelo anticorpo primario mAb
596 e secundario conjugado ao fluor6foro Alexa 488, nicleos foram marcados com DAPI (A)
controle do anticorpo secundario (Alexa 488) nas células F508del (B) perfil de marcacao do canal
CFTR no filtro FITC (C) nucleos marcados com DAPI (azul) e canal CFTR em verde pelo filtro
FITC (D) controle do anticorpo secundéario em células selvagem (E) perfil de marca¢éo do canal
CFTR no filtro FITC (F) nacleos marcados com DAPI (azul) e canal CFTR em verde pelo filtro
FITC. Experimento realizado em triplicata com andlise de 25 fotos por réplica. Intensidade de

fluorescéncia comparada através do teste Tukey ANOVA One Way p<0,05.

Como néo era possivel estabelecer um perfil de marcacéo pelo anticorpo nem
mesmo nas célula selvagem, foram testados outros métodos de fixacdo e
permeabilizacdo a fim de melhorar o reconhecimento do anticorpo conforme
apresentado na Figura 4.18. De maneira geral, mesmo testando dois diferentes
fixadores com tempos de fixacdo e permeabilizagéo (10, 15, 20 e 30 minutos) néo foi
possivel evidenciar claramente a marcagcdo do CFTR com o anticorpo na célula
selvagem para nenhum dos métodos testados. Aparentemente o uso de metanol e
permeabiliza¢cdo com triton X100 0,3% apresentou maior intensidade na fluorescéncia,

embora esta diferencga néo foi estatisticamente significativa.
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Controle anticorpo secundéario  Anticorpo mAb 596 (FITC) Anticorpo mAb 596 (FITC)

CFBE -Metanol

CFBE -PFA4% oJriton X100 - 0,3%

Figura 4.18- Imunofluorescéncia com anticorpo mAb 596 para marcacdo do CFTR com
diferentes métodos de fixacdo e permeabilizacdo: (A) Controle do anticorpo secundério com a
fixacdo com metanol durante 20 minutos; (B) Canal CFTR marcado com anticorpo mAb 596
(1:250) ap6s a fixagdo com metanol durante 20 minutos; (C) Canal CFTR marcado com anticorpo
mAb 596 (1:250) apds a fxacdo com paraformaldeido e permeabilizacdo com triton X100; (D)
controle do anticorpo secundéario com a fixagdo com PFA 4%, (E) Canal CFTR marcado com
anticorpo mAb 596 (1:250) ap6s fixagdo com PFA 4% e permeabilizagdo com 0,3% com triton
x100 e (F) Canal CFTR marcado com anticorpo mAb 596 (1:250) apds fixacdo com PFA 4% e
permeabilizagdo com saponina.

Apesar dos diferentes protocolos para otimizar a marcacdo do CFTR
nas células CFBE selvagem, buscou-se saber se o0 anticorpo mAb 596 realmente
reconhece a proteina CFTR. Para este fim foram selecionadas outras células, ja
descritas na literatura, que expressam o canal CFTR.

No trabalho de Riordan et al., (1990) foi apresentada a marcagcéo do
canal CFTR, em células endoteliais humanas isoladas da veia umbilical
(HUVEC), e o autor propods que o método de fixacdo variava de acordo com a
regido da proteina que o anticorpo reconheceria. Tal qual o anticorpo mAb 596
reconhece o dominio intracelular NBD2 na regido carboxiterminal da proteina
CFTR, o perfil da marcacdo seria mais citoplasmatico. Para verificar se o

anticorpo mAb 596 estava reconhecendo o canal CFTR, foi testado o método de
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fixacdo com metanol e pds-fixacdo com paraformaldeido 4% utilizando células
HUVEC como controle positivo, células-tronco mesenquimais derivadas de

tecido adiposo e células CFBE 508del conforme apresentado na Figura 4.19.

Controle anticorpo secundario Anticorpo mAb 596 (FITC) DAPI + FITC

CFBE 508del CFBE 508del

Figura 4.19— Imunofluorescéncia com anticorpo mAb 596 para marcacao do CFTR em células
CFBE 508del, HUVEC e célula-tronco mesenquimal (CTM). (A) controle do anticorpo secundario
nas células CFBE 508del, (B) células CFBE 508del com canal CFTR marcado com anticorpo
mAb 596 e anti-mouse conjugado com Alexa 488 em fitro FITC, (C) CFBE 508del com canal
CFTR (FITC) e nucleos evidenciados com DAPI, (D) controle do anticorpo secundério nas células
HUVEC, (E) células HUVEC com canal CFTR evidenciado por FITC, (F) HUVEC com canal
CFTR (FITC) e nucleos evidenciados com DAPI, (G) controle do anticorpo secundario nas células
tronco mesenquimais, (H) células tronco mesenquimais com canal CFTR evidenciado por FITC,

() células tronco mesenquimais com canal CFTR (FITC) e nucleos evidenciados com DAPI.

Os resultados obtidos mostram a marcacao citoplasmatica do canal
CFTR nas células HUVEC (Figura 4.19. D) utilizando o método de fixacdo com
metanol e pos-fixacdo com paraformaldeido 4%, assim como nas células CFBE

508del pode-se observar a marcacdo do canal proxima ao nucleo (Figura 4.19
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C), como descrito na literatura. Ndo ha descrito na literatura a expressao do
CFTR em células-tronco mesenquimais, porém foi observado uma marcacao na
regido citoplasmatica da célula, mas para confirmar se é possivel estabelecer
parametros para diferenciacdo, seria necesséario uma célula-tronco mesenquimal
isolada de um paciente homozigoto para F508del. Além disso, em nivel de
proteina, ndo é possivel realizar uma comparacdo quantitativa entre duas
linhagens celulares diferentes (CFBE e HUVEC), a fim de que esta abordagem

foi descotinuada neste projeto.

4.3.2 Deteccéo a nivel de DNA por PCR convencional

A mutacdo F508del é caracterizada pela delecdo de trés nucleotideos
(CTT) correspondente ao aminoacido fenilalanina na posicdo 508 da proteina
CFTR. Por conseguinte, é possivel identificar uma célula selvagem de uma
célula mutante através da analise do DNA pela reacdo de polimerase em cadeia
(PCR), com uso de primers especificos que anelam somente no DNA mutante
ou selvagem (FIGUEREDO LAGO et al., 2017; PERONE et al.,, 2010). As
sequéncias dos primers especificos foram obtidas da literatura de acordo com o
trabalho de PERONE e colaboradores (2010) sendo estes sintetizados e
purificados por PAGE para garantir integridade da sequéncia. O tamanho do
fragmento obtido na amplificacdo foi de 246 pb e a temperatura 6tima de
anelamento foi de 58°C ap6s padronizacdo. Como controle do experimento foi
utilizado o DNA de uma outra célula selvagem, no caso DNA de célula-tronco,
visto que, foi verificado por sequenciamento pelo método de Sanger que o DNA
da célula CFBE selvagem possui mutacao na regido 508del e a populacao célula
CFBE mutante apresentou heterogeneidade em sua sequéncia, indicativo que
na populacdo ndo havia somente células F508del, conforme apresentado na
Figura 4.20.
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A
ACCATTAAAGAAAATATCATCTTITGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATACAGAAGC

[F508del

Figura 4.20 Sequenciamento de DNA pelo método de Sanger. Em (A) sequéncia do fragmento
do gene CFTR obtida na base de dados NCBI com os trés nucleotideos (CTT) que sao deletados
na mutagéo F508del evidenciados em vermelho, (B) dado de sequenciamento do DNA da célula
CFBE selvagem, na qual aparece a dele¢édo dos trés nucleotideos e um ruido na regido da
mutacdo indicando que a célula ndo apresenta a sequéncia do CFTR selvagem (C) dado de
sequenciamento da célula CFBE 508del que apresenta delecao dos trés nucleotideos na posi¢céo

508, além disso é observado um ruido na regido, indicativo de heterogeneidade da populagéo.

