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PREFACIO

Este livro surgiu a partir de uma atividade do nosso grupo de pesquisa du-
rante o Curso Avangado de Inverno, realizado em 2019, do Departamento de Bio-
quimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, para o qual nds
nos comprometemos a montar um modulo de treinamento tedrico e pratico sobre
a tecnologia de Edicdo Génica CRISPR/Cas9, a qual havia sido implementada em
nosso laboratorio pelo Dr. Carlos DeOcesano-Pereira e a Dr®. Raquel A. C. Ma-
chado e que vem sendo utilizada, desde entdo, em diversos projetos de pesquisa.

Como o treinamento envolvia alunos de Pos-graduacdo de outros estados
do pais e de diferentes niveis de conhecimento sobre as tecnologias de Biologia
Molecular e Engenharia Genética, a entdo mestranda Mariele de Almeida e o
doutorando Henrique Cesar de Jesus Ferreira elaboraram um Roteiro dos Expe-
rimentos contendo as bases tedricas e detalhando os procedimentos praticos da
tecnologia. Dessa iniciativa, surgiu um Manual que foi extremamente til para o
treinamento do grupo participante de alunos.

A importancia crescente da Edicdo Génica tanto na pesquisa basica como

na terapéutica de diversas doengas, a ponto de se tornar o motivo da premiagao
do Nobel de Quimica em 2020 as duas pesquisadoras que mais contribuiram
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para o estabelecimento da tecnologia de CRISPR/Cas9 (Emmanuele Charpen-
tier e Jennifer Doudna), nos motivaram a transformar o Manual utilizado no
Curso de Inverno num material que pudesse ser utilizado por qualquer pessoa
que desejasse utilizar esta tecnologia. Outros membros do nosso grupo de pes-
quisa aderiram entdo a desafiante tarefa de transformar o Manual original num
livro, com utilidade mais ampla. O resultado desse esfor¢o ¢ aqui apresentado,
esperando que possa instrumentar pos-graduandos e professores na utilizacao da
Edicao Génica para estudos de Genomica Funcional.

Portanto, ¢ com grande satisfacdo e orgulho que apresentamos aqui o re-
sultado do esfor¢o conjunto de um grupo de pesquisadores que ndo pouparam
esforcos para compartilhar generosamente seus conhecimentos.

Agradecemos o papel pioneiro do Dr. Carlos DeOcesano-Pereira no esta-
belecimento da tecnologia em nosso laboratorio e o apoio irrestrito do Departa-
mento de Bioquimica, da Comissdo de Coordenacdo do Programa de Bioquimica
(CCP-Bioq) e da Comissao de Pds-graduacao (CPG) do Instituto de Quimica da
USP e as agéncias de fomento que apoiam nossas iniciativas de Ensino, Pesquisa
e Inovagao (BNDES, CAPES, CNPq, FAPESP, FINEP, MS-DECIT e MCTI).



LISTA DE ABREVIATURAS

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

CFU Unidades formadoras de colonias (colony-forming units)

Repeticoes palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

crRNA RNA CRISPR

CRISPR

CTNBio  Comissao técnica nacional de biosseguranga

ddNTP Didesoxinucleotideos

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

dNTP Desoxinucleotideos

GFP Proteina fluorescente verde (Green fluorescent protein)

gRNA RNA-guia
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HR

KI

KRAB

LSD1

M.O.I

mRNA

NB2

NCBI

NHEJ

PAM

PBSA

RISC

RPM

SDS

shRNA

SID

siRNA

SNP

TALENS

TIDE

tracrRNA

ZFNs

Recombinagao homologa (Homologous recombination)
Knock-in

Krueppel-associated box

Lysine-specific methylase 1

Multiplicidade de infec¢do (Multiplicity of infection)
RNA mensageiro

Nivel de biosseguranga 2

Centro Nacional de informacéo biotecnologica (National Center for
Biotechnology Information)

Jungdo de extremidades ndo homologas (Non-homologous end joining)
Protospacer Adjacent Motif

Tampao salina fosfato (Phosphate buffered saline)

Complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA interfering
silencing complex)

Rotagdo por minuto

Dodecil sulfato de sodio (Sodium dodecyl! sulfate)
Pequenos grampos de RNA (Short hairpin RNA)
SIN3-interaction domain

Pequeno RNA de interferéncia (Small interfering RNA)

Single nucleotide polymorphisms

Nucleases com efetores do tipo ativador transcricional (Transcription
activator-like effector nucleases)

Tracking of indels by decompositions
RNA CRISPR transativador (Transactivating CRISPR RNA)

Nucleases de dedo de zinco (Zinc finger nucleases)
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SILENCIAMENTO E EDICAO GENICA

O silenciamento e a edigdo génica sdo duas ferramentas promissoras da
Biologia Molecular que tém se tornado cada vez mais importantes no estudo
da Gendmica Funcional.

O silenciamento de genes atua ao nivel do RNA mensageiro (mRNA),
podendo ser transitério ou estavel, dependendo do tipo de molécula que esté
sendo utilizada. O silenciamento transitorio ¢ geralmente mediado por small
interfering RNAs (siRNAs), os quais ligam-se ao mRNA alvo, e com a ajuda
do complexo enzimatico RISC, ocasionam sua degradagdo e, consequente-
mente, inibem a expressdo de determinado gene, visto que o processo de
traducdo ndo ocorrera (Figura 1). Por outro lado, o silenciamento estavel
geralmente utiliza, como ferramenta, short hairpin RNAs (ShRNAs), os quais
sao geralmente codificados por vetores de DNA e introduzidos nas células
por meio de transfeccao plasmideal ou transdugdo viral. Os vetores de DNA
carregam a informacao do transcrito, bem como marcas de selecao (ex: cas-
setes de resisténcia a antibidticos e/ou marcadores fluorescentes), utilizadas



Edi¢ao Génica por CRISPR/Cas9

para permitir a elimina¢do, com sucesso, de cé¢lulas que nao foram transfec-
tadas ou transduzidas e a manuten¢ao das células que apresentam a inibigao
estavel do gene-alvo.

Por outro lado, a edicdo de genes é um tipo de Engenharia Genética em
que trechos de DNA podem ser inseridos, modificados, excluidos ou substi-
tuidos no genoma de um organismo. Ao contrario dos métodos tradicionais,
que inserem material genético aleatoriamente no genoma de um hospedei-
ro, as tecnologias atuais de edigdo de genes alteram regides especificas do
genoma. Nucleases de Dedo de Zinco (ZFNs), Nucleases com Efetores do
Tipo Ativador Transcricional (TALENs) e Repeti¢des Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespacadas (CRISPR) sdo as trés tecnologias
mais atuais e comuns na edi¢cdo de genes. Essas tecnologias tém sido ampla-
mente utilizadas na Engenharia Genética e funcionam induzindo quebras no
DNA, as quais podem estimular mecanismos de reparo propensos a erros,
como a via de jungdo de extremidades ndo homologa (NHEJ), ou mecanis-
mos altamente eficientes, como a via de reparo direcionado por homologia
(HDR). Essas ferramentas apresentam um enorme potencial de aplicagdo nas
mais diversas areas do conhecimento, podendo, por exemplo, ser utilizadas
no estabelecimento de linhagens e animais transgénicos, na descoberta de
novas drogas e at€ mesmo na terapia génica.

Abordaremos aqui, de forma detalhada, o sistema de edi¢do génica de-
nominado CRISPR/Cas9, uma técnica ja bem estabelecida em nosso grupo de
pesquisa. Esperamos que o compartilhamento desses conhecimentos possa
servir como base para diversos pesquisadores no desenvolvimento de novos
projetos de pesquisa nas mais diversas areas do conhecimento.
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Figura 1: Mecanismo de acdo do RNA de interferéncia.
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1- RNA de dupla fita é inserido na célula através de transfecg@o ou por expressao de algum
vetor; 2- Dentro da célula, por processos enzimaticos, a dupla fita de RNA se torna fita
simples; 3- O pequeno RNA de interferéncia (small interfering RNA, ou simplesmente
siRNA) destroi o RNA mensageiro (mRNA), com a ajuda de um complexo enzimatico

conhecido como RNA interfering silencing complex (RISC); 4- O RNA mensageiro ¢
degradado e o gene-alvo deixa de ser expresso pela célula.






SISTEMA DE EDICAO GENICA
CRISPR/CAS9

HISTORICO

A descri¢ao do locus CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced
Palindromic Repeats, originando o acronimo CRISPR), ocorreu, pela primeira
vez, em 1987, por Ishino e colaboradores, quando estudavam o gene iap, que
atua na interconversao de isoenzimas da fosfatase alcalina, em E. coli. Naquela
época, com dados insuficientes da sequéncia do DNA e com tecnologias nao tao
avancadas como as que possuimos nos dias atuais, nao foi possivel aos pesquisa-
dores prever a fungdo bioldgica daquelas sequéncias. Em 1993, o locus CRISPR
foi também observado em Archaea (Haloferax mediterranei) e, em seguida, foi
identificado no genoma de muitas outras bactérias. A conservagao do mesmo
locus em dois dominios da vida foi um indicativo de que, muito provavelmente,
esta regido possuia alguma importancia. Porém, foi somente em 2005 que, de
forma independente, Mojica e colaboradores, assim como Pourcel e colaborado-
res, reportaram que as sequéncias contidas nos espagadores eram homologas as
sequéncias encontradas em bacteriéfagos, pro-fagos e plasmideos. Dessa manei-
ra, demonstrou-se que organismos exogenos nao eram capazes de infectar bacté-
rias que possuiam, em seu locus CRISPR, sequéncias espagadoras homologas a



Edigio Génica por CRISPR/Cas9

trechos do DNA destes organismos. Tais publicagdes deram margem para hipoteses
de que a sequéncia CRISPR poderia estar envolvida com a imunidade bacteriana.

Estudos posteriores indicaram a ocorréncia de sequéncias génicas adjacen-
tes ao locus CRISPR, as quais foram chamadas de CRISPR-associated genes
(Cas). A molécula de RNA transcrita a partir do locus CRISPR funcionava por
cooperagdo com a endonuclease Cas, produzida a partir de genes localizados
proximos a regido do locus, derivando dai o termo CRISPR-Cas.

No ano de 2011, o grupo da cientista Emmanuelle Charpentier (Diretora
do Max Planck Institute for Infection Biology, Berlin, Alemanha) descobriu um
componente essencial do sistema CRISPR-Cas: o RNA CRISPR transativador
(tracrRNA), uma molécula que atua no reconhecimento do DNA invasor, em
bactérias. Ao mesmo tempo, a cientista Jennifer Doudna (Universidade da Ca-
liférnia, Berkeley, EUA), trabalhava decifrando a estrutura e fungdo bioldgica
de ribozimas, bem como descrevendo um complexo de vigilancia baseado em
RNA, também em bactérias. Ao se encontrarem em um congresso, Charpentier
e Doudna estabeleceram uma parceria que lhes renderia, nove anos depois, 0
Prémio Nobel em Quimica, pelo desenvolvimento da “tesoura genomica”. Essas
duas mulheres demonstraram, pela primeira vez, que o sistema CRISPR-Cas
era capaz de clivar, ndo somente o DNA viral invasor, mas qualquer sequéncia
de DNA, de maneira direcionada e especifica. Através da Engenharia Genética,
elas transformaram o locus CRISPR-Cas em uma ferramenta poderosa de edigao
gendmica, abrindo intimeras possibilidades, principalmente para o tratamento de
doencas genéticas.

CLASSIFICACAQ E MECANISMO

Trés tipos diferentes do sistema CRISPR-Cas foram inicialmente descritos
(Tipo I, Tipo II e Tipo III), os quais sdo agrupados com base na filogenia, na
conservacao dos genes CAS e na organizagao do operon. Os genes CAS codifi-
cam as proteinas Cas, um grupo altamente diversificado descrito por interagir,
em sua maior parte, com acidos nucleicos. No geral, nove tipos de proteinas
Cas compdem esses sistemas. Envolvidas na adaptacdo, a Casl e a Cas2 estdao
presentes nos trés tipos de sistemas. Em contrapartida, as proteinas Cas5, Cas6 e
Cas7, as quais sao compostas por diferentes subunidades, estdo presentes apenas
nos tipos I e I11. As outras proteinas Cas sao exclusivas para cada tipo de sistema.

O sistema CRISPR-Cas Tipo I tem como assinatura a proteina Cas3 que
em conjunto com o complexo Cascade (composto por Csel, Cse2, Cas5Se, Cas6e
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e Cas7) degrada a molécula de DNA invasora, através do reconhecimento do
motivo PAM (Protospacer Adjacent Motif), sequéncia de trés nucleotideos
(5°-NGG-3’) presente na molécula invasora. O sistema CRISPR-Cas Tipo II foi
descrito no ano de 2012 na bactéria Streptococcus pyogenes e tem como assi-
natura a proteina Cas9, que, em conjunto com o crRNA e o tractRNA, degrada
a molécula do DNA invasor, também por meio do reconhecimento do motivo
PAM. Por fim, o sistema CRISPR-Cas Tipo III parece ser o mais complexo e,
diferentemente dos outros sistemas, nao necessita do motivo PAM para degradar
o DNA invasor. Esse sistema tem como assinatura a proteina Casl0, a qual atua
em conjunto com complexos similares ao Cascade: Csm (Tipo III-A) ou Cmr
(Tipo I1I-B). Enquanto os sistemas Tipo I e Tipo II tem como alvo moléculas de
DNA, o sistema do Tipo III pode ter como alvo moléculas de DNA ou de RNA.

Devido a sua simplicidade, o sistema CRISPR-Cas Tipo I, foi adaptado
para edi¢ao de genomas de organismos mais complexos, originando o sistema de
edicdo genomica conhecido como CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspa-
ced short palindromic repeats/CRISPR-associated nuclease 9). No sistema natu-
ral, pequenos fragmentos do DNA invasor sdo incorporados ao DNA gendmico
da bactéria, na forma de protoespacadores entre sequéncias repetidas (repeti¢des
CRISPR), formando os clusters que caracterizam as regides CRISPR. O con-
junto de protoespagadores € transcrito em um Unico RNA (pré-crRNA), o qual
¢ processado pela enzima RNAse III originando os CRISPR RNAs (crRNAs).
Essas moléculas associam-se com um segundo tipo de RNA, o transactivating
CRISPR RNA (tractrRNA), formando um hibrido crRNA:tracrRNA, o qual inte-
rage com a endonuclease Cas9. Esse complexo ternario tem como alvo sequén-
cias especificas do DNA invasor, as quais sdo complementares a sequéncia de 20
nucleotideos (nt) presentes na extremidade 5’ do crRNA, localizadas a jusante
(upstream) de um motivo PAM. Apos o pareamento, a Cas9 cliva as duas fitas
do material genético invasor (Figura 2A), através de dois dominios cataliticos
presentes em sua estrutura: o dominio HNH, responsavel por clivar a fita com-
plementar a sequéncia do crRNA e o dominio RuvC, responsavel por clivar a fita
oposta (ndo complementar).

O sistema adaptado ¢ composto apenas por dois componentes: a endonu-
clease Cas9 e um RNA guia (gRNA), formado a partir da fusdo do crRNA e do
tractRNA. Esse gRNA possui em sua extremidade 5’ uma sequéncia de aproxi-
madamente 20 nt, responsavel por guiar a Cas9 até a sequéncia complementar de
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20 nt presente no DNA alvo. A interacdo do complexo com o DNA alvo s6
acontece na presenca de um motivo PAM adjacente, o qual fica localizado na
fita de DNA alvo ndo complementar (Figura 2B). Isso torna essa ferramenta
extremamente interessante, visto que o gRNA ¢ “programavel” e pode ser
desenhado para se alinhar a qualquer regido gendmica de interesse.

A clivagem da dupla fita do DNA alvo, realizada pela Cas9, gera extre-
midades abruptas que necessitam ser reparadas pela célula, visto que este
dano pode levar a mesma a apoptose ou a senescéncia. Dois mecanismos
de reparo distintos podem ser ativados para corrigir o dano: I) reparo por
recombinacdo ndo homodloga através da via de jungdo de extremidades nao
homologas (NHEJ em inglés, non-homologous end joining) ou 11) reparo por
recombinacdo homologa através da via de reparo direcionado por homologia
(HDR em inglés, homology directed repair).

Na maior parte das vezes, a clivagem da dupla fita do DNA alvo gera
extremidades que nao possuem grau de homologia. Nessas ocasides, a via
de reparo NHEJ ¢ responsavel por unir novamente as duas pontas do DNA,
através de mecanismos independentes de homologia. No entanto, esse reparo
¢ intrinsicamente propenso a erros, culminando na geracdo de indels no sitio
onde ocorreu a clivagem ou proximo a ele. /ndel ¢ um tipo de mutagao que
pode ocasionar a inser¢ao ou delecdo de um ou poucos nucleotideos e, con-
sequentemente, alterar a fase de leitura do gene em estudo. Essa mudanga
quase sempre resulta em codons de parada prematuros, os quais interferem
diretamente na estrutura ou funcdo do produto final do gene, levando a for-
mag¢do de moléculas funcionais truncadas. O resultado final ¢ a inativacao
(nocauteamento) do gene alvo.

No entanto, em algumas ocasides a clivagem pode gerar extremidades
que apresentam homologia entre si ou com alguma molécula de DNA doador
exogeno (deve possuir homologia com ambas as extremidades do DNA resul-
tantes da clivagem). A via de reparo HDR ¢ responsavel por corrigir o dano
nessas situagdes. Para que essa via seja desencadeada, a endonuclease Cas9
e 0 gRNA sdo introduzidos na célula juntamente com uma molécula de DNA
doador exogeno. Essa via ¢ extremamente eficiente e culmina no perfeito
reparo da regido ou em modificagdes genéticas precisas, como a incorpora-
cdo de mutacgdes pontuais (substituicdo alélica) ou a insercdo de sequéncia
curtas (knock-in).
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Figura 2: Sistema natural e modificado de CRISPR/Cas.
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(A) O sistema CRISPR/Cas natural incorpora sequéncias de DNA exogeno dentro dos
CRISPR arrays, os quais geram crRNAs que carregam as regides protospacer que sao
complementares as regioes especificas presentes no DNA invasor. Os crRNAs se ligam, por
complementaridade de bases, aos tracrRNAs (que também sao codificados pelos sistemas
CRISPR) ¢ estes RNAs hibridos podem se associar com a endonuclease Cas9. O complexo
crRNA-tracrRNA:Cas9 reconhece e cliva DNAs exdgenos, que sdo posteriormente elimina-
dos por degradagdo. (B) O sistema CRISPR/Cas adaptado para a pesquisa em organismos
mais complexos, requer a fusdo entre o crRNA e o tracrRNA em apenas uma molécula
denominada RNA guia (gRNA). Uma vez gerado, o gRNA ¢ complexado a Cas9 e direciona
a clivagem do DNA-alvo que for complementar a regido 5’ presente no gRNA a jusante
(upstream) em relagdo a sequéncia de DNA PAM (5’-NGG-3"). A quebra de dupla fita do
DNA dispara as vias de reparo da célula através dos mecanismos de recombinagdo que
podem ser ndo homdlogos ou homdlogos.
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FORMAS ADAPTADAS DA ENZIMA CAS9

A Cas9 tem sido amplamente conhecida por estar associada ao locus
CRISPR e pela sua capacidade de clivar fitas de DNA. A proteina Cas9 exis-
tente no sistema CRISPR do tipo II, apresenta dois dominios cataliticos respon-
saveis por sua atividade de endonuclease, a saber: os dominios RuvC e HNH.
As formas adaptadas das Cas9 sdo proteinas que sofreram mutagdes pontuais
(DIOA e H840A) nesses dominios cataliticos, de modo a gerar proteinas inca-
pazes de clivar a dupla fita do DNA, porém sem alteracdes na sua capacidade
de ligacdo ao sitio alvo. Essas proteinas mutantes sdo chamadas de dead Cas9
ou, simplesmente, dCas9. Dessa maneira, ¢ possivel acoplar a dCas9 moléculas
que atuardo na modulacdo génica, inibindo (CRISPR1) ou ativando (CRISPRa) a
transcricao do gene de interesse.

Para a utilizagdo do CRISPRI, ¢ necessario que haja o acoplamento da
dCas9 com dominios repressores da transcri¢cao, dos quais o dominio KRAB
(Krueppel-associated box) € o principal representante, por ser o primeiro repres-
sor transcricional utilizado para altera¢des epigendmicas precisas. O dominio
KRAB age como repressor da transcri¢do, pois quando levado pela dCas9 até
a regido regulatdria alvo, recruta moléculas que atuam no remodelamento da
cromatina, inserindo marcas epigenéticas, como metilacdo e desacetilagdao que
causardo o bloqueio transitorio da transcri¢gdo. Outras moléculas repressoras
podem ser fusionadas a dCas9, como a LSDI (Lysine-specific methylase 1) e SID
(SIN3-interaction domain).

Quando o intuito € ativar a transcrigdo génica, utilizam-se juntamente
com a Cas9, dominios efetores ou ativadores, como VP64, VPR, p65 ou Rta.
Nessa abordagem, a regido alvo pode ser acetilada ou os genes podem sofrer
uma ativagdo direta pelo recrutamento de fatores de transcrigdo. Em CRISPRa,
ainda ¢ possivel maximizar a técnica ao incorporar sistemas capazes de recru-
tar multiplos dominios efetores para a regido alvo. Exemplos dessas tecnologias
sdao SunTag, um arranjo de peptideos que permite o recrutamento de dominios
efetores através de fragmentos varidveis de anticorpos; Scaffold, que consiste
em uma sequéncia guia modificada para conter a sequéncia de um aptamero, o
qual, por sua vez, atrai uma proteina aptdmero-especifica fusionada a ativadores
transcricionais; € SAM, jungao da tecnologia Scaffold com a dCas9 fusionada a
ativadores transcricionais.
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APLICACOES DO SISTEMA CRISPR/CAS9

Evidentemente, a ferramenta de edicdo génica CRISPR/Cas9 estd possibi-
litando grandes progressos em diversas areas do conhecimento. Sua capacidade
de promover eficientemente modificagdes genéticas possibilita diversos estudos
sobre rearranjos gendmicos e suas relagdes com a progressdao de doengas, como
o cancer; a triagem de drogas terapéuticas e de genes envolvidos em doengas;
a criacdo de organismos-modelo com caracteristicas especificas para diversos
tipos de estudo; além da possibilidade de melhorar organismos economicamente
relevantes, como plantas alimenticias e fungos, para diversos fins. Neste topico,
detalharemos algumas dessas possibilidades.

Na Producédo de Alimentos:

Melhoramento genético ja ¢ um conceito amplamente aceito, sendo apli-
cado na Agricultura, uma vez que torna possivel obter aumento do rendimento
(produtividade por planta), melhora na qualidade dos alimentos e resisténcia das
plantas ao estresse bidtico ou abiodtico, sendo todos estes fatores dependentes da
atividade complexa de diversos genes envolvidos em caracteristicas que impac-
tam no desempenho do produto final. A utilizagdo do sistema CRISPR/Cas9 na
Agricultura acelera e torna esse melhoramento ainda mais especifico. Uma das
vantagens em se utilizar essa tecnologia para gerar edi¢do no genoma de plantas
¢ a possibilidade de se obter um produto livre de transgene. Para evitar proble-
mas regulatorios e ecologicos e buscar a aceitagdo publica ¢ necessario que ndao
haja vestigios de transgene no produto final, o que pode ser alcancado através da
expressado transitoria do DNA ou RNA que codifica a maquinaria do sistema.

A primeira modificagdo de plantas com a aplicagdo do sistema CRISPR/
Cas9 ocorreu em 2013, quando o grupo da pesquisadora Caxia Gao, do Instituto
de Genética e Biologia da Academia Chinesa de Ciéncia, conseguiu modificar
quatro genes de um cultivar de arroz e um gene no cultivar de trigo. Estudos
agricolas, utilizando Engenharia Genomica, t€ém buscado identificar /oci génicos
responsaveis por caracteristicas que aumentem a qualidade nutricional, resistén-
cia a herbicidas e ao estresse bidtico e abidtico. Assim, por exemplo, a edi¢do dos
genes GS3, Gnla, GW2, TGWS5 e OsRAV2, através da tecnologia de CRISPR/
Cas9, levou ao aumento do nimero, tamanho e peso de graos de arroz e conferiu
tolerancia ao estresse salino; a edigdo do gene ALS1 e GBSS, tornou batatas
mais resistentes a herbicidas e conferiu maior teor de amilopectina; a edigdo
do gene CsLOBI, fez com que laranjeiras se tornassem resistentes a bactérias
causadoras de ulceras.
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Infeccdo de grandes lavouras por virus pode ser catastrofica, além de gerar
significativo impacto econdmico. Pensando nisso, pesquisadores utilizam o
sistema CRISPR/Cas9 para desenvolver imunidade nas plantas contra varios
germinivirus, como o Virus da Folha Amarela do Tomate (Tomato Yellow Leaf
Curl Virus — TYLCV), Virus da Beterraba Encaracolada (Beet Curly Top Virus
—BCTV) e o Virus do Mosaico do Nabo (Turnip Mosaic Virus — TuMV).

Além de seu uso no melhoramento vegetal, a edigdo génica por CRISPR/
Cas9 pode ser utilizada como estratégia de defesa na producao de bioprodutos
de interesse comercial, como enzimas e laticinios. As plantas industriais que
utilizam bactérias para gerar o produto de interesse sdo propensas ao ataque
por bacteriofagos, sendo assim, a utiliza¢do do sistema CRISPR/Cas9 para gerar
cepas bacterianas resistentes a estes fagos € uma aplicacdo bastante promissora
desta tecnologia.

Levando em consideragdo as mudangas climaticas pelas quais o Mundo esta
passando, problemas de desertificagdo e salinizacao de areas, aumento da popu-
lagdo mundial, com expectativa de chegar aos 8,3 milhdes em 2030, é premente a
necessidade de utilizar novas tecnologias para garantir seguranga alimentar para
as proximas geragdes, sendo a edicdo génica, via CRISPR/Cas9, sem duvida
alguma, uma grande aliada da Humanidade neste aspecto.

No Combate a Agentes Causadores de Doencas:

Um nicho promissor para a utilizacao da tecnologia de edigdo génica ¢ a
manipulacdo genética de mosquitos transmissores de doengas.

Pesquisas da Universidade Estadual Paulista (UNESP) buscam identificar e
modificar genes envolvidos na resisténcia do mosquito Aedes aegypti a infec¢ao
pelo virus da dengue. Realizando edi¢des génicas em embrides do mosquito, ¢
possivel estabelecer uma populacdo de Aedes aegypti resistente ao virus que,
consequentemente, serd impossibilitada de infectar seres humanos. CRISPR/
Cas9 esta sendo utilizado, ainda, em progenitores neurais humanos para identi-
ficar genes que, quando mutados, conferem resisténcia a morte celular induzida
pelo Zika virus.

O papiloma virus humano (HPV) possui duas proteinas (E6 e E7), que sdo
responsaveis por conferir o carater maligno (canceroso) ao tecido infectado. Pes-
quisadores induziram mutagdo nos oncogenes que codificam essas proteinas,
tornando-as inativas e promovendo efeitos antitumorais de genes supressores
tumorais, como os p53 e pRb. Da mesma maneira, estudos utilizando CRISPR/
Cas9, tém inibido a replicagao do virus da hepatite B em linhagem celular humana.
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Na Terapia Génica:

Uma aplicacao do sistema CRISPR/Cas9, na qual é impossivel ndo pensar,
¢ a edicdo do genoma de organismos eucariotos, visando terapias que possam
trazer melhoras significativas ou até mesmo a cura de determinadas doengas.
A comunidade cientifica tem se debrugado sobre tal possibilidade. Trabalhos de
Gao e colaboradores descreveram, em 2017, a edi¢cao do genoma de ratos que
possuem um alelo dominante do gene Timcl (Transmembrane Channel-like Gene
Family 1), chamados de linhagem Beethoven (Bth), uma vez que este gene esta
associado a surdez. Os resultados foram animadores, pois houve uma melhora
na taxa de sobrevivéncia das células ciliadas auditivas (células transdutoras das
vibragdes acusticas em sinais elétricos nervosos e que sao afetadas por muta-
¢oes no gene Tmcl). Além disso, houve uma melhora no reflexo comportamental
acustico em animais que foram tratados para a eliminagdo funcional do alvo,
apontando que tal método ¢ passivel de ser utilizado no tratamento da perda de
audicao autossomica dominante.

Outro exemplo que pode ser citado ¢ a edi¢ao, via CRISPR/Cas9, do onco-
gene HER2 (Human Epidermal growth fator Receptor 2). Esse oncogene, que
nomeia um dos subtipos de cancer de mama, quando superexpresso pelas células
tem a capacidade de gerar neoplasia mamaria. Ao realizarem a edigdo, os auto-
res verificaram diminui¢do do crescimento da linhagem celular que apresentava
amplificagcdo desse oncogene.

Estudos explorando letalidade sintética, demonstraram que edigdes conco-
mitantes, por CRISPR/Cas9, dos genes SETDBI1 (SET Domain Bifurcated 1),
envolvido na regulacdo epigenética de expressao, e do gene CHD4 (Chromodo-
main Helicase DNA-Binding Protein 4), envolvido no reparo de danos ao DNA,
podem tornar células tumorais mais sensiveis a acdo de quimioterapicos genoto-
xicos. Um outro exemplo pratico do uso do CRISPR para terapia génica em cé-
lulas somaticas ¢ a manipulacdo de células do sistema imunolédgico de pacientes
com cancer, com o objetivo de que as cé¢lulas de defesa reconhegcam as células
cancerigenas que costumam passar desapercebidas pelo sistema de defesa. Essa
aplicacdao tem se mostrado segura e com resultados cada vez mais promissores.
Além desses exemplos, diversos tipos de doencas ja podem ser tratadas com
terapia génica utilizando-se CRISPR.

Alguns cientistas estao desbravando um territorio repleto de questdes éticas
e regulamentares que € o estudo da edicdo para corrigir genes defeituosos em em-
brides humanos. Ma e colaboradores realizaram a edicao do gene MY BPC3 (Myosin
Binding Protein C3) em embrides humanos. Existe uma condigao cardiopatologica
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conhecida como cardiomiopatia hipertrofica que pode ser causada pela mutagio
em varios genes, incluindo o gene MYBPC3, que codifica uma proteina de mesmo
nome, sendo importante para manter a estrutura do musculo cardiaco, bem como
para regular a contracao e relaxamento do mesmo. Ao realizar a edigdo desse gene,
buscando corrigi-lo, os autores verificaram que, quando os componentes da edi¢ao
foram injetados em uma fase e de uma maneira especifica no oécito, 72,4% dos
embrides apresentaram apenas a copia saudavel do gene MYBPC3. E importante
ressaltar que, nesse caso, os embrides nao foram implantados.

No entanto, ¢ inegavel a necessidade de discussdes e regulamentagdes claras
a respeito das implicac¢des éticas na utilizagdo da ferramenta CRISPR/Cas9. E
isso € assunto para nosso proximo topico.

Implicagdes éticas da tecnologia de CRISPR/Cas9

O potencial para se realizar Engenharia Genética, Biotecnologia e pesquisas
basicas cresceu exponencialmente com o rapido avanco das técnicas de edigdo
de genomas. Por isso, ao utilizar essas ferramentas inovadoras devemos nos
questionar sempre sobre as implicagdes éticas e as consequéncias dos produtos
gerados e das manipulagdes genéticas que estao sendo propostas, além de outras
questdes que dependerdo dos objetivos que movem cada estudo ou o desenvolvi-
mento de uma nova tecnologia.

O sistema CRISPR ¢ uma tecnologia de edi¢do gendmica extremamente
simples e barata, uma vez que depende apenas da expressao da enzima Cas9 e do
gRNA nas células ou organismo alvo. Desde que o CRISPR passou a ser ampla-
mente utilizado, hé cerca de oito anos, tendo resultado, inclusive, na premiagao
de duas pesquisadoras como o Nobel de Medicina, como citado na Introducao
deste trabalho, tanto as revistas cientificas como os 6rgaos internacionais deba-
tem questdes éticas que determinam limites para a aplica¢do desta tecnologia.

Dentre a ampla gama de possibilidades para a manipulagdo de genomas,
questdes éticas relacionadas a manipulagdo genética de embrides humanos € a
mais delicada. A descoberta do sistema CRISPR fez ressurgir a onda de de-
bates dada a precisdo e facilidade com que esta técnica pode ser empregada.
Segundo o Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano nos Estados
Unidos (NHI), em 2014, 40 paises desencorajaram ou baniram completamente
pesquisas que envolvem edicdo genética de células germinativas humanas. A
fim de regular tais tipos de pesquisa, criou-se em 2015 o International Summit
on Human Gene Editing. No Brasil, a Lei de Biosseguranca 11.105, de 2005, no
artigo sexto, proibe Engenharia Genética em células germinativas, zigotos ou
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embrides humanos. Em geral, especialistas da area concordam que a edi¢do do
genoma humano para fins reprodutivos ndo deve ser utilizada, uma vez que os
riscos nao sao justificados pelo potencial beneficio que a técnica pode trazer.

No entanto, hd um grande interesse no uso da tecnologia de CRISPR/Cas9
para fins terapéuticos que ndo envolvem a manipulacdo génica de células ger-
minativas. Mas, ainda assim, em 2018, um acontecimento estremeceu a comu-
nidade cientifica, quando o cientista chinés He Jiankui, admitiu ter criado os
primeiros bebés geneticamente modificados da histéria. Segundo o pesquisador,
ele editou o gene CCRS (C-C Chemokine Receptor 5), que codifica receptores
utilizados pelo HIV para infectar as células e isso tornaria as gémeas, Lulu e
Nana (nomes ficticios), resistentes a infeccao pelo virus. Estudos que também
realizaram a mutag¢ao do gene Ccr5, porém em ratos, demonstraram que os ani-
mais modificados se tornaram cognitivamente mais habilidosos, principalmente
em se adaptar e em memorizar. Os resultados em ratos foram benéficos, mas nao
se pode garantir que em Lulu e Nana, e em sua descendéncia, eles também serao.
Vale lembrar, ainda, que o cientista responsavel por essa faganha foi condenado
a trés anos de prisao.

Assim sendo, surge cada vez mais a necessidade do aprofundamento da téc-
nica, no que diz respeito a seguranga, reprodutibilidade, efeitos a longo prazo e,
principalmente, discussdes sobre o estabelecimento de limites em sua utilizacao.

Apos esta breve Introdugdo, a seguir sera descrita, de forma detalhada,
0 passo a passo de como realizar uma edi¢do génica confidvel utilizando o
sistema CRISPR/Cas9.
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* ETAPA 1

INICIO DA EDICAO GENICA
ESCOLHA DO ALVO, DA ESTRATEGIA DE
EDICAO GENICA E DESENHO DOS RNAS

GUIAS (GRNAS)

O passo inicial no processo de edi¢do génica utilizando o sistema CRISPR/
Cas9 ¢ a escolha do gene/regido alvo. Em nosso grupo de pesquisa, realizamos
experimentos de perda e ganho de fungdo em linhagens celulares normais e tu-
morais, visando descobrir alvos moleculares que possam auxiliar no progndstico,
diagnostico ou no tratamento da doenga. Um gene superexpresso em linhagens
tumorigénicas, por exemplo, torna-se um interessante alvo a ser estudado neste
contexto, justificando e dando base para o desenvolvimento de um projeto de
pesquisa (este ¢ apenas um exemplo, visto que a escolha do seu gene/regido alvo
pode ter outra justificativa em um outro modelo de estudo).

Ap0s a escolha do gene/regido alvo, é de extrema importancia conhecer as
caracteristicas moleculares e estruturais do mesmo e de seus produtos, sejam
eles RNAs funcionais ou proteinas. Isso ¢ importante para direcionar a escolha
da estratégia de edicdo génica. No contexto da técnica de CRISPR, a expressao
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“edicdo génica” se refere a capacidade de alterar a sequéncia nucleotidica do
gene-alvo (nucleotideos ou genes inteiros podem ser alterados) afetando, assim,
sua expressao/fun¢do. Quando essas alteracdes sdo muito extensas (envolvendo
regides cromossomicas) ou muito numerosas (englobando multiplos genes
simultaneamente), referimo-nos a “edi¢do gendmica”. Adotando uma classi-
ficacdo simples, as diversas formas de edicdo génica podem ser classificadas
em quatro grupos: I) inser¢do de transgenes, 11) substituicao alélica, I1I) no-
cauteamento por inativacdo génica, IV) nocauteamento por delecao génica.

A insercdo de transgenes (knock-in — KI) e a substitui¢do alélica sdo
realizadas utilizando-se um DNA doador exdgeno, o qual apresenta extremi-
dades com homologia em relagdo a alguma regido do genoma. Esse processo
¢ baseado no reparo por recombina¢cdo homologa (HDR) e permite a integra-
cao de transgenes em regides especificas do genoma (intergénicas) ou a troca
de uma sequéncia endégena de nucleotideos por uma sequéncia exogena li-
geiramente diferente, portando SNPs (single nucleotide polymorphisms) ou
pequenas mutagoes.

O nocauteamento por inativagdo génica ¢ realizado através de muta-
coes que levam a perda da atividade do produto final deste gene, gerando
alelos nulos, ou seja, sem fungdo bioldgica. E interessante citar que em
alguns casos, alelos ndo nulos podem ser gerados, permitindo uma atividade
ainda que parcial do gene-alvo. Utilizando o sistema CRISPR, uma clivagem
sitio-dirigida no DNA-alvo ¢ ocasionada, a qual pode ser prontamente corri-
gida por mecanismos de reparo da célula. Um desses mecanismos, a uniao de
extremidade ndo homoéloga (NHEJ) ¢ um mecanismo propenso a erros, po-
dendo ocasionar a adi¢ao/delecao de nucleotideos, alterando a fase de leitura
do gene em estudo. Essa mudanca quase sempre resulta em cddons de parada
prematuros, gerando, assim, moléculas funcionais truncadas.

Em alguns casos, o nocauteamento por delecdo génica, no qual o gene
inteiro ¢ removido, pode ser mais interessante do que gerar mutacdes pon-
tuais, visto que resultard em uma mutacdo nula, onde ambos alelos do gene
podem ser completamente deletados. Nesse caso, utilizam-se duas endonu-
cleases Cas9 e dois gRNAs com sequéncias distintas (Figura 3).
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Figura 3: Estratégia utilizada para deleciio do gene nio codificador de proteina MEG3.
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Dois RNAs guias foram utilizados simultaneamente para direcionar a enzima Cas9 para a regiao
5 e 3’ do gene MEG3, promovendo a delegdo do locus génico (Deocesano-Pereira et al., 2019).

Ap0s a escolha do gene/regido alvo e da estratégia de edi¢do génica que sera
utilizada, o préximo passo ¢ o desenho dos RNAs guias (gRNAs), moléculas de
RNA exdgeno que sdo projetadas para se alinhar a regido de interesse, baseando-se
nos principios do pareamento de bases propostos por Watson e Crick, e cliva-las
com auxilio da endonuclease Cas9. Esses RNAs possuem 20 nucleotideos, que sao
complementares a molécula de DNA-alvo, sendo localizados ao lado da sequéncia
PAM. O desenho dessas moléculas pode ser realizado através de diversos softwares
disponiveis na literatura. Geralmente, cerca de 250 a 500 nucleotideos do DNA ge-
ndmico-alvo sdo submetidos a essas plataformas, que fornecem uma lista de gRNAs
ordenados por um score. Esse score leva em consideracao o ntimero de sitios off-tar-
gets, além da proximidade com as sequéncias PAM (NGGQG). Off-targets sao regides
no genoma que podem ser afetadas indiretamente por um determinado gRNAs. O
ideal na escolha do seu gRNA ¢ escolher aquele que apresenta o menor niimero
de sitios off-targets, visto que a probabilidade de uma outra regido do genoma-alvo
ser afetada sera menor. De qualquer forma, apds a realizagdo do CRISPR, deve-se
validar, por sequenciamento gendmico, as eventuais (e provaveis) regides off-targets
relacionadas ao gRNA escolhido. O esperado € que essas regides permanegam inal-
teradas geneticamente. E também indicado que se teste mais de um gRNA para cada
regido alvo, uma vez que a eficiéncia de edi¢ao pode variar consideravelmente entre
as sequéncias selecionadas. Apos a escolha dos gRNAs, nucleotideos extras devem
ser adicionados em suas extremidades (gerando extremidades coesivas), as quais
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serdo importantes no processo de ligacdo dos gRNAs aos vetores linearizados
do sistema CRISPR/Cas9.

PROTOCOLO 1

1. Obtencao da sequéncia genémica alvo

Duas plataformas podem ser indicadas para a obtengdo das sequéncias do
DNA gendmico alvo:

* https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/

e https:/eenome.ucsc.edu/

2. Escolha do software para desenho dos RNAs guias (gRNAs)

Diversos softwares estao disponiveis na literatura. A seguir, algumas sugestoes:

* https://zlab.bio/guide-design-resources

e http:/www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html

 http:/guides.sanjanalab.org/#/

e http://chopchop.cbu.uib.no/

3. Submissio da sequéncia genémica-alvo ao software

4. Escolha dos RNAs guias (gRNAs)
» Baseados nos maiores scores.

» Levar em consideragdo o numero de sitios off-targets.

5. Sintese dos RNAs guias (gRNAs)

* Dois primers devem ser sintetizados (Forward e Reverse), os quais se-
rao anelados e ligados ao vetor especifico do sistema CRISPR/Cas9.

E importante realizar a adicio de nucleotideos extras em suas extremidades
(gerando extremidades coesivas), as quais serdo importantes no processo de liga-
cdo dos gRNAs aos vetores linearizados do sistema CRISPR/Cas9.
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* ETAPA 2

PRODUCAO DOS PLASMIDEOS
RECOMBINANTES
DIGESTAO E DESFOSFORILACAO DO
PLASMIDEO, ANELAMENTO E
FOSFORILACAO DOS RNAS GUIAS E
REACAO DE LIGACAO AO VETOR

Para utilizacao do sistema CRISPR/Cas9, diversas técnicas de Biologia
Molecular sdo empregadas, sendo que as primeiras a serem colocadas em
pratica, serdo as ferramentas que permitem a constru¢cdo de uma molécula
de DNA recombinante. A principio, € preciso ter em maos os plasmideos e
os primers correspondentes a sequéncia génica (gRNAs) na qual se deseja
realizar a edicdo. Plasmideos sdo moléculas de DNA dupla fita e circulares,
que estdao naturalmente presentes em bactérias, replicam independentemente
do cromossomo bacteriano e, na maioria das vezes, conferem resisténcia a
algum antibiotico ou produzem outras moléculas importantes para a sobrevi-
véncia do micro-organismo (Figura 4).
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Figura 4. Célula bacteriana com seu DNA cromossomal e seus plasmideos.
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Muitos desses plasmideos naturalmente presentes em bactérias foram
modificados para sua utilizagcdo em Biologia Molecular. Adotaremos como
exemplo, na descricdo dos proximos passos, a estratégia de nocauteamento
por inativa¢do génica (onde um tnico plasmideo e um Unico RNA guia sdo
utilizados) e por delecao génica (na qual dois plasmideos e dois RNAs guias
sdo utilizados), metodologias consolidadas em nosso grupo de pesquisa.

O(s) plasmideo(s) utilizado(s) devem apresentar uma marca de selecao,
a qual ¢ importante para selecionar, futuramente, as células que sofreram a
edi¢cdo génica. Citaremos como exemplo dois tipos de plasmideos que podem
ser utilizados. O primeiro, plasmideo pL-CRISPR.EFS.GFP (A4ddgene),
apresenta, como marca de selecdo, uma sequéncia génica responsavel pela
producao da proteina fluorescente verde (GFP) (Figura 5A). Ja o segundo
plasmideo, pL-Lenti.CRISPR-V2 (4ddgene), apresenta, como marca de sele-
¢do, um cassete de resisténcia ao antibidtico puromicina (Figura 5B). Esses
dois plasmideos apresentam outras regides importantes para seu funciona-
mento, a saber: a) um sitio codificador da B-lactamase (enzima que catalisa a
degradacdo do antibidtico ampicilina), conferindo resisténcia a este antibioti-
co (necessario para a etapa de selecao do vetor recombinante); b) a sequéncia
que codifica a endonuclease Cas9, e outros elementos necessdrios para a
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producdo viral (quando se trata de uma estratégia que utilize lentivirus); e ¢) uma
regido para a inserc¢ao da sequéncia dos RNAs guias.

Figura 5. Exemplos de vetores que podem ser utilizados no sistema de edicio
génica CRISPR/Cas9.
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Conforme descrito anteriormente, os RNAs guias sdo sequéncias de apro-
ximadamente 20 nucleotideos que servem para ‘guiar’ a endonuclease Cas9 até
o sitio de clivagem especifico no genoma da célula alvo. Para que seja possivel
a inser¢do da sequéncia desejada no vetor de expressdo, o primeiro passo a ser
realizado ¢ a abertura do vetor, através da quebra de ligagdes fosfodiéster, de
modo que este adquira a conformacao linearizada (Figura 6A).

Para tanto, utilizam-se enzimas de restricdo que clivam o vetor em se-
quéncias especificas, gerando extremidades que podem ser cegas (blunt ends)
ou coesivas (sticky ends), como visto na Figura 6B. No nosso caso, utilizare-
mos a enzima de restri¢ado BsmBI, isolada do Bacillus stearothermophilus, a
qual cliva os vetores, originando extremidades coesivas.
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Figura 6. Digestiio do plasmideo.
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A) Abertura do plasmideo com enzimas de restri¢do. B) Extremidades cegas e coesivas geradas pela
clivagem através de enzimas de restri¢ao.

Antes de avangar para as etapas seguintes de preparacao do vetor, ¢ impor-
tante confirmar se este foi, de fato, digerido. Para tanto, deve-se realizar uma
eletroforese em gel de agarose para observar o padrao de migracao do vetor, o
qual, se digerido, devera migrar com maior facilidade do que o vetor nao digeri-
do. A eletroforese ¢ uma técnica de separagao que leva em consideracao a taxa de
migracao de moléculas carregadas quando um campo elétrico ¢ aplicado. Devido
a presenca do grupamento fosfato, o DNA possui carga negativa, portanto, ao ser
aplicado um campo elétrico, a molécula de DNA migrara para o polo positivo.
Usualmente, utiliza-se agarose que, quando solidificada, forma uma rede porosa
pela qual a molécula migrard. Quanto maior a concentragdo de agarose, menor
serd o diametro dos poros formados. Dessa forma, fragmentos maiores ou linea-
res de DNA, encontrardo maior dificuldade em migrar, enquanto os fragmentos
menores ou circulares, encontrardo menor dificuldade em migrar pela malha
porosa (Figura 7).
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Figura 7. Migracio do DNA em gel de agarose.
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Para possibilitar a visualizacdo do DNA, ¢ adicionado brometo de etidio
(EtBr) ao gel de agarose. O EtBr se intercala na dupla fita do DNA e fluoresce
quando atingido por radiagdo UV (Figura 8). Assim, ¢ possivel visualizar e reali-
zar outros procedimentos, como o corte da banda gerada para posterior extragao
do DNA presente no gel.

Figura 8. Visualizacido das bandas de DNA em gel de agarose contendo brometo de etidio
apos incidéncia de radiaciao UV.
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Na etapa seguinte, ¢ realizada a desfosforilagdo do vetor. Isso se faz neces-
sario pois a abertura do vetor ird gerar extremidades com grupamentos fosfato e
hidroxila livres. Caso o grupamento fosfato das extremidades 5’ ndo seja retira-
do, o vetor ira assumir novamente a conformacao circular, antes da inser¢ao do
RNA guia (Figura 9). Essa modifica¢do na extremidade do vetor ¢ feita utilizan-
do-se a enzima fosfatase alcalina.
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Figura 9. Desfosforilacio do vetor.
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O proximo passo € a fosforilagcdo e anelamento dos RNAs guias (forward +
reverse), de modo que assumam a configuracdo de dupla fita. A fosforilagdo € es-
sencial, pois permite que os grupamentos fosfato adicionados nas extremidades
dos guias se liguem aos grupamentos hidroxilas livres do vetor. A fosforilagdo ¢
catalisada por quinases especificas.

Por fim, a iltima etapa da constru¢ao do plasmideo recombinante € a reacao
de ligagdo que, como o proprio nome ja diz, realiza a unido entre o vetor e
o RNA guia, restabelecendo a ligagdo fosfodiéster (Figura 10). Para esse fim,
utiliza-se uma DNA ligase usualmente purificada a partir de E. coli infectada
com o fago T4.

Figura 10. Reacio de ligacdo do gRNA ao vetor.
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PROTOCOLO 2

1. Digestao dos plasmideos lentivirais utilizados na edicio génica
Exemplos: pL-CRISPR.EFS.GFP e pL-CRISPR-V2
Reacdo para volume final de 50 uL:

X uL dos plasmideos (10 ug de DNA plasmideal);
1,5 uL de enzima BsmBI (Esp3I) 10 U/uL;

5 uL do Buffer Tango 10X;

X uL de 4gua deionizada;

Incubar no termociclador, a 37 °C, overnight. No dia seguinte, inativar
a enzima a 65 °C por 20 min.

2. Desfosforilaciao dos plasmideos digeridos com a enzima BsmBI

Reagdo para volume final de 80 uL:

X uL do plasmideo digerido (~10 ug do plasmideo);

6 uL de Alkaline Phosphatase Buffer 10x FastAP (Fermentas);

10 uL da enzima Alkaline Phosphatase FastAP (Fermentas #EF0691);
X uL de 4gua deionizada;

Incubar a 37 °C por 30 min e inativar a enzima por 5 min a 75 °C;

Quantificar os plasmideos com auxilio de um espectrofotometro atra-
vés da Absorbancia a 260 nm e sua pureza através da razao A260 nm/
A280 nm, valor que deve ser proximo de 2,0;

Correr um gel de agarose 1% para verificar digestao total do plasmideo
(cerca de 4 uL dos plasmideos fechados e digeridos);

Nao ¢ necessario realizar a purificacao da reagdo, pois o volume utiliza-
do serd muito pequeno em relagdo as reagdes de ligagao.
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3. Anelamento dos RNAs guias

Reacao para volume final de 10 uL:

1 uL do RNA guia forward (100 uM);

1 uL do RNA guia reverse (100 uM);

1 uL de T4 Ligation Buffer 10X (Fermentas);

1 uL de T4 Polynucleotide Kinase 10 U/uL (Fermentas, #EK0032);
6 uL de agua deionizada;

Incubar a 37 °C por 30 min; 95 °C por 5 min; ramp down para 25 °C
com a taxa de 5 °C por min;

Diluir o duplex dos RNAs guias 1:100 (1 uL dos RNAs guias anelados
+ 99 uL de agua deionizada).

4. Reacao de ligacdo do RNA guia ao vetor

Reacdo para volume final de 20 uL:

X uL de cada plasmideo digerido e desfosforilado (~230 ng do
DNA plasmideal);

2 uL do duplex 1:100 dos primers diluidos;
2 uL de T4 DNA Ligase Buffer 10X (NEB);
1 uL da T4 DNA Ligase (NEB, #M0202S);
X uL de 4gua deionizada;

Incubar a 16 °C, overnight. No dia seguinte, inativar a enzima a 65 °C
por 10 min.

5. Precipitacdo do plasmideo recombinante

Reagdo para precipitar 10 uL. da reagdo de ligagao:

* 2 uL de glicogénio em 10 uL de ligagao;
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20 uL de isopropanol;

Deixar 30 min no gelo;

Centrifugar por 10 min, 11.000 RPM, a 4 °C;
Retirar o sobrenadante;

20 uL de etanol 70%;

Centrifugar por 5 min, a 11.000 RPM, a 4 °C;

Ressuspender em 15 uL de agua deionizada.
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. ETAPA 3

MINIPREPARACAO DE DNA DOS
PLASMIDEOS RECOMBINANTES
ELETROPORACAO DE BACTERIAS,
MINIPREPARACAO BACTERIANA E
DIGESTAO DOS PLASMIDEQS
RECOMBINANTES

Uma das técnicas utilizadas para inserir o DNA plasmideal recombinante
em bactérias € a eletroporagdo. Nesse processo, as bactérias sdo submetidas a
um pulso elétrico, de modo que sejam formados poros na membrana bacteriana,
possibilitando, assim, a entrada dos plasmideos (Figura 11).

Figura 11. Inser¢ao de DNA recombinante em bactéria por eletroporacio.
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Devido ao fato de ser utilizado pulso elétrico, os sais presentes nos tam-
poes das etapas anteriores (digestdao, desfosforilagdo, fosforilacao e ligacao)
acarretam maior condutividade elétrica, gerando um pulso maior do que o
necessario para a abertura dos poros bacterianos. Por isso, ¢ necessario rea-
lizar a precipitagdo do plasmideo (descrito no protocolo anterior), antes da
eletroporacdo, para que o excesso de sais seja eliminado.

O racional de inserir a molécula de DNA recombinante nas bactérias
reside no fato de que esses micro-organismos se multiplicam de maneira
muito mais rapida do que células de mamiferos, por exemplo. As bactérias
tém a tendéncia de se duplicarem a cada 20 a 30 minutos e, uma vez dentro
delas, a molécula recombinante também ¢ duplicada diversas vezes, o que
faz das bactérias 6timas ‘maquinas’ para a producdo de DNA recombinante.

Apos o pulso elétrico, as bactérias sdo inoculadas em LB agar contendo
ampicilina, antibidtico ao qual o vetor confere resisténcia e, por isso, apenas
as c¢lulas bacterianas que receberam o vetor, conseguirdo sobreviver e se
multiplicar. Aproximadamente 16 h apds o plaqueamento, colonias bacteria-
nas terao sido formadas; estas serao agora adicionadas ao LB liquido conten-
do o antibidtico e incubadas por mais 16 h, a 37 °C e sob agita¢do, de modo
que seja obtida maior quantidade de bactéria e, consequentemente, maior
quantidade de DNA recombinante (Figura 12).

Figura 12. Crescimento bacteriano para a producio de DNA recombinante.
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Apos o periodo de incubacdo em condigdes Otimas para proliferacao
bacteriana, ¢ necessario extrair o DNA plasmideal recombinante para uso
posterior. Nesse momento, lanca-se mao da minipreparagdo bacteriana
ou, simplesmente, “miniprep”. A miniprep ¢ um método utilizado para a
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recuperagao dos plasmideos recombinantes inseridos nas bactérias. Os méto-
dos de extracao de DNA consistem, basicamente, em duas etapas. A primeira
¢ a liberagdo da molécula de DNA plasmideal através da lise celular e o
segundo ¢ o tratamento quimico e/ou enzimatico da amostra para retirada
de contaminantes. Na lise, sdo utilizados detergentes, como o SDS (dodecil
sulfato de so6dio), frequentemente associado com algum alcali, como NaOH.
O SDS tem a fung¢do de se intercalar entre os fosfolipidios da membrana,
gerando poros, enquanto o hidroxido de s6dio degrada a parede celular e
desfaz as ligacdes (pontes) de hidrogénio presentes entre as duas fitas do
DNA plasmideal mais relaxado, bem como do DNA cromossdmico. A re-
tirada dos contaminantes se inicia com a neutralizacdo do pH, pois quando
se adiciona acido acético, as cadeias de DNA voltam a se unir. No entanto,
pedacgos grandes de DNA cromossdmico rompido e de plasmideo relaxado,
ndo conseguem se hibridizar perfeitamente, gerando uma massa emaranhada
que pode ser separada por centrifugacdo, de modo que se obtenha, no sobre-
nadante, principalmente, DNA plasmideal (Figura 13). Em seguida, a prepa-
ragdo ¢ colocada em uma coluna de silica positivamente carregada, para que,
devido ao carater negativo da molécula de DNA, este fique retido na coluna.

Figura 13. Extracdo de DNA plasmideal por lise alcalina.
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Seguem-se lavagens com etanol ou isopropanol, que precipitam o DNA ra-
pidamente. Lava-se também com etanol 70% para remover residuos de alguns
sais e de SDS. Por fim, o DNA ¢ eluido em 4gua e quantificado por espectrofo-
tometria UV-Vis em comprimento de onda igual a 260 nm. E possivel também
inferir a pureza da preparacao; o DNA absorve radiacao UV a 260 nm enquanto
proteinas absorvem a 280 nm. A relagdo A, /A, , se igual ou maior do que 1.8,
revela que a preparacao ¢ pura. Resultados da relagdo menor que 1,8 demons-

tram uma preparagao contaminada com proteina.
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De posse do DNA recombinante extraido e quantificado, este ¢ submetido a
digestao com enzimas de restri¢do, visando verificar a integridade do vetor, pois,
ocasionalmente, o vetor pode sofrer recombinacdo com o DNA cromossomal,
perdendo regides importantes para seu bom funcionamento (Figura 14).

Figura 14. Vetor digerido com as enzimas Notl e BamHI para verificacido de sua integridade.
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PROTOCOLO 3

1. Transformacio de bactérias eletrocompetentes com o plasmideo re-
combinante e plaqueamento em meio seletivo

Ligar o eletroporador (Botao lateral > 4) Pré-set Protocol > Enter >
1) Bacterial > Enter > 2) E. coli-2 mm, 2,5 Kv > Enter);

50 uL de bactéria eletrocompetente;

1 a 2 uL da reacdo de ligacdo precipitada;

Adicionar o volume obtido na cubeta de eletroporagao gelada (4 °C);
Colocar a cubeta no eletroporador, e apertar o botdao ‘Pulse’;

Adicionar a cubeta de eletroporagao 1 mL de LB e transferir o volume
para um tubo eppendorf de 1,5 mL;

Incubar em banho seco por 1 h, a 37 °C, sob agitacao;
Centrifugar a 4.000 RPM por 5 min;

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet bacteriano em aproxi-
madamente 500 uLL de meio LB;

Plaquear todo o contetido em meio LB-agar contendo 100 pg/mL de
ampicilina para obtengdo de colonias resistentes ao antibiotico;

Incubar as placas a 37 °C, por cerca de 16~18 h;

Selecionar colonias bacterianas que cresceram nas placas LB-Amp e
expandir em meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina. Incu-
bar os indculos a 37 °C por 16-18 h sob agitacao.

2. Minipreparaciao de DNA plasmideal

Inoculos de 5 mL de bactérias podem ser utilizados para a preparagao
plasmideal em pequena escala;

Seguir protocolos dos kits disponiveis (Sugestao: Illustra PlasmidPrep
Mini Spin Kit — GE Healthcare).
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3. Confirmacao da integridade dos plasmideos
A) Digestao dos plasmideos:

Reacdo para volume final de 10 uL:
* X uL do plasmideo (~500 ng do DNA plasmideal);
* 1 uL do tampao O (Thermo Scientific),
* 0,5uLl (5U) da enzima NOTI 10 U/uL (Thermo Scientific, #ER0592);
* 0,5uL (5U) da enzima EcoRI 10 UuL (Thermo Scientific, #ER0271),
* X uL de adgua deionizada;
* Incubar por 1 h, a 37 °C.
B) Eletroforese das amostras em gel de agarose 1%:
* Pesar 0,5 g de agarose;
* Solubilizar a agarose em 50 mL de tampao TAE 1x;
* Levar ao micro-ondas para completa dissolucao da agarose;

» Esperar esfriar e adicionar 2 uLL de brometo de etidio (concentracdo
final no gel deve ser 0,2-0,5 pg/mL);

» Adicionar esse conteiido ao suporte para gel de agarose e esperar o
gel polimerizar;

* Colocar o gel na cuba preenchida com tampao TAE 1x;

* Adicionar as amostras, tampao Loading Dye (se o tampao estiver
6X, para 20 uL de amostra, adicionar 3,3 uL de tampao, de modo
que este fique 1x);

* Iniciar a eletroforese, com voltagem de 100 V, por 60 min.

* OBS: Verificar se as enzimas apresentam atividade 6tima no mesmo tam-
pao. Caso ndo apresentem, deve-se procurar enzimas que apresentam boa
atividade no mesmo tampao ou incubar a reagdo por mais tempo.
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. ETAPA 4

CONFIRMACAO DO PLASMIDEO
RECOMBINANTE
PREPARO DE AMOSTRAS DE DNA
PLASMIDEAL PARA SEQUENCIAMENTO E
ANALISE DOS CROMATOGRAMAS

O sequenciamento € necessario para se confirmar a insercao da sequéncia-guia
no vetor. O método mais acessivel de sequenciamento, no momento, ¢ o de Sanger,
baseado na incorporacdo de didesoxinucleotideos (ddNTPs) a cadeia nascente de
DNA. Os ddNTPs ndo possuem o OH- na posi¢do 3’, impedindo a ligagdo do pro-
ximo nucleotideo, causando, assim, a parada de crescimento da cadeia (Figura 15).

Figura 15. Parada de crescimento da cadeia nascente pela adicio de ddNTP.
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A esses ddNTPs sdao também acoplados diferentes fluordforos, de modo
que cada base seja diferencialmente identificada. Sendo assim, para a reagao de
sequenciamento sao necessarios iniciadores (primers), um template (amostra),
dNTPs, ddNTPs, DNA polimerase e tampao. A reagdo ¢ feita em termociclador,
seguindo condic¢des predeterminadas de temperatura. Antes da andlise por ele-
troforese capilar, as amostras passam por um processo de purificagdo para reti-
rada de nucleotideos ndo incorporados. Em seguida, as amostras sdo submetidas
a eletroforese capilar para separagdo ¢ identificacdo dos fragmentos gerados e
montagem da sequéncia de interesse (Figura 16).

Figura 16. Eletroforese capilar para determinagédo da sequéncia analisada.
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Os cromatogramas gerados podem ser analisados utilizando-se programas
especificos, como o Chromas e Seqman.

48



Confirmagdo do plasmideo recombinante

PROTOCOLO 4

1. Preparo das amostras de DNA para sequenciamento
Reagdo para volume final de 20 uL:

+ X uL DNA (~350 ng do DNA amplificado);
* 2,5 ulL Big Dye (Applied Biosystems, #4336911);
e 0,5uL (0,25 uM) do primer (10 uM);
* 4uL Buffer 5X (4pplied Biosystems, #4339843);
* Fazer um mix com H20 deionizada, BigDye e o Buffer;
* Adicionar o DNA no fundo do poco;
* Adicionar o primer na lateral do pogo e bater;
* Adicionar o mix na lateral do pogo na placa;
» Cobrir a placa com adesivo adequado;
» Centrifugar na placa utilizando a centrifuga adequada;
* Incubar as amostras no termociclador com a programacao a seguir:
1) 95°C por 2 min
2) 95 °C por 45 seg
3) 55°C por 30 seg
4) 60 °C por 4 min
5) Repetir passos de 2 a 4 (de 35 a 42 ciclos)

6) Manter a 4 °C até remover a reacao do termociclador

2. Reacao de precipitacao das amostras:
» Centrifugar as amostras apds sairem do termociclador;
e Adicionar 1 uL de acetato de s6dio 3 M;

» Adicionar 2 uL de glicogénio 20 mg/mL,;
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» Adicionar 100 uL de etanol absoluto e misturar no Vortex;

* Incubar a placa por 1 h no freezer (-20 °C);

* Centrifugar a placa por 40 min, a 4.000 RPM, a 4 °C;

* Remover o sobrenadante por inversao rapida e secar em papel;
* Adicionar 200 uL de etanol 70% gelado;

* Centrifugar a placa por 30 min, a 4.000 RPM, a 4 °C;

* Remover o sobrenadante por inversao rapida e secar em papel,;

» Evaporar o liquido restante através de incubagdo no termociclador, por
3 min, a 95 °C;

* Selar com PVC, embalar em papel aluminio e enviar para sequenciamento.
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. ETAPA 5

GERACAO DAS LINHAGENS
CELULARES NOCAUTEADAS
TRANSFECCAO DE CELULAS 293T,
TITULACAO VIRAL, CALCULO DA
MULTIPLICIDADE DE INFECCAO (M.O.I) E
TRANSDUCAO DA CELULA-ALVO

Em determinados experimentos, sdo utilizadas quantidades determinadas
de células, portanto, ¢ necessario quantifica-las. A quantificacdo celular pode
ser feita de maneira direta, utilizando-se a contagem de células na camara de
Neubauer. Essa camara consiste de uma lamina contendo nove quadrados que
medem 1 mm? (Figura 17), mas apenas os quatro quadrados externos sao utili-
zados na contagem celular. Para quantificagdo das células utilizando-se a cdmara
de Neubauer, as células devem estar em suspensao, resultante do processo de
tripsinizagdo, quando se tratar de células aderentes.
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Figura 17. Esquema do aspecto da cimara de Neubauer.
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A) Representagao da grade de 3 mm x 3 mm da camara de Neubauer, subdividida em 9
quadrantes de 1 mm cada. B) Em destaque, um quadrante (Q1) com células azul de tripano
positivas (células nao viaveis) e células azul de tripano negativas (células viaveis).

Ap6s aplicagao da suspensdo celular a camara de Neubauer, deve-se colocar
uma laminula sobre a mesma, de modo que as células sejam distribuidas pela
camara. O espago que se formara entre a laminula e a camara sera de 0,1 mm ,
fazendo com que o volume em cada quadrante corresponda a 0,1 mm?. Assim, as
células contadas em um quadrante e contidas em 1 mL, correspondem ao valor
de contagem multiplicado pelo fator de corregdo da camara que ¢ igual a 10*.

Dessa maneira, o numero de células por mL de uma suspensdo celular
¢ obtido pela equagdo a seguir. Tendo em maos o numero de células, € pos-
sivel realizar calculos para aliquotar, a partir da suspensdo celular, o volume
correspondente a quantidade de células necessarias para o plaqueamento de
diferentes experimentos.

Numero de células por ml = (Q1+Q2+Q3+Q4)/4 x 10* x fator de dilui¢ao Q)]

Transfeccdo ¢ um método de transferéncia génica que facilita o estudo e
controle da expressdo génica. A principal dificuldade encontrada para a inser¢ao
de DNA em uma célula ¢ a ultrapassagem da bicamada fosfolipidica da mem-
brana plasmatica das células, uma vez que, assim como o DNA, esta também
¢ negativamente carregada, gerando um efeito de repulsao eletrostatica. Para
contornar essa dificuldade, utiliza-se, principalmente, lipossomos, que sdo es-
truturas de carater anfifilico, sendo constituidos por lipidios, que podem ser
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catidnicos ou anidnicos. Portanto, os lipossomos possuem uma regido polar,
que permite a interacdo com o DNA, e uma regido apolar, que permite sua
passagem pela bicamada lipidica (Figura 18). Dessa maneira, torna-se possivel
a introducao de acidos nucleicos exodgenos, bem como de outras substancias
hidrofilicas, nas células.

No caso particular de transfec¢ao para a produ¢do de particulas virais, sdo
introduzidos diferentes plasmideos nas células, sendo que cada um € responsavel
pela produgao de um elemento viral. O tipo viral mais utilizado, para transfe-
réncia génica, ¢ o lentivirus, que faz parte da familia dos retrovirus, tendo, em
comum com estes as caracteristicas de possuir RNA como material genético e
utilizar a agdo da enzima transcriptase reversa, codificada no genoma viral, para
sintetizar DNA a partir de RNA. Os lentivirus sdo amplamente utilizados para
a entrega de material genético por possuirem baixa imunogenicidade, consegui-
rem transferir grandes sequéncias para as células-alvo, se integrarem de forma
estavel do genoma hospedeiro e, por fim, serem capazes de transformar até
mesmo células quiescentes (ndo proliferantes). O uso de diferentes plasmideos
codificando para os diferentes genes virais (gag, pol, env) foi adotado nos siste-
mas mais avancados de transferéncia génica via lentivirus para garantir maior
biosseguranga, impedindo a geracdo de particulas virais virulentas.

Figura 18. Estrutura de um lipossomo.
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E importante ressaltar que a manipulagdo de lentivirus, deve ser realizada
em instalagdo que atenda aos parametros do nivel 2 de biosseguranga (NB2), de-
terminados pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). Além
disso, as pessoas que manipulam as particulas lentivirais devem estar devida-
mente paramentadas e treinadas.

Para que seja possivel a produgdo viral, as células 293T sdo utilizadas em
nosso laboratorio, sendo cotransfectadas com quatro plasmideos diferentes, a
saber: a) plasmideo de empacotamento, que contém os genes gal-pol (responsa-
veis por codificar as proteinas estruturais do capsideo viral, a enzima transcrip-
tase reversa e as integrases e proteases virais); b) plasmideo contendo os genes
que codificam proteinas do envelope viral; ¢) plasmideo contendo sequéncias
regulatorias virais; e d) plasmideo contendo a sequéncia de interesse, chamado
de vetor de transferéncia. Esse vetor de transferéncia possui a sequéncia génica
da endonuclease Cas9 e a sequéncia guia que conduzira a enzima até o sitio onde
se deseja fazer a edigdo. Uma vez dentro das células, a maquinaria celular se
encarrega da montagem das particulas lentivirais.

O meio de cultura contendo as particulas lentivirais ¢ coletado apds 24, 48
e 72 h da transfeccio. E necesséario saber quantas particulas lentivirais foram
produzidas, de modo que seja possivel adicionar uma quantidade determinada de
virus/célula na etapa de infec¢do. A esse processo de quantificacao viral, da-se
o nome de Titulacao Viral. De posse da quantificagdo viral, a proxima etapa ¢ a
determina¢do da multiplicidade de infeccdo (M.O.1 — multiplicity of infection).
Essa variavel representa quantas particulas lentivirais irdo infectar cada célula,
ou seja, se ¢ estabelecida uma M.O.I 10, significa que os calculos realizados
serdo para que haja 10 particulas lentivirais por célula. Tendo determinado a
M.O.], parte-se para a transducdo das células-alvo.

Transducdo ¢ o nome dado ao processo através do qual utiliza particulas
virais para transferéncia génica. Para tanto, os virus coletados e titulados sdo
colocados em contato com a célula-alvo num volume estabelecido pelo célculo
da M.O.I. Dependendo das caracteristicas das células a serem transduzidas, ¢
necessario otimizar o processo de transducdo, adicionando, por exemplo, uma
etapa de centrifugacdo ao protocolo (espinoculacdo). Além disso, dependendo
da estratégia escolhida para a edi¢do génica, os virus que transportam os vetores
recombinantes podem ser transduzidos isoladamente (no caso do nocauteamento
por inativagdo génica) ou podem ser cotransduzidos com diferentes combina-
coes das preparacdes lentivirais geradas, sendo direcionados as extremidades
5’ e 3’ do locus do gene-alvo (uma constru¢ao GFP positiva + uma construgao
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resistente a puromicina, por exemplo, no caso de nocauteamento por dele¢ao
génica). Uma vez transduzidas, espera-se que as células passem a apresentar
as caracteristicas genotipicas e fenotipicas conferidas a elas pelo material ge-
nético adicionado através do virus. Por fim, as células transduzidas podem ser
selecionadas baseadas na marca de selecao presente no(s) vetor(es) utilizado(s)
para a edicao génica.

PROTOCOLO 5

1. Transfeccao das células 293T

Plaquear 1x10° células 293T em cada pogo de uma placa de 6 pogos;

No dia seguinte, quando a cultura tiver atingido em torno de 80-90%
de confluéncia, preparar a transfeccado em dois tubos diferentes da
seguinte maneira.

Tubo dos vetores Tubo da Lipofectamina
150 uL de DME 0% SFB 150 uL de DME 0% SFB
3 ug do vetor de transferéncia 5uL de Lipofectamina

0,2 ug do vetor acessorio pHGPM2

0,2 ug do vetor acessorio pPREV

0,2 ug do vetor acessorio pTAT

0,4 ug do vetor acessorio pVSVG

Misturar o conteudo desses dois tubos em até 5 min;

Apods misturados os volumes desses tubos, aguardar por 20 min para a
formacdo dos complexos lipossomos/DNA;

Aplicar todo o volume resultante sobre a camada de células 293T, por
gotejamento, tomando cuidado para ndo desfazer a monocamada;

O volume total de meio de cultura deve ser de 1,5 mL por poco;
Voltar as culturas para a estufa de CO- e trocar o meio apos 5 h;

Realizar coletas do meio contendo as particulas virais apds 24, 48 ¢ 72 h;
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As amostras de virus coletadas podem ser combinadas (o meio coletado
apos 48 h apresenta maior conteudo viral) e centrifugadas a 14.500 RPM
por 5-10 min a temperatura ambiente para eliminar restos celulares;

Em seguida, os sobrenadantes, contendo as particulas virais, devem ser
filtrados para evitar que células 293T remanescentes contaminem a cul-
tura celular que sera transduzida;

Para isso, usar filtros hidrofilicos com poros de 0,45 um (exemplos: ace-
tato de celulose, nitrato de celulose, polietersulfona (PES), PVDF);

Depois de filtrada, as amostras podem ser aliquotadas e congeladas a
-80 °C até o momento em que serdo utilizadas.

2. Titulagdo Viral e Calculo da Multiplicidade de Infeccao (M.O.I)

Plaquear 1x10° células 293T em cada pogo de uma placa de 6 pogos;

Realizar diluigdes 10, 102, 10~ a partir do estoque viral original:
Dilui¢ao 10-': 90 uL de PBSA + 10 uL de virus estoque;
Dilui¢do 10-2: 90 uL de PBSA + 10 uL da diluigdo 10;
Dilui¢do 10-3: 90 uL de PBSA + 10 uL da diluigdo 107

Adicionar 20 uL do virus estoque ¢ 20 ulL de cada diluigdo aos pogos
da placa ja contendo 480 uL. de meio com as células (se preferir, pode
misturar células, meio e virus em tubos eppendorfs e depois adicionar
os 500 uL resultantes aos pogos da placa);

Trocar o meio 24 h depois;

Fixar as células, no minimo, 48 h depois da transducdo (para vetor con-
tendo marca de selecdo GFP) ou, 10 dias depois da transducao (para
vetor contendo marca de selegdo de resisténcia a puromicina);

Realizar leitura no citdmetro para determinagdo da porcentagem de cé-
lulas GFP positivas;

Realizar contagem manual do nimero de colonias resistentes a puromicina;
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De posse da porcentagem de células GFP-positivas e do namero de co-
lonias resistentes a puromicina, utilizar a equagao a seguir para se obter
o titulo viral em cfu/mL (colony-forming units per milliliter):

Titulo (UFC) = (P x N/ 100 x V) x /DF )

Onde:

P =% de células GFP+ ou n° de colonias resistentes a puromicina
N = numero de células no momento da transdu¢ado (Ex: 1x10°)

V = volume da dilui¢do usado para a transdugao

DF = fator de dilui¢ao

3. Transducio viral da célula-alvo

Utilizar M.O.I de 10 para cada preparagdo lentiviral. A M.O.I de 10 ¢
extremamente importante para o sucesso do processo de transdugao;

Preparar suspensdo contendo 5x10° células/mL para serem plaqueadas
em um pog¢o de uma placa de 48 pogos;

Realizar a transducao ou cotransdugdo, unindo as células-alvo e as par-
ticulas virais contendo o vetor(es) recombinante(s);

O volume total de célula + virus deve ser de até 500 uL, facilitando,
desta forma, a infec¢do das células pelo virus;

Fechar a placa com Parafilm;
Sedimentar na estufa de CO2 por 10 min;
Centrifugar a P48 por 2 h, a 37 °C, 1.200 RPM (espinoculag¢io);

No dia seguinte, trocar o meio condicionado contendo os virus por
meio fresco;

A visualizacao da fluorescéncia das células transduzidas sera possivel
em, no minimo, 48 h. As células GPF-positivas podem ser selecionadas
por citometria;

Para as células transduzidas com os vetores contendo a marca de sele-
¢do de resisténcia a puromicina, adicionar a concentracdo ideal da pu-
romicina 48 h ap6s a transdugdo para dar inicio ao processo de selecao.

57






. ETAPA 6

CONFIRMACAO DA EDICAO GENICA
(NOCAUTEAMENTO)

ENSAIO SURVEYOR, ENSAIO POR TIDE, PCR
QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (QRT-PCR),
PCR GENC)MICO, WESTERN-BLOTTING E
SEQUENCIAMENTO DE SANGER

No tocante a ferramenta CRISPR/Cas9, ¢ de extrema importancia a realiza-
cdo de experimentos que confirmem a edi¢do génica pela endonuclease Cas9. As
técnicas utilizadas para esse fim podem envolver o Ensaio Surveyor (que utiliza
a enzima T7 endonuclease), o Ensaio por TIDE (tracking of indels by decomposi-
tions), o PCR do DNA gendmico, o PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR),
o western blotting e o Sequenciamento de Sanger.

Para confirmag¢do do nocauteamento por inativacdo gé€nica, as técnicas
de confirmag¢ao mais indicadas sdo o ensaio Surveyor e o ensaio por TIDE. O
ensaio Surveyor, baseia-se no fato de que a enzima T7 endonuclease reconhe-
ce pareamentos erroneos de bases, clivando a sequéncia no sitio onde estes
ocorrem. Apos extrair o DNA genomico das células que sofreram a edigdo, o
material ¢ submetido a amplificacao por PCR. Em seguida, o produto de PCR
passa por varios ciclos de desnatura¢do e anelamento, juntamente com o DNA
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amplificado a partir das células que ndo sofreram edicdo (células parentais).
Espera-se que as regides editadas ndo facam um pareamento perfeito com a
sequéncia selvagem, gerando regides de mismatch, que serdo reconhecidas
e clivadas pela T7 endonuclease. Os fragmentos gerados podem ser vistos
através de eletroforese em gel de agarose (Figura 19).

Figura 19. Confirmacio da edi¢do génica através do tratamento com a
enzima T7 endonuclease.
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Dependendo das caracteristicas da edicao génica, se as alteragdes forem
muito homogéneas, por exemplo, a polimerase T7 tem dificuldade para reco-
nhecé-las, gerando um falso-negativo. Para contornar esse problema, pode-se
utilizar uma outra ferramenta de confirmagao, o TIDE (tracking of indels by
decompositions). Essa ferramenta ¢ um software livre que utiliza algoritmos
para analisar e decompor os cromatogramas advindos do sequenciamento,
comparando os picos gerados pela analise das células parentais com aqueles
gerados pela andlise das células editadas (Figura 20A).

Com essa comparagdo, o software fornece a porcentagem e a natureza da
edicdo, informando quantos nucleotideos foram inseridos ou deletados (Figura 20B).
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Figura 20. A) Comparacdo entre os cromatogramas das células parentais e editadas por
TIDE. B) Porcentagem de insercdes e/ou delecdes (indels) propiciadas pelo TIDE.
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Para a confirmag@o do nocauteamento por dele¢do génica, as técnicas mais
indicadas sdo o PCR do DNA genomico, o PCR quantitativo em tempo real
(QRT-PCR) e o western blotting. No PCR gendmico, para verificar a integridade
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da sequéncia gendmica-alvo, 0o DNA gendmico das linhagens parentais, controles
e editadas ¢ extraido utilizando-se kits especificos (llustra Tissue & Cells Genomi-
cPrep Mini Spin Kit — GE Healthcare, por exemplo) e a delecao génica € confirmada
submetendo as amostras a PCR gendmico (95 °C por 4 min; 30 ciclos de 95 °C de 45
seg, 60 °C por 45 seg e 72 °C por 2 min; 72 °C por 5 min), utilizando-se trés grupos
de primers: um grupo de primers controles (F+R), referente a um gene de expressao
constitutiva; um grupo de primers inners (F+R), desenhados na regido interna do
locus génico alvo da edi¢do; e, por fim, um grupo de primers outers (F+R), desenha-
dos na regido externa do locus génico alvo da edi¢do. A auséncia de amplificagdo do
primer inner e a presenca de amplificacao do primer outer na linhagem editada com
a combinag¢do de gRNAs confirmam a delecao génica (Figura 21A).

No PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), através do qual verifica-se a
expressao do mRNA da sequéncia genomica-alvo, o RNA total das linhagens pa-
rentais, controles e editadas ¢ extraido, utilizando-se kits especificos (RNeasy Mini
Kit — QIAGEN, por exemplo) e reagdes de qRT-PCR sao realizadas. Para isso, ali-
quotas do RNA extraido sdo submetidas a transcrigao reversa e sintese de cDNA de
fita simples, por meio da agdo da enzima transcriptase reversa SuperScript 11 (Invi-
trogen). Os cDNAs sintetizados sdo entdo utilizados como template para as reagdes
de qRT-PCR em um termociclador, em condic¢des especificas e predeterminadas.
A auséncia de expressdo do gene-alvo na linhagem editada ¢ mais uma forma de
confirmagao da delegao génica (Figura 21B).

Figura 21. A) PCR gendmico do gene-alvo nas linhagens parental e editadas. B) Analise
da expressio do gene-alvo por qRT-PCR nas linhagens parental e editadas.

A B Expressdo relativa do mRNA
1.0
| Y TN
$ P N A
2000 pb [N © 0.8
S -
ISOOpbw----- gs
Q
1200 pb A = g
06
2000 pb NN . z
1500 pb | kg g s 3
[
T 2
5080 " o 3
o g T 3 041
2000 pb | W . =
5.
1500 pb | - o (£ 2
1200 pb | «° 021
> Ladder 100 kpb
0.04

62



Confirmagdo da edigdo génica (nocauteamento)

Uma outra forma de confirmar o nocauteamento ¢ através da técnica do
western blotting, na qual verifica-se a expressao proteica da sequéncia gend-
mica-alvo. A auséncia da expressdo da proteina, codificada pelo gene alvo, na
linhagem editada ¢ mais um indicativo de que a delegdao génica foi alcancada
com é&xito (Figura 22). Todas as técnicas citadas anteriormente possuem pontos
positivos e negativos, mas ¢ indiscutivel que a mais eficaz e segura ¢ o Sequen-
ciamento de Sanger, técnica de rotina amplamente utilizada na Biologia Molecu-
lar que permite sequenciar os fragmentos de DNA individualmente, revelando a
ordem exata da sequéncia de bases do mesmo.

Figura 22. Selecdo de clones celulares knockouts por Western-Blotting do gene-alvo.
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Nesse caso, a proteina PARP foi utilizada como controle interno.

PROTOCOLO 6

Para as etapas de validacdo utilizando o Ensaio Surveyor (1), Ensaio por
TIDE (2) e validacao por PCR genomico (3), o primeiro passo envolve a extragao
de DNA. Nessa etapa, pode-se utilizar kits de extragdo de DNA (sugestdo: /lustra
Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin Kit — GE Healthcare). Alternativamente,
apresentamos aqui um protocolo simples e de baixo custo que possibilita a extra-
cdo e a purificacdo de DNA gendmico sem a utilizagao de kits.
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- Preparar 50 mL de tampao de lise de acordo com a tabela a seguir (a solu-
¢do estoque pode ser mantida a temperatura ambiente por meses)

Concentragao Concentragao Volume
inicial final necessario
Tris HCI pH 8.0 1M 100 mM 5 mL
EDTA 0,5M 5 mM 0,5 mL
SDS 10% 0,2% I mL
NaCl 2,5M 200 mM 4 mL
H:0 estéril 39,5 mL
- Extracdo de DNA bruto

» Adicionar Proteinase K (estoque de 20 mg/mL) 1:100 (concentracao fi-
nal 200 ug/mL);

* Ressuspender o pellet celular em 300 uL de tampao de lise + Pro K para
1-2x10° células;

» Homogenizar o pellet utilizando o vortex;

* Incubar as células no termociclador a 60 °C por 2-4 h, 800 RPM;

* Desativar a enzima a 95 °C por 5 minutos;

» Nesse ponto, vocé pode partir diretamente para o PCR ou prosseguir

para a purificacdo com etanol.

- Purificagao de DNA

* Adicionar 30 uL de acetato de s6dio (NaOAc) 3 M a pH 5,6 (pH 4,5
também funciona);

* Adicionar 1.000 uL de etanol a 95%;
» Agitar vigorosamente por 30 segundos com a mao;

* Armazenar em -80 °C por 30 minutos durante a noite (mais tempo =
maior rendimento);

* Centrifugar 30 minutos a 2 °C (se possivel, ou 4 °C é bom) em veloci-
dade total (14.000 RPM ou superior);
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Vocé deve ver o pellet de DNA;
Descartar o sobrenadante (despejando-o);

Adicionar 500 ul de EtOH 70% (temperatura ambiente) e despejar apds
30 segundos;

Colocar as amostras (invertidas) em papel absorvente para o etanol secar;
Esperar alguns minutos até que o etanol desaparega completamente;
Nao se preocupar muito com a secagem excessiva;

Adicionar 50 pul ddH20/tampao de eluigdo;

Agitar por 30 minutos a 56 °C (800 RPM) para ressuspender;

Se necessario, quantificar o DNA com auxilio de um espectrofotometro.

1. Ensaio Surveyor (T7 Endonuclease I)

Extrair o DNA gendmico (gDNA) das células parentais, controles e editadas;
Quantificar os gDNAs com auxilio de um espectrofotometro;

Avaliar o perfil de fragmentacido dos gDNAs por eletroforese em gel de
agarose 1%;

Obter sequéncia FASTA do gene-alvo no NCBI;

Desenhar primers forward e reverse com auxilio do programa
SnapGene, tendo, como base, a regido da possivel edicdo génica;

Amplificar a regido alvo dos gRNAs através de PCR;
Avaliar a amplificag@o por eletroforese em gel de agarose 1%;

Extrair o DNA amplificado do gel (Sugestao de Kit: QI4Aquick Gel Ex-
traction Kit — Qiagen);,

Submeter o produto da amplificagdo a hibridizagao, seguida por di-
gestdo com a enzima Surveyor, (Sugestdo de Kit: Surveyor Mutation
Detection Kits — Integrated DNA Technologies), de acordo com instru-
¢oes do fabricante;

65



Edi¢ao Génica por CRISPR/Cas9

Avaliar a digestao dos produtos por eletroforese em gel de agarose 1%;

Analisar a densitometria dos fragmentos através do programa Image-
Quant (Molecular Devices),

Calcular a porcentagem de eventos de NHEJ, indicativo de edi¢do, utili-
zando a seguinte formula: % de eventos de corte = 100 x [1 - (1 - fracdo
clivada) (1/2)], onde a fracao clivada ¢ definida como (densidade dos
produtos digeridos) / (densidade dos produtos digeridos + banda paren-
tal ndo digerida);

A enzima Surveyor ¢ capaz de clivar apenas os produtos de PCR das
amostras que foram editadas.

2. Ensaio por TIDE

Extrair o DNA gendmico (gDNA) das células parentais, controles e editadas;
Quantificar os gDNAs com auxilio de um espectrofotometro;

Avaliar o perfil de fragmentacdo dos gDNAs por eletroforese em gel
de agarose 1%;

Amplificar a regido alvo dos gRNAs por PCR, utilizando primers especificos;
Avaliar a amplificagdo por eletroforese em gel de agarose 1%;

Extrair o DNA amplificado do gel (Sugestao de Kit: QlAquick Gel Ex-
traction Kit — Qiagen);

Submeter as amostras ao Sequenciamento de Sanger;

Comparar, utilizando a ferramenta online TIDE, os cromatogramas
obtidos a partir do sequenciamento das células parentais e das células
editadas. O software ira fornecer a porcentagem e a natureza da edigao,
informando quantos nucleotideos foram inseridos ou deletados.
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3. PCR Genomico

Extrair o DNA genomico das células parentais, controles e editadas;
Quantificar os gDNAs com auxilio de um espectrofotometro;

Avaliar o perfil de fragmentacdo dos gDNAs por eletroforese em gel
de agarose 1%;

Desenhar primers Inner € Outer;
Submeter as amostras a PCR gendmico (reacdo a seguir);
Avaliar a amplificacdo dos produtos por eletroforese em gel de agarose 1%;

A auséncia de amplificacdo a partir do primer inner e a presenca de
amplificagdo a partir do primer outer na linhagem editada com a com-
bina¢do de gRNAs confirmard a delecdo génica;

Reagdo para volume final de 25 uL:

* X uL do DNA (~100 ng do DNA gendmico);

* 0,2 uL (1U) da enzima Taq Polimerase Invitrogen (5 U/uL);
* 2,5 uL (Ix) do Bufter (10X);

e 1uL (2 mM) do MgCI? (25 mM);

* 1uL (0,4 uM) do primer Forward (10 uM);

e 1uL (0,4 uM) do primer Reverse (10 uM);

* 0,5uLl (0,2 mM) do dNTPs (10 mM);

e X uL de 4dgua deionizada;

Incubar as amostras no termociclador e submeté-las a seguinte pro-
gramagao: 95 °C por 4 min; 30 ciclos de 95 °C de 45 seg, 60 °C por
45 seg e 72 °C por 2 min; 72 °C por 5 min; 4 °C até a remogdo da
placa do termociclador).
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4. PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Extrair o RNA total das células parentais, controles e editadas (Suges-
tao de Kit: RNeasy Mini Kit — QIAGEN);

Quantificar os RNAs com auxilio de um espectrofotometro;

Sintetizar o cDNA fita simples utilizando a enzima SuperScript 111
(Invitrogen), de acordo com instru¢des do fabricante;

Submeter as amostras a reagoes de qRT-PCR utilizando um termo-
ciclador (Sugestdo: Termociclador ViiA7 Real-Time PCR System —
Applied Biosystems);

Determinar a eficiéncia dos primers (Ef);

Determinar a diferenga entre a média dos Cts da amostra referéncia e a
média dos Cts da amostra estudada (ACp);

Calcular o fator de normalizagdo através da analise da expressdo dos
genes endogenos utilizados no experimento;

Confirmar a expressao diferencial utilizando a formula a seguir:

Razao = (Ef (gene alvo)*ACp (gene alvo))/Fator de normaliza¢do

5. Western blotting

Obter os extratos proteicos a partir das células parentais, controles e
editadas, incubando as células em tampao de lise RIPA contendo inibi-
dor de protease;

Determinar a concentragdo de proteinas (Sugestdo de método: Brad-
ford, utilizando-se uma curva padrao de albumina sérica bovina);

Fracionar aliquotas dos extratos proteicos por eletroforese em gel
SDS-PAGE;

Transferir o contetido do gel para membrana de nitrocelulose;

Incubar a membrana em solugdo de bloqueio (5% leite desnatado ou
solucdo vegetal, dependendo dos anticorpos que serdo utilizados);
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Confirmagdo da edigdo génica (nocauteamento)

* Incubar a membrana com os anticorpos especificos € com o anticorpo
contra a proteina endogena;

* Revelar a membrana utilizando conjugado IgG-Peroxidase (a membrana
deve ser incubada com anticorpo conjugado a peroxidase, lavada 4X com
tampao TBS-T, o substrato da peroxidase ¢ adicionado e, por fim, a mem-
brana pode ser revelada no equipamento Image Quant Las 4000 Mini).
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e
Este livro foi elaborado por ex-alunos e colaboradores do Grupo NUCEL de Terapia
Celular e Molecular da USP, com o objetivo de facilitar a compreensao e aplicacao
da técnica revolucionaria de Edi¢ao Genética CRISPR/Cas9.

Na parte introdutéria, abordamos desde a descri¢ao inicial do locus CRISPR (do
inglés Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats) até a descoberta do
mecanismo de funcionamento e o desenvolvimento de formas adaptadas deste sis-
tema para edicao génica direcionada e precisa do genoma de diversos organismos.
Em seguida, apresentamos, detalhadamente, o passo a passo de como rea-
lizar uma edicao génica de maneira pratica e confiavel, através do sistema
CRISPR/Cas9.
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