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RESUMO

Os sistemas baseados na utilizagao de vetores virais possibilitam a corregao
de genes defeituosos ou mesmo insercdo completa de um gene deletado levando a uma
alteracao fenotipica que pode se propagar a progénie celular. Contudo, um dos maiores
desafios encontrados nesse contexto € de se obter uma expressao seletiva de transgenes
veiculados por esses vetores retrovirais recombinantes capazes de transduzir somente
células especificas. Dentre os possiveis niveis de controle de expressao, encontra-se o
uso de sitios alvo de microRNA. Esses sitios alvos sdo uteis para o reconhecimento por
microRNAs enddgenos que vao estimular a degradacéo do transcrito viral. Sendo assim,
vetores podem ser construidos para conter sitios alvo de microRNA que induzem a
degradacédo do vetor recombinante em células que apresentam expressdo do microRNA,
restringindo-se a expressao do gene terapéutico apenas a células que ndo apresentem o
microRNA. Portanto, o objetivo deste projeto consistiu em estudar diferentes arranjos de
sitios alvo do microRNA 31 (mir-31), no intuito de verificar a melhor configuracdo que
ocasiona o menor efeito residual. Para estudar a eficiéncia destas configuragdes utilizamo-
nos do sistema reporter de luciferase, que permitiu confirmar a eficiéncia do sistema criado

neste projeto.

Palavras-chave: microRNA, vetores virais, clonagem em tandem, biologia molecular,

engenharia genética



ABSTRACT

Biological systems based on the use of viral vectors allow the correction of
defective genes or even complete insertion of a gene leading to phenotypic alteration which
can propagate the cell progeny. However, one of the biggest challenges in this context is
to obtain a selective expression of transgenes provided by retroviral vectors, being able to
transduce only specific cells. Among the possible levels of expression control, we can use
microRNA target sites. These targets are useful sites for endogenous microRNAs
recognition that will stimulate the viral transcript degradation. Thus, vectors can be
engineered to contain microRNA target sites that induce degradation of recombinant vector
in cells that present expression of specific microRNA, allowing gene expression only in cells
that do not express the microRNA. In this way, we can drive selectivity to the viral vector
depending on differential expression of microRNA. Therefore, the aim of this project was to
study different arrangements of target sites microRNAs miR-31, in order to verify the best
configuration that causes the lower residual effect, by using luciferase reporter system,

which allowed to confirm the efficiency of the vector created in this project.

Keywords: microRNA, viral vectors, tandem cloning, molecular biology, genetic

engineering
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1 INTRODUGAO

1.1 ENGENHARIA GENETICA, TRANSFERENCIA GENICA E ESTUDOS FUNCIONAIS

As células podem ser modificadas geneticamente para ocasionar a superexpressao
de um determinado gene, ou mesmo sua inibi¢cdo. Esta estratégia € muito utilizada para o
estudo da fungao e regulagao de genes, bem como de seus produtos (KIM & EBERWINE,
2010, WURM, 2004). Aléem de aplicagbes voltadas para ciéncia basica, técnicas de
transferéncia génica sao utilizadas no desenvolvimento de estratégias terapéuticas, em
que vetores génicos sao construidos e administrados para corrigir a expressao de genes
defeituosos, tanto em doengas monogénicas, quanto para introduzir uma informagao
adicional para tratamento de céanceres, por exemplo, ou ainda, como uma estratégia
preventiva, no caso das vacinas (BOUARD et al., 2009).

Diferentes métodos podem ser empregados para transferéncia génica que
dependem do tipo de célula escolhida e o objetivo a ser alcangcado. Sao geralmente
categorizados em dois principais grupos: métodos virais e n&o virais.

Os métodos nao-virais consistem em uma transfeccéo de células com o auxilio de
ferramentas quimicas e/ou fisicas; ou seja, fazem uso de procedimentos como
eletroporacéo, irradiacgao laser, injegao direta, polimeros e lipidios catidnicos, dentre outros
compostos. Sdo no geral de simples realizagdo e nao apresentam limitagao no tamanho
do DNA transferido; porém apresentam baixa eficiéncia e especificidade para ensaios in
vivo (KIM & EBERWINE, 2010).