A Figura 4.21 apresenta o gel de agarose 2% com o produto da PCR
utilizando primers especificos para a célula selvagem (célula-tronco
mesenquimal isolada de tecido adiposo) e mutante (CFBE F508del). As setas
vermelhas indicam o fragmento do tamanho esperado (246 pb) e a banda
superior (em torno de 650 pb) representa outra amplificacdo, indicando que os

primers reconhecem e amplificam outra regido do genoma.
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Primer selvagem Primer mutante

Figura 4.21—- PCR em gel de agarose mostrando a detec¢cdo no DNA da auséncia da mutacéo
F508del com primers especificos. Gel de agarose 2% marcador de peso molecular de 1kb e o
produto de PCR com os primers especificos para células selvagem (célula-tronco) e mutante
(CFBE) corado por GelRed® Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador LPIX
apos exposicao luz ultravioleta. O produto amplificado esperado de 246 pb, indicado pelas setas

vermelhas.

Pode-se observar que a sequéncia do primer desenhado para célula mutante
nao é capaz de fazer a distincdo entre células normais e mutantes nas condi¢cdes
testadas, pois o DNA da célula-tronco é amplificado mesmo aumentando a
temperatura de anelamento (até 66°C). Foram testados DNA de outras duas
células selvagens (linhagem de célula-tronco embrionaria H1 e célula da
linhagem HUVEC) e o resultado se manteve. O primer desenhado para a célula
selvagem possibilitou a diferenciacdo do DNA de célula mutante (CFBE 508del)
e selvagem, em 58°C, e por esta razao foi utilizado para confirmar a correcéo da

mutacédo realizadas por CRISPR.

4.3.3 Quantificacdo das edicdes por PCR quantitativa

(QPCR)
A técnica de gPCR é baseada na adicdo de um fluoroforo que emite
fluorescéncia quando se intercala na dupla-fita do DNA. Desta maneira, é
possivel correlacionar o grau de fluorescéncia com a quantidade de DNA na

amostra. Assim, a técnica pode ser utilizada para determinar a quantidade de
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DNA selvagem apds a aplicagdo do CRISPR nas células CFBE 508del

evidenciando assim se houve correcédo da mutacao.

Uma vez padronizada a reacdo de PCR convencional com o primer que
reconhece o DNA selvagem (sem a mutacdo), iniciamos a padronizacdo da
técnica de gPCR que possibilita a quantificacdo do DNA selvagem presente na
amostra através do ciclo de amplificacdo, inferindo assim, a edicdo. A Figura
4.22 apresenta uma curva contendo DNA selvagem e mutante em diferentes
propor¢cdes de modo a correlacionar o ciclo de amplificacdo (Cqg) com a
porcentagem de DNA selvagem (ou corrigido) presente em uma amostra. A
concentracdo de 240 ng de DNA equivale a 100% e as misturas de DNA
selvagem e mutante seguem esta mesma propor¢do (porcentagem X

concentragéo).
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Figura 4.22 Detec¢cdo no DNA da auséncia da mutacdo F508del por gPCR. Curvas de
amplificag&o e melting obtidas pelo programa LightCycler 96 SW. (A) Curva de amplificagdo com
240 ng inicial de DNA gendmico (100%) extraido de célula-tronco (selvagem). (B) Curva de
amplificagdo com 180ng inicial de DNA gendmico selvagem (75%) e 60 ng (25%) de DNA
extraido da célula CFBE (F508del). (C) Curva de amplificacdo com 120 ng inicial de DNA
gendmico selvagem (50%) e 120 ng (50%) de DNA extraido da célula CFBE (F508del). (D) Curva
de amplificacéo com 60 ng de DNA genbémico selvagem (25%) e 180 ng (75%) de DNA extraido
da célula CFBE (F508del). (E) Curva de amplificacdo com 30ng de DNA gendmico selvagem
(12,5%) e 210 ng (87,5%) de DNA extraido da célula CFBE (F508del). (F) Curva de amplificacéo
com 15ng inicial de DNA gendmico selvagem (6,25%) e 225 ng (93,75%) de DNA extraido da
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célula CFBE (F508del). (G) Curva de amplificacdo com 240 ng de DNA extraido da célula CFBE
(F508del).

A concentracdo de DNA na amostra deve estar relacionada com o ciclo de
amplificacdo seguindo um perfil linear, apds a aplicacdo do logaritmo no eixo x
(concentracdo). A Figura 4.23 apresenta o gréfico obtido relacionando o ciclo de
amplificacdo (Cq) com a concentracdo de DNA em escala logaritmica, o
coeficiente de correlacdo (R?) de 0,99 que estima a variacdo de cada ponto do
grafico a uma equacédo de primeiro grau (y= ax+b). Os valores obtidos com a
curva foram: slope -9,575, eficiéncia de 1,27 e erro de 0,37. Estes valores
evidenciam que existe uma relacdo entre a concentracdo de DNA selvagem
versus ciclo de amplificacdo diretamente proporcional. Além disso, essa curva
possibilitou a determinacao do limite de sensibilidade da técnica, sendo possivel
detectar o sinal da reacdo a partir de valores superiores a 12.5% de DNA
selvagem ou corrigido.
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Figura 4.23 Curva de diluicdo de DNA de célula-tronco para correlacionar concentracdo de DNA

com o ciclo de amplificacdo como forma de predizer a eficiéncia dos primers.

4.3.4 Transfec¢ado do plasmideo e avaliagdo da correcéo

Para avaliar se a ferramenta de edicdo construida, no modelo de
plasmideo, corrige a mutacdo F508del foi realizada a transfecgéo das células na
presenca e auséncia da droga hidroxiureia para todos os sgRNAs. A Figura 4.24,
representativa para um dos sgRNAs, mostra a eficiéncia de transfeccéo através
da expressdo do gene da proteina vermelha fluorescente. A separagdo destas
células foi realizada pela técnica de sorting, possivel apenas, para as condigfes
nao tratadas com hidroxiureia, por conta da quantidade inicial de células

necessarias para o experimento.
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Controle Negativo

CFBE sem
SgRNA

CFBE sgRNA 1637 com
droga hidroxiureia

CFBE sgRNA 1637
sem droga hidroxiureia

Figura 4.24 Transfecgdo das células CFBE (508del) com plasmideo px458 contendo ou ndo a
sequéncia dos sgRNAs usando Lipofectamina 3000. As fotos foram tiradas apos 48 horas de
transfeccdo em que podem ser observadas a morfologia em microscopia de contraste de fase e
com o filtro TRITC para fluorescéncia em vermelho. Em (A) microscopia de contraste de fase e
(B) filtro TRITC apresentam o controle negativo que nao recebeu o plasmideo. Em (C)
microscopia de contraste de fase e (D) filtro TRITC utilizando 2ug de plasmideo px458 sem a
sequéncia do sgRNA e na auséncia da droga hidroxiureia. Em (E) microscopia de contraste de

fase e (F) filtro TRITC utilizando 2ug de plasmideo px458 com a sequéncia 1637 de sgRNA e na
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presenca da droga hidroxiureia. Em (G) microscopia de contraste de fase e (H) filtro TRITC

utilizando 2ug de plasmideo px458 com a sequéncia 1637 de sgRNA sem droga hidroxiureia.

As células separadas foram expandidas em cultura e, ap6s quantidade
minima de 5x10° células, o DNA da populacédo foi extraido. A avaliacdo da
correcdo da mutacdo foi realizada pelas técnicas de PCR e gPCR, conforme
apresentado na Figura 4.25 e 4.26, respectivamente. Como um controle interno,
para verificar se ha DNA nas amostras, foi utilizado o par de primers do
experimento de clivagem in vitro para PCR convencional, pois estes amplificam
a regiao de 906pb do gene CFTR. Para a gPCR foram utilizados os primers do

experimento do sequenciamento que amplifica um fragmento de 260pb.
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Primer wild type (246 pb) Primer controle DNA (906 pb)

Figura 4.25 Verificacdo da corre¢do da mutagdo por PCR em células que receberam o sistema
CRISPR. Gel de agarose 2% com marcador de peso molecular 1kbplus, corado com GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador LPIX apés exposi¢éo luz ultravioleta.
A seta vermelha indica o tamanho dos fragmentos esperados. A amplificacdo ocorreu apenas no
DNA das células usadas como controle. O DNA das células submetidas ao CRISPR e
expandidas ap0s a selegdo por sorting ndo apresentam evidéncias de corregdo. Como controle
da qualidade da extracdo de DNA e da PCR foi amplificado uma porcéo do gene CFTR (906pb)

das amostras.

Pela técnica de PCR convencional, nas condi¢cfes testadas, néo foi
possivel verificar evidéncias da correcdo da mutagdo, como mostrado na Figura

4.25. Os dados mostram que apenas o DNA das células usadas como controle
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(célula-tronco e da linhagem HUVEC) apresentaram amplificacdo e que ha DNA
em todas as amostras pois foram amplificadas com o primer controle (fragmento
de 906pb). A técnica de gPCR, por apresentar maior sensibilidade que a PCR
convencional, foi utilizada para verificar se existiu corre¢cdo. Para este fim, foi
utilizado a quantidade de 240ng de DNA de cada amostra e as curvas de
amplificacdo e picos de melting sdo mostrados na Figura 4.26, como controle
interno houve a amplificacdo de um fragmento de 260pb do gene CFTR,
mostrando que ha DNA na amostra (dados ndo mostrados). De acordo com a
curva de diluicdo com DNA selvagem e com mutagao (Figura 4.22), o limite de
sensibilidade da técnica esta em apresentar 12.5% de correcdo da mutacao.

Assim, podemos concluir que a correcao € inferior a esse valor ou nula.
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Figura 4.26 Deteccdo no DNA da correcdo da mutacdo F508del por qPCR. Curvas de
amplificacdo e melting obtidas pelo programa LightCycler 96 SW usando 240 ng de DNA. (A)
Controle positivo — DNA de célula-tronco. (B) Célula mutante (CFBE508del). (C) CFBE508del
transfectada com sgRNA1546. (D) CFBE508del transfectada com sgRNA1637 (E) CFBE508del
transfectada com sgRNA173.

Por fim, as amostras foram enviadas para sequenciamento pelo método

de Sanger a fim de verificar se h& alteracdo na sequéncia de nucleotideos no
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fragmento do gene. A Figura 4.27 apresenta 0os cromatogramas obtidos no
sequenciamento para cada uma das amostras que receberam os sgRNAs
(1546,1637 e 173). A seta azul indica o local da delecdo dos 3 nucleotideos
(CTT), conforme os dados obtidos, pode-se observar um ruido no local da
delecdo da célula CFBE 508del e além disso, ndo ha evidéncias de que pelo
menos parte da populacéo foi corrigida, conforme mostrado pelo alinhamento
das sequéncias com o] software Clustal

(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), apresentado na Figura 4.28.

CFBES08del J;L

BT TTCTTACCTCTTCTAGTTOOCATH T|MA TAG 6CTTCTOT TATATT T TA G

A A /
| !

\‘fil "“"\'H \ ull A
\.‘_,"v'u‘J 1V Y sl\A Mu’

SgRNA 1546

|
ool e

ngNA 1637

MANAAN {f‘ A\ [ p N\ .“‘(}l‘,
; A'RATATSS'AYS ATATS Vo
100 10

Figura 4.27 Cromatograma obtido apds sequenciamento pelo método de Sanger das amostras
submetidas ao CRISPR. CFBE508del apresenta a célula sem receber o plasmideo com a

sequéncia dos sgRNAs. E as respectivas amostras submetidas ao CRISPR, apés o sorting, com
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0s sgRNA1546, sgRNA1637 e sgRNA173. A seta azul indica o local da mutacdo F508del em que

os trés nucleotideos CTT estdo ausentes.

CLUSTAL ©({1.2.4) multiple seguence alignment

173cF 56
1&37F &0
1548F &0
C508delF ——GITAGCCRAGT GEARGATTICATICTIGITCTICAGTITITICCTIGEATTATGCCTGECACT 58
L
173rF ATTA R GRR T ATCATTGETIGITTCCTAT GAT AL TATAGATACAGRRAGCETCATCARD 114
1637F AT R R T ATCATTGETGITTCCTAT AT AL TATAGATACAGRAGCETCATCARD 120
1548F ATTRAR A GRR  TATCATIGETGITTCCTATGATGALTATAGATE GCGTCATCRRZR 120
C508delF ATTRR A R A TATCATTGEAGTTTCCTAT GATGRAATATAGATACAGRAGCGTCATCARE 113
T T
173cF GOATGCCRACTAGARGAGETAAGRR R CTATGEARRRCTITIGATIATGRARCATATGRACT 17&
1837F GCATGECCRAACTAGR CTAAGRRLCTATGIGARRACTITITGATTATGCATATGRACT 180
1546F GCATECCRACTR AL GRRACTATGTGRRAACTTITTITGATTATECATATGRACC 180
C508delF AT AT AGR A AT AR GR A A CTATG TR ACTTTTTGATTATGCATATGRACT 1738
L - L - FEEEEEEEEE
173cF CITCACACTACCCARRTTATATATTITIGECTICCATATICARTCGGTARRR 225
1837F CITCARCRCTIRCCCARATTATATATTIIGECICCATATICRAATCGGTARRR 229
1546F CITCACRCTIRCCCARATTATATATTITIGECICCATATICRAATCGGTARRR 225
C508delF CITCACACTRACCCARATTATATATTITIGECTICCATATICARTCEGETARRR 227

LR 2 RS A R R R 2R 2R R SRR R R R R R ]

Figura 4.28- Alinhamento das sequéncias das células CFBE508del sem receber o sgRNA e com
as sequéncias dos sgRNAs 173, 1637 e 1546 obtidas pelo software Clustal

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Os resultados obtidos evidenciam que ndo ha insercdo dos trés
nucleotideos indicativos da correcdo da mutacédo F508del. Contudo, os dados de
alinhamento mostram que ocorreram alguns eventos de insercdo, delecao ou
mudanca de base nas sequéncias que receberam a sequéncia do sgRNA. A
quantificacdo desses eventos de insercéo e delecao foi realizada com o software
TIDE (http://shinyapps.datacurators.nl/tide/) proposto no trabalho de Brinkman e
colaboradores (2014). O grafico apresentado pelo software mostra a
porcentagem de eventos de insercdo e delecdo quando comparado ao
cromatograma da sequéncia controle (CFBE F508del), na Figura 4.29 esta
representado o resultado para o SgRNA 173 gerado por esse software.
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Figura 4.29- Grafico obtido pelo software TIDE (http://shinyapps.datacurators.nl/tide/) para o DNA
extraido das células transfectadas com o sgRNA 173 e selecionadas por sorting. O grafico mostra
a porcentagem de eventos de insercdo e delecdo comparados a sequéncia controle
(CFBES508del).

A Tabela 4.6 apresenta a porcentagem de indels para os outros sgRNAs quando

as sequéncias foram comparadas com o controle sem sgRNA.

sgRNA % indels
1546 0,1%
1637 3,3%
173 7,8%

Tabela 4.6- Porcentagem de indelsgerados por cada sgRNA calculados no software TIDE com

base no cromatograma de cada sgRNA comparado com o controle CFBE508del.

Os dados evidenciam uma baixa producdo de indels para todas as
sequéncias dos sgRNAs, inseridas no modelo de plasmideo. Como as células
foram submetidas a técnica de sorting, que permite a separacao das células que
receberam o plasmideo que contém os elementos necessarios para edicao pela
ferramenta, era esperado algum nivel de corre¢cdo ou entdo uma porcentagem
maior de indels nas regides préximas da regido de clivagem pela proteina
SpCas9. Apesar da baixa porcentagem de indels o resultado corrobora os dados
obtidos no trabalho de Smirnikhina e colaboradores (2020) que mostraram a
porcentagem de indels variando entre 1,25% a 2,54% na célula de linhagem de
epitélio traqueal de fibrose cistica (CFTE290-) dependendo da sequéncia de
sgRNA utilizada. Além disso, para estes tipos celulares a frequéncia de indels
observada ndo excede valores entre 8% e 14% (SMIRNIKHINA et al., 2020).
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4.3.5 Transfec¢cado da Ribonucleoproteina

Para avaliar a ferramenta de edicdo construida, no modelo de
ribonucleoproteina que reconhece e cliva o DNA in vitro, corrige a mutacéo
F508del foi realizada a transfeccdo das células na presenca e auséncia da droga
hidroxiureia para todos os sgRNAs. Apés 48 horas da transfecgcdo o DNA total
da populacao foi extraido, pelo método do tamp&o alcalino e a correcao avaliada
por PCR convencional conforme apresentada na Figura 4.30 e as amostras
tratadas com hidroxiureia foram avaliadas também por gPCR conforme
apresentado na Figura 4.31. De maneira semelhante, pelas técnicas testadas
nao foi possivel obter evidéncias da correcdo molecular utilizando o complexo

ribonucleoproteico mesmo na presenca de hidroxiureia.

Primer wdld type (246 pb) Primer controle DNA (906 pb)

Figura 4.30 Gel de agarose 2% com marcador de peso molecular 1kbplus, corado com GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador LPIX apés exposi¢éo luz ultravioleta.
A seta vermelha indica o tamanho dos fragmentos esperados. Experimento realizado para
verificacdo da correcdo da mutagcdo por PCR em células que receberam o sistema CRISPR no
complexo ribonucleoproteico A amplificagdo ocorreu apenas no DNA das células usadas como
controle. O DNA das células submetidas ao CRISPR néo apresentou evidéncias de corregéo.
Como controle da qualidade da extracéo de DNA e da PCR foi amplificado uma porgéo do gene
CFTR (906pb) das amostras. HID = hidroxiureia
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Figura 4.31 -. Curvas de amplificacdo e melting obtidas pelo programa LightCycler 96 SW usando
240 ng de DNA. (A) Controle positivo — DNA de célula-tronco. (B) Controle negativo - célula
mutante (CFBE 508del). (C) CFBE508del transfectada com sgRNA1546 (D) CFBE508del
transfectada com sgRNA1648 (E) CFBE508del transfectada com sgRNA133. HID = hidroxiureia

Os resultados apresentados evidenciam que nao foi possivel corrigir e/ou
detectar a correcdo com as ferramentas e técnicas utilizadas. As células que
receberam o sgRNA 1648, na presenga de hidroxiureia via complexo
ribonucleoproteico, apresentaram um sinal de amplificacdo, porém néo foi
detectado pelo equipamento ndo gerando um valor de Cg, mas que observando
o grafico pode ter ficado em torno de 33. O resultado obtido pode indicar corregao
usando esta sequéncia de sgRNA, mas sao necessarios mais experimentos para
confirmacéo deste resultado. Na literatura, o complexo ribonucleoproteico é
descrito por apresentar maior eficiéncia na edicdo por CRISPR o que confirma

uso desta abordagem como promissora.
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5 DISCUSSAO

5.1 Construcao de Ferramentas

A aplicacdo do sistema CRISPR para edicéo genética envolve a construgcéo
de ferramentas moleculares e a verificacdo se estas sao efetivas para o
propésito. No que diz respeito ao plasmideo px458, a sequéncia de cada sgRNA
foi confirmada por PCR, digestdo enzimatica e sequenciamento, indicando que
a ferramenta pode ser utilizada na edigéo. Outra etapa consistiu na padronizacao
do método de transfeccdo, de forma a mensurar quantas células receberam o
plasmideo, para avaliar a eficiéncia da estratégia empregada. Os melhores
resultados foram obtidos usando o reagente lipidico Lipofectamina 3000 com
eficiéncia de cerca de 9%, de maneira a comparar os métodos de transfec¢éo e
relacionar com o0s resultados obtidos, alguns trabalhos merecem ser

mencionados.

Em 2010, Maurisse e colaboradores relataram o0s resultados de
transfeccdo em células epiteliais de traqueia humana (HTE) comparando a
eficiéncia da transfeccdo com Lipofectamina 2000 com 14%, enquanto por
eletroporacédo a eficiéncia foi de 45%, indicando que o método de eletroporagéo
foi mais efetivo (MAURISSE et al., 2010). Liang e colaboradores (2015) testaram
a entrega do plasmideo contendo a proteina Cas9 em 11 linhagens celulares e
a Lipofectamina 3000 foi a mais eficiente, embora os resultados obtidos
variassem de acordo com a linhagem celular. Foi obtido cerca de 49% de
eficiéncia para célula HEK293, 15% para A549 células derivadas de carcionoma
do epitélio pulmonar e 0% em células Jukart (linfécitos T) e células-tronco
embrionarias (LIANG et al., 2015a). Por eletroporacdo os autores conseguiram
resultados de transfeccdo para todas as células testadas ainda que com baixa
eficiéncia para células-tronco embrionarias (8%). Na literatura é relatado que a
entrada do DNA nas células usando lipidios catidnicos é fortemente dependente
da massa de DNA transfectado visto que a formacdo de lipossomos é
dependente do nimero de cargas negativas na molecula de DNA. Por outro lado,
na eletroporacdo a entrada é principalmente correlacionada com a proporcéo
molar de DNA transfectadas. Esta é uma distingdo importante ao se comparar
vetores de diferentes comprimentos e na comparacédo de diferentes métodos de
transfeccdo (HORNSTEIN et al., 2016).
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Lesueur e colaboradores (2016) relataram que a eficiéncia da
transfeccao por eletroporacéo diminui drasticamente com o aumento do tamanho
do plasmideo, tanto utilizando a mesma proporcdo em massa quanto em
molaridade. Os autores compararam a eficiéncia da transfecgéo e sobrevivéncia
celular, em células-tronco mesenquimais. Com 0 mesmo protocolo otimizado
para a transfeccdo, quando utilizado um plasmideo de 3,5kb a sobrevivéncia
celular se mostrava em torno de 70% com eficiéncia de 80% na transfeccao —
medida através da expressdo do gene reporter GFP. Entretanto, utilizando um
plasmideo maior (pCAGMKOSIE de 11,4 kbp), os autores descreveram
reducdes drasticas na sobrevivéncia celular, que se mostrou em torno de 30%,
e a porcentagem de células que estavam expressando GFP era menor que 10%
(LESUEUR; MIR; ANDRE, 2016).

No trabalho de Hornstein e colaboradores (2016) foi comparado a
transfeccdo por eletroporacéo de vetores de DNA, para realizar o nocaute do
gene GFP em células da linhagem HeLa. As células da linhagem j& possuiam o
gene GFP integrado ao genoma. O tamanho dos vetores variou de 383 a 4.548
pb e foi avaliado o nocaute do gene GFP comparando diferentes concentracées
molares. Os autores descreveram que a entrada do vetor na célula ndo pareceu
ser afetada pelo comprimento do vetor, contudo a eficiéncia do nocaute do gene
GFP diminuiu com o aumento do tamanho do vetor (HORNSTEIN et al., 2016).

Em relacdo a ferramenta do complexo ribonucleoproteico, o sgRNA foi obtido
por transcricdo in vitro e o tamanho esperado visualizado em gel de agarose e
pelo equipamento Bioanalyzer Agilent. No que diz respeito a funcionalidade da
ferramenta, o complexo foi capaz de reconhecer e clivar o DNA alvo conforme
mostrado no experimento de clivagem in vitro indicando que a ferramenta pode
ser usada na cultura de células. As proporgdes testadas foram baseadas na
literatura, no trabalho de Wang e colaboradores (2019) os autores testaram
diferentes propor¢cdes do complexo do sgRNA e proteina em relacdo a
guantidade de DNA usado como substrato, para este fim foi utilizado um
fragmento de 810 pb do gene GFP e a clivagem resultando em um fragmento de
460 pb e 350 pb e utilizou a proporcéo de 20:20:1 para clivagem completa do
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substrato em 2 horas de reacdo, quando a propor¢cdo molar era de 4:4:1 a
eficiéncia na clivagem foi de 27% (WANG et al., 2019).

5.2 Sincronizagéo do Ciclo Celular

A etapa de melhora do reparo dirigido por homologia (HDR) utilizou drogas
do ciclo celular descritas na literatura que sincronizam o ciclo celular. O principal
desafio na aplicacdo de drogas que atuam no ciclo celular € a toxicidade
(YIANGOU et al.,, 2019). Logo, a primeira etapa foi a determinacdo da
concentracdo de cada droga a ser utilizada para a finalidade desejada: De
maneira geral, as concentracdes obtidas no presente trabalho - 21,78 ng/mL de
nocodazol e 46,80ug/mL de hidroxiureia - sdo bem menores que as descritas na
literatura: Tran e colaboradores (2019) utilizaram 200ng/mL de nocodazol em
células de linhagem HEK293 por um periodo de 17 horas e obteve 72% de
células na fase G2 logo apds a remocao da droga (TRAN et al., 2019). Em outro
trabalho, Yang e colaboradores (2014) testaram 1ug/mL de nocodazol durante
16 horas com 1 hora de recuperacdo em células-tronco embrionarias da
linhagem H1. Os dados foram obtidos por citometria de fluxo, através da
marcacdo do conteudo de DNA com iodeto de propideo, mostraram a
sincronizacao de 79% das células (aumento de cerca de 2,5 vezes em relagéo
as ceélulas nado tratadas. Além disso, os autores relatam o aumento da taxa de
reparo dirigido por homologia em linhagens de células humanas (YANG et al.,
2014).

Para células-tronco embrionérias Yiangou e colaborabores (2019)
testaram diferentes drogas e diferentes tempos de recuperacdo na avaliagcédo do
ciclo celular. A droga mimosina sincronizou mais de 70% das células na fase G1,
porém apds 16 horas todas as células morreram. Enquanto, a droga hidroxiureia
(2mM) enriqueceu cerca de 59% populagdo de células-tronco embrionarias na
fase S do ciclo celular e ap0s 12 e 24 horas da retirada da droga 43% permanecia
na fase S e 22% na fase G2/M, indicando uma progressao no ciclo celular apos
a retirada da droga. Para o nocodazol (200ng/mL), cerca de 80% das células
foram sincronizadas na fase G2/M, e apds a retirada da droga, as células
progrediram no ciclo celular, mas ap0s a remocao da droga 69% das células
permaneceram na fase S em até 12 horas (YIANGOU et al., 2019).
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5.3 Abordagens de Deteccgéo

A deteccado da edicdo genética utilizando CRISPR pode ser realizada
por diferentes metodologias conforme a literatura da area. De maneira geral,
para selecdo das células que receberam as ferramentas de edicdo, alguns
trabalhos publicados utilizam abordagens como: (1) uso de genes repérter para
selecéo das células (CHU et al., 2015; FIRTH et al., 2015; YANG et al., 2016;
ZHANG et al., 2017a), (2) selecao de células que receberam o complexo seguido
do isolamento em clones (single cells) (LIANG et al., 2015b; RAMLEE et al.,
2015), (3) sequenciamento por Sanger ap6s amplificacdo por PCR e clonagem
em plasmideo (PARK et al., 2020), (4) sequenciamento em larga escala (JO et
al., 2019; RUAN et al., 2019; SMIRNIKHINA et al., 2020),(5) endonuclease T7
que cliva especificamente produtos de PCR em heteroduplex derivados de
mutacdes heterozigoéticas recém-geradas (HU et al., 2018; RAMLEE et al., 2015;
RUAN et al., 2019; YANOVSKY-DAGAN et al., 2015), (6) anélise de curva de
fusado de alta resolucdo (HRM) que mede a quantidade de DNA de fita dupla em
diferentes temperaturas, revelando assim a Tm de um produto de PCR
especifico (THOMAS et al., 2014) e (7) reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e ensaio com enzimas de restricdo (KIM et al., 2014). No entanto, alguns ensaios
tém desvantagens por exigirem muito tempo e trabalho, com a separacao de
clones ou também se limitarem a sequéncias de nucleotideos pré-determinadas.
Outros, como o sequenciamento em larga escala ou separacdo das células,
exigem equipamentos especificos e sdo de alto custo. Além disso, os eventos
indels causados pela edicdo de CRISPR/Cas9 sao frequentemente pequenos,
portanto, a PCR padrao com DNA genémico néo é (til para detectar os mutantes,
uma vez que os tamanhos do amplicon ndo sao diferentes o suficiente
(UMKEHRER et al., 2020).

No presente trabalho, a identificacdo da correcéo foi realizada pela
técnica de PCR convencional e gPCR, com um primer especifico para a célula
selvagem, seguido de sequenciamento pelo método de Sanger, porém essa
abordagem néo se apresentou muito efetiva. Haja vista, a baixa eficiéncia de
correcdo, pela técnica de CRISPR/Cas9 no modelo utilizado, ndo permitiu
mensurar a eficiéncia das ferramentas construidas com o uso da técnica de
gPCR. Na literatura, ha dois artigos que utilizam essa metodologia para a
diferenciacdo (FIGUEREDO LAGO et al., 2017; PERONE et al., 2010), mas o
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proposito de ambos é o diagnostico da doenca e mapeamento das mutacdes
mais comuns da fibrose cistica em amostras de pacientes. Dessa forma, o
presente trabalho mostrou que apenas o primer que reconhece a sequéncia da
célula selvagem estava especifico. Alguns fatores como o ruido detectado por
sequenciamento na célula mutante, indicativo de uma populagdo mista, pode ter
influenciado na especificidade e no potencial de deteccdo da técnica, explicando
0 porqué da dificuldade em padronizacdo dessa técnica. Os dados também
mostraram que o primer que reconhece apenas ceélulas mutantes, mesmo
quando ha aumento da temperatura de anelamento, ndo se mostrou especifico
também explicado pela presenca do ruido na regido final do anelamento do
primer no DNA alvo. Portanto, para realizar a deteccédo das células corrigidas,
outras estratégias precisam ser utilizadas de forma a refinar o método antes do

envio das amostras para 0 sequenciamento.

Existem algumas estratégias para detectar pequenas quantidades de
DNA em uma amostra que poderiam ser aplicadas na deteccdo. Pela técnica de
PCR em tempo real, a quantidade de DNA alvo presente na amostra €
proporcional ao ciclo de amplificacdo o que faz com que a sensibilidade para
detectar alelos raros seja normalmente entre 1 e 10% (LONG; BERKEMEIER,
2020). Pela técnica de ddPCR é possivel fracionar uma amostra em mdltiplas
partes de forma a conter o menor nimero de moléculas molde possivel, para
realizar a quantificacdo é usada a distribuicdo estatistica de Poisson com base
na medida da fluorescéncia do ponto final de um grande numero de gotas da
mesma amostra contando o numero total de goticulas e positivas para
fluorescéncia (LONG; BERKEMEIER, 2020). O trabalho de Miyaoka e
colaboradores (2014) utilizou a tecnologia da TagMan PCR com a PCR digital
(ddPCR) para detectar o DNA de populacfes raras. Para rastrear os eventos de
mutacéo, os autores desenharam par de primers e sondas TagMan especificas
conjugadas com diferentes fluoréforos que distinguem entre as sequéncias de
DNA do tipo selvagem e mutantes. Aplicando a metodologia, foi possivel detectar
uma frequéncia alélica mutante média de 0,023% (MIYAOKA et al.,2014). Com
essas diluicdbes € possivel encontrar DNA da populacdo rara em meio a

populacao total, o que melhora a sensibilidade da técnica.
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Logo, os resultados obtidos pela técnica de ddPCR possibilitariam a
deteccdo de baixas frequéncias alélicas presentes na amostra corrigida, visto
que a eficiéncia da tecnologia de CRISPR em corrigir a mutacdo F508del varia
de 0,2% até 41% conforme os trabalhos da &rea. Dessa forma, para que seja
realizada a avaliacdo da correcao é necessario estabelecer uma técnica que seja
sensivel e especifica como a ddPCR ou sequenciamento em larga escala. A
aplicacao da técnica de gPCR é promissora desde que aplicada em conjunto
com a selecéao clonal e que sejam estabelecidos todos os parametros da reacgao.
A sequéncia do par de primers construidos determinardo a especificidade
fazendo com que apenas a sequéncia corrigida seja amplificada, porém a
presenca de indels ndo sera quantificada, sendo necessario a confirmacéao pela
técnica de sequenciamento. A técnica de gPCR, realizada nas condi¢des
mencionadas, apresentou uma sensibilidade de detectar, aproximadamente,
12,5% de correcdo. Portanto, para aplicacado desta metodologia, a eficiéncia na
correcdo deve ser maior que o limite de detec¢éo da técnica. Conforme os dados
apresentados no presente trabalho, a linhagem celular CFBE 508del nao
apresentava uma populacdo homogénea além de apresentar alteracbes no
cariétipo, com mais cromossomos que uma célula humana normal (Anexo B).

Estes fatores podem ter influenciado nos resultados obtidos.

5.4 Comparacao de técnicas e resultados

Ao se falar sobre edicdo do gene CFTR, existem trabalhos publicados que
envolvem o uso de trés ferramentas de edicao: nucleases dedo de zinco (ZFN),
TALEN e CRISPR/Cas9. Embora os mecanismos moleculares das ferramentas
e resultados obtidos sejam semelhantes, o uso da tecnologia CRISPR e as
eficiéncias de corre¢cdo mediadas por HDR merecem um destaque. De maneira
geral, a eficiéncia em corrigir a mutacdo F508del varia de 0,2% (SCHWANK et
al.,, 2013) a 41% (VAIDYANATHAN et al., 2020) e fatores como método de
transfeccao, tipo celular, desenho de sgRNA e estratégia de selecdo variam
muito entre os trabalhos publicados. Portanto, os trabalhos presentes na
literatura acerca desta tematica serdo apresentados para entender os diferentes
aspectos que podem influenciar na eficiencia de edicdo. Assim é possivel
comparar as estratégias de transfeccéo e metodologias para detectar a correcao

por HDR nos trabalhos publicados com o presente trabalho desenvolvido.
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Primeiramente, os trabalhos publicados envolvendo aplicacdo da tecnologia
CRISPR/Cas9 para corrigir a mutacado F508del in vitro iniciam em 2013 com o
trabalho de Schwank e colaboradores. Os autores usaram como modelo células
de organoides intestinais que receberam o sistema CRISPR em plasmideo
usando como meétodo de transfeccdo o agente lipidico Lipofectamina. Para
verificar a ocorréncia do mecanismo de reparo dirigido por homologia (HDR)
foram adicionadas duas mutacOes silenciosas na sequéncia do braco de
homologia e apos selecdo clonal, a correcao foi avaliada por sequenciamento
por Sanger. Além disso, a analise dos off-targets preditos in silico foi realizada
por sequenciamento dos clones individuais, sendo detectado apenas 1 off-target
localizado em um intron. Também foi realizado um ensaio funcional com o
indutor forscolina e inibidores do CFTR evidenciando que os clones corrigidos
apresentam funcionalidade do canal semelhante a célula selvagem, nas
condicbes do ensaio. Portanto, o trabalho mostrou que é possivel corrigir a
mutacdo F508del no modelo, mas a eficiéncia obtida na edicédo génica foi muito
baixa, uma vez que sem realizar sele¢c&o clonal os autores obtiveram 0,2% de

eficiéncia de corregéo.

Apesar de néo utilizar as ferramentas do CRISPR, o trabalho de Lee e
colaboradores (2012) apresenta resultados interessantes uma vez que utiliza a
técnica de PCR para mensurar a taxa que ocorre cada tipo de mecanismo de
reparo — juncdo das extremidades nao homaologas (NHEJ) ou reparo dirigido por
homologia (HDR). No trabalho, os autores utilizaram as nucleases dedo de zinco
para excisar um fragmento do gene CFTR em um modelo de células de epitélio
traqueal de fibrose cistica (CFTE). Com o objetivo de inserir a sequéncia correta
e pelo mecanismo de reparo por HDR corrigir a mutacdo F508del, os
componentes da edicdo foram entregues para a célula usando o reagente lipidico
Lipofectamina 2000. A verificagdo da correcao foi realizada pela técnica de PCR
em dois passos, e porcentagem de cada evento foi calculada através do tamanho
do fragmento amplificado, bem como, a presenca de sitios de enzimas de
restricdo. Ao utilizar esta metodologia, os autores encontraram uma eficiéncia de
NHEJ de 7,8% enquanto n&o houve evidéncias do mecanismo de HDR, inferindo
que a eficiéncia foi menor que 1% devido ao limite de detecc¢éo da técnica.
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Em outro trabalho, Firth et al., (2015) reprogramou fibroblastos isolados
de pacientes com fibrose cistica para células-tronco pluripotentes induzidas
(iPSC). Os componentes do CRISPR foram colocados em plasmideo e o DNA
doador (template) foi construindo de modo a conter o gene de resisténcia a
puromicina para selecdo. Apos 48 horas, as células foram tratadas com o
antibidtico e os clones sobreviventes selecionados, de um total de 36 clones
analisados por PCR 16,7% apresentavam insercéo do template e a correcéo da
mutacdo realizada. Apés a edicdo, as células mantiveram o potencial de
diferenciacdo e a proteina CFTR glicosilada, caracteristica do canal CFTR

selvagem, foi visualizada pela técnica de western blot.

O trabalho publicado por Smirnikhina e colaboradores (2020) realizou a
edicdo da mutacdo F508del em células epiteliais de traqueia (CFTE290-) e em
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC). No modelo experimental, foram
testadas trés variacbes de sgRNA e 2 variacBes da proteina Cas9, sendo as
ferramentas entregues por meio de plasmideo usando reagente lipidico
(Lipofectamina) e a porcentagem de ocorréncia dos mecanismos de reparo
celular (NHEJ e HDR) foi obtida por sequenciamento em larga escala. Os
resultados evidenciaram que para a célula de linhagem (CFTE290-) a ocorréncia
de indels variou entre 1,25% e 2,54% e o HDR 1,42%. Ja no modelo iPSC, a
prevaléncia nos mecanismos NHEJ e HDR foram de 12,13% e 2,38%,
respectivamente. Os autores relatam que é necessario realizar uma selecao
subsequente a edicdo de forma a melhorar os resultados obtidos e sugere o que

a entrega do complexo ribonucleoproteico aumentaria a eficiéncia na edigéo.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos dos trabalhos de Lee et al.,
(2012) e Smirnikhina et al., (2020) em gue a correcdo da mutacdo ocorreu em
uma frequéncia muito baixa. As principais semelhancas encontradas no que
tange ao desenho experimental foram utilizadas as células da linhagem CFBE
gue receberam os componentes do CRISPR/Cas9 em plasmideo, usando o
método de transfeccdo por Lipofectamina 3000, seguida da separagdo das
células que receberam este plasmideo por sorting e avaliacdo da correcao por
PCR. Por outro lado, os resultados de Vaidyanathan et al., (2020) e Ruan et al.,

(2019) apresentaram maior eficiéncia de edicdo, o que faz com que as
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estratégias utilizadas para atingir o objetivo melhorando a eficiéncia de edicédo

merecam ser consideradas.

Ruan e colaboradores (2019) realizaram a corre¢cdo da mutacéo F508del
em um modelo de células-tronco pluripotente induzidas (iPSC). Para este fim, os
autores utilizaram como estratégia a entrega do sistema CRISPR em
ribonucleoproteina por eletroporacéo e realizando a modificacéo do sitio PAM do
DNA doador. No trabalho os autores relatam cerca de 20% de eficiéncia na
correcao da mutagéo F508del sendo 18,4% heterozigotos e 3,6% homozigotos
com o método empregado, além disso ndo foram encontrados off-targets nos
alvos previstos in silico, mas os autores reconhecem a necessidade de

sequenciar todo o genoma.

Ademais, o trabalho que apresentou o melhor resultado na correcao da
mutacdo F508del foi o de Vaidyanathan e colaboradores (2020). Os autores
usaram modificagdes nos terminais 5 e 3 do sgRNA com 2-O-methyl-3-
phosphorothioate (MS) e também utilizaram o virus adenoassociado 6 (AAV6)
para entrega do template (sequéncia de DNA usada como molde para o HDR)
em um modelo de células-tronco basais de vias aéreas superiores (UABCs)
isoladas de pacientes com fibrose cistica. A entrega dos componentes do
CRISPR, como complexo ribonucleoproteico, foi realizada por eletroporagéo
com tampédo OPTIMEM e inibidor da via de sinalizacdo Rock para aumentar a
sobrevivéncia e proliferacdo das células apés a transfeccdo. Ainda, para
melhorar a edicdo no desenho do DNA doador (template) foram adicionadas 8
mutacdes silenciosas, para mensurar o HDR e mudar o sitio PAM, impedindo
novos cortes da Cas9 apds a correcao. Apos 4 dias da transfeccéo, foi realizada
PCR e sequenciamento, assim a quantidade de indels foi medida com o software
TIDER e a ocorréncia do HDR foi confirmada apés clonagem do fragmento em
plasmideo seguido do sequenciamento e os resultados mostraram 31,5% de
eventos de insercdo e delecdo (indels) e a sequéncia para correcao foi
observada em 41% + 6% dos alelos. Os autores ainda verificaram se havia off-
targets nos locais preditos in silico sendo encontrados 0,17% em um unico locus,

e também mostraram que as células corrigidas mantinham a capacidade de
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diferenciacdo em epitélio, em testes usando membrana da submucosa do

intestino delgado suino.

Ao comparar os resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho
com os publicados na literatura, alguns aspectos devem ser discutidos. Na
primeira etapa do projeto, construcado de ferramentas, as sequéncias de sgRNA
foram determinadas e os off-targets preditos in silico, ainda, as sequéncia dos
sgRNAs na ferramenta do plasmideo foi verificada pelas metodologias de
amplificagéo por PCR, digestdo com enzima de restricdo e sequenciamento e
também, na ferramenta da riboncleoproteina o complexo mostrou que o sgRNA
consegue reconhecer a sequéncia do DNA e a proteina SaCas9 realiza a
clivagem (experimento de clivagem in vitro). Os resultados s&o indicativos que
as ferramentas construidas estariam funcionando. No que diz respeito a
sequéncia do sgRNA, o trabalho de RUAN e colaboradores (2019) utilizou a
mesma sequéncia do sgRNA 1637 e obteve uma frequéncia de indels de 5,5%
a 12% em ensaio in vitro,as outras sequéncias nao foram testadas em nenhum
dos outros trabalhos. De maneira a melhorar a especificidade do sgRNA, este
deveria ter uma sequéncia que reconhecesse apenas as células mutantes, ou

seja, deveria estar bem em cima da mutacéo, que limitaria as possibilidades.

De maneira geral, mesmo os off-targets preditos in silico, por softwares
especificos, os trabalhos ndo os encontraram em grande quantidade através de
sequenciamento. Assim, pode-se presumir que os off-targets podem acontecer,
mas que sao eventos raros. Foram encontrados cerca de 0,17% de off-targets
no trabalho de Vaidyanathan et al., 2020 que obteve a maior eficiéncia na
correcdo da mutacdo F508del in vitro. Para confirmar se a estratégia é realmente
segura para aplicacdo clinica, alguns autores sugerem que seja realizado o
sequenciamento em larga escala de todo genoma (RUAN et al., 2019).

No que diz respeito a padronizacdo da transfeccdo, o método por
eletroporacgéo apresenta melhores resultados (LIANG et al. 2014; MAURISSE et
al., 2012), apesar dos experimentos realizados nesse trabalho apresentarem
melhores resultados com Lipofectamina 3000 com a eficiéncia da transfeccéo
em torno de 9%. A porcentagem de células que receberam o plasmideo é

considerada baixa, uma vez que para que o CRISPR funcione é necessario que,
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além das células receberem a ferramenta, esta reconheca e clive o DNA alvo
ativando o mecanismo de reparo, que apresenta frequéncia de 0,5% a 20% para
o HDR (LINO et al., 2018). A associacao de todas essas variaveis contribui para
a baixa efetividade da técnica para a inser¢cdo de nucleotideos via HDR
(RICHARDSON et al., 2016), visto que o outro mecanismo de reparo (NHEJ)
ocorre com uma frequéncia entre 20% e 60% mesmo na presenca do DNA
doador (LINO et al., 2018). Por outro lado, muitos trabalhos apresentaram
melhores resultados de edicdo wusando a entrega do complexo
ribonucleoproteico (LIANG et al., 2015b; SHAPIRO et al., 2020; VAKULSKAS et
al., 2018), sendo que ao comparar 0 mesmo desenho de sgRNA entregue por
plasmideo ou como RNA purificado, o ultimo se mostra mais efetivo (LIANG et
al., 2015b; RUAN et al., 2019).

Ademais, como perspectiva, a padronizagao da transfeccéo utilizando o
complexo ribonucleoproteico deve ser realizada com algum marcador de
selecdo, por exemplo, proteina Cas9 fusionada a uma proteina fluorescente
(GFP ou RFP). Por outro lado, ainda que o reagente lipidico, Lipofectamina 3000,
apresentasse melhores resultados na transfeccao do plasmideo nao foi realizada
a padronizacao desta metodologia para a entrega do complexo. A proteina Cas9
sozinha € carregada positivamente e 0s oligonucleotideos e o complexo
Cas9:sgRNA apresentam carga negativa (LINO et al., 2018), o que mostra que
esse método de entrega também pode ser aplicado ao complexo RNP.O
mecanismo de acao da Lipofectamina faz com que a molécula de interesse, de
carga negativa, seja englobada pelo reagente lipidico, formando uma Unica
estrutura. A entrada desse complexo na célula se da pela fusdo com a
membrana, pelo mecanismo de endocitose seguido de transporte passivo em
vesiculas através do movimento browniano, até o nucleo celular (CARDARELLI
et al., 2016). Portanto, a estratégia de correcdo usando a ribonucleoproteina
apresenta maior evidéncias de sucesso na literatura e pode ser aplicada no
trabalho, entretanto, etapas anteriores como a padronizacdo do método de
transfeccdo devem ser realizadas a fim de se otimizar a aplicacéo da técnica e

obter maior eficiéncia.
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6 CONCLUSOES

Etapa 1:

- Com o uso dos softwares de predicdo € possivel desenhar diferentes sgRNAs

e predizer alvos off-targets com base na sequéncia de DNA determinada.

- A construcéo da ferramenta de edicdo com a insercédo da sequéncia de sgRNA
no plasmideo px458 foi realizada e confirmada pelas técnicas de PCR, digestéo

enzimatica e sequenciamento por Sanger.

- A producdo de sgRNA por reacdo de transcricdo in vitro foi realizada com
sucesso e quando complexado com a proteina SaCas9 forma um complexo
ribonucleoproteico que reconhece e cliva a sequéncia de DNA alvo in vitro em

diferentes proporcdes molares.

- Dentre as metodologias testadas, o melhor método para transfeccdo do
plasmideo px458 nas células de epitélio pulmonar (CFBE) é baseado no agente

lipidico Lipofectamina 3000, com cerca de 9% de eficiéncia de entrega.
Etapa 2:

- As concentra¢cBes das drogas, nocodazol e hidroxiureia, que nao afetam a
viabilidade celular relativa em células de epitélio pulmonar (CFBE), pelo ensaio
de vermelho neutro, séo de 21,6 ng/mL e 46,80ug/mL respectivamente.

- Nas concentracdes determinadas, ap6s 24 horas de contato com a droga e
mesmo periodo de recuperacgdo, a droga hidroxiureia sincroniza cerca de 60%
das células na fase G2 no ciclo celular.

Etapa 3:

- A sequéncia do primer que reconhece a célula selvagem apresenta
especificidade e pode ser usada na detec¢ao da correcdo da mutacdo por PCR

em conjunto com outra metodologia de confirmagao.

- A correcdo da mutacdo F508del no modelo de células de epitélio pulmonar
(CFBE410) pelas ferramentas desenvolvidas e metodologias utilizadas foi

inferior a 12,5% ou nula.
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- O estabelecimento de parametros de qualidade em linhagens celulares
(cariotipagem, homogeneidade da populacdo, confirmacdo das alteracdes
genéticas especificas da linhagem, entre outros) é essencial para a otimizacéo

e qualidade dos trabalhos cientificos.
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7 PERSPECTIVAS
Os resultados e conclusbes obtidos no presente trabalho possibilitam a

enumeracao das seguintes perspectivas:

- Trocar o modelo celular (célula da linhagem CFBE) por modelo de células-

tronco, devido a problemas cromossdmicos identificados nessa linhagem;

- Padronizar o método de transfeccdo do complexo ribonucleoproteico no

modelo;

- Desenhar nova sequéncia de DNA doador (template) alterando a sequéncia
PAM e com modifica¢cdes quimicas que facilitem a ocorréncia do HDR;

- Padronizar a técnica para selecéo e isolamento dos clones corrigidos;

- Verificar a presenca da proteina CFTR ap0s a correcao.
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RESUMO

A fibrose cistica € uma doenca genética causada por mutactes no gene CFTR, nao tem
cura e causa obstrucbes nas vias aéreas do pulm&o e nos ductos pancreaticos. O objetivo
desta revisdo é discutir os estudos de correcdo do gene CFTR utilizando trés ferramentas
de edicio genética: CRISPR/Cas9, Zinc-Finger e TALEN. Todas essas estratégias
envolvem a clivagem de uma regido especifica do DNA, geralmente uma regifio préxima a
mutacdo. Apos a clivagem, a célula ativa a maquinaria de reparo por homologia e utiliza
como molde o DNA doador contendo a sequéncia cometa. As técnicas apresentam
capacidade de correcdo das mutacoes, porem ainda possuem baixa eficiéncia e podem
causar efeitos adversos em outras regides do DMA. Dessa forma, mais estudos séo
necessarios a fim de tormar essas técnicas mais eficientes e seguras para aplicacdes
futuras em terapias génicas.

Palavras chave: CFTR, CRISPR/Cas9, TALENs, Zinc-finger, fibrose cistica
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ANEXO B

ASSOCIACAO PARANAENSE DE CULTURA i
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
NUCLEO DE TECNOLOGIA CELULAR

] CITOGENETICA
TECNICA: CARIOTIPAGEM COM BANDEAMENTO GTG

IDENTIFICACAO: CFBE 508 del#20

MATERIAL: Célula de linhagem do epitélio pulmonar homozigota F508del de fibrose cistica
DATA DA COLHEITA: 11/11/2020

SOLICITANTE: Leticia Werzel Bassai

RESULTADO: Quinze metafases foram completamente analisadas e o nimero de cromossomos variou
de 41 a 78 cromossomos. Devido a quantidade de cromossomos, a relolugao ficou baixa
impedindo a analise correta. Por esta razdo o resultado sera descritivo. Foi observada
na célula abaixo, a presenga de double minutes, que significa amplificagdo génica , além
de cromossomos marcadores. Em outra célula houve a suspeita de uma translocagao
t(4;11) e um derivativo do cromossomo X. Algumas células apresentaram quebras ,
outras cromossomos marcadores diferentes.
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