Os métodos virais baseiam-se na introdu¢dao de um cassete de expressdo em um
vetor viral, utilizado posteriormente para transduzir uma célula-alvo. Sao abordagens de
alta eficiéncia e facilmente atingem niveis sustentaveis de expressao de transgenes,

gracas a capacidade de integracdo no genoma da ceélula hospedeira.
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1.2 VETORES VIRAIS COMO VEICULOS DE TRANSFERENCIA GENICA

Um dos maiores desafios para estratégias de transferéncia génica consiste em
veicular um gene utilizando um vetor que seja capaz de transduzir células de forma
especifica, com alta eficiéncia e com baixa toxicidade (BOUARD et al., 2009).

Atualmente, uma vasta gama de virus € modificada geneticamente para possibilitar
sua utilizagao como vetores para a expressao de transgenes em células. Dentre as familias
que podem ser usadas para esses fins, podemos citar vetores virais derivados de
adenovirus, virus adeno-associados, virus de herpes e retrovirus. Os Ultimos tém sido
bastante estudados devido a capacidade de se integrar ao genoma da célula hospedeira e
aos avangos no seu design, o que garante maior seguranga e eficacia na infecgéo de
diversos tipos celulares (MATSUI et al., 2010). A escolha do vetor € um ponto essencial do
processo, visto que cada um deles possuem suas particularidades e diferentes
capacidades de transfecgédo e expressao - por exemplo, vetores lentivirais sdo capazes
de transfectar células de baixa divisao, como células do sistema nervoso central.

Os retrovirus possuem naturalmente uma capacidade de infecgéo de alta eficiéncia
e tém sido mais empregados na pesquisa clinica devido a sua capacidade de realizar uma
integracao estavel ao genoma da célula hospedeira (MERTEN, HEBBEN & BOVOLENTA,
2016), permitindo a passagem do transgene para a progénie celular, além de possibilitar
sua propria replicagcao. Devido ao amplo espectro de funcionamento dos promotores virais
em diversas linhagens celulares, pode tornar-se complexo restringir a expressao de
transgene em sistemas in vivo. Entretanto, num contexto de terapia génica, € interessante
poder utilizar estratégias que permitam uma expressao seletiva, com objetivo de que um
transgene possa ser expresso num determinado tecido em que € necessario e que sua
expressao possa ser silenciada em tipos celulares que nao precisem do transgene.

Nesse contexto, as técnicas de engenharia genética, tornam possiveis as
modificagdes no genoma viral visando retirar sequéncias de genes nao-essenciais e

substituindo-as por cassetes de expressdo contendo genes de interesse terapéutico
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(BOURAD et al., 2009) (Figuras 1 e 2). A produgéo de vetores virais recombinantes pode

ser facilmente realizada em laboratério, sendo que as particulas geradas podem ser
defectivas, sem capacidade de replicagcdo e nao patogénicas, atribuindo-se alto nivel de

seguranga para o sistema (NAVIAUX et al., 1996; BAGJELMAN et al., 2003).

20nm

a Max 5 kb

[ NJ
ITR m ITR

Capsideo

DNA gendmico
de fita simples

Glicoproteina de superficie (gp)

b . Max 7kb

ransgene

Envelope lipidico

>

Matriz

80nm

Capsideo

Dois RNAs gendmicos lineares

Transcriptase reversa

Figura 1. Modelos de vetores virais: plasmideos e particulas virais correspondentes.
Em (a), vetor recombinante do tipo virus adeno-associado (AAV) e em (b), vetor retroviral, um dos
mais empregados na pesquisa e pratica clinica (adaptado de BOUARD et al., 2009)

Estratégias para aprimorar a seletividade de vetores virais recombinantes se
baseiam normalmente em modificagdes no envelope viral, alteragdes em sequéncias
promotoras, ou utilizacdo de sitios alvo de microRNA para restringir a expressao viral em
tecidos especificos. Nesse contexto, considerando-se a modificagdo do envelope viral, as
proteinas de membrana podem ser alteradas para favorecer o reconhecimento de
receptores especificos existentes na superficie de células-alvo. Desta forma, a

internalizacdo do vetor pela linhagem celular escolhida ocorrera de acordo com o

revestimento do envelope viral, atribuindo um certo nivel de especificidade.
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Virus wild-type

. Genes . . . . e
Tropismo virais Patogenicidade | Imunogenicidade | Persisténcia
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redirecionar P utilizar redirecionar para melhorar

transgenes .
o alvo vacinas

! | ! I !

Transferéncia génica in vivo de vetores virais de replicagao incompetente

Figura 2. Possiveis modificagbes para a obtengéo de vetores virais.
Alteragbes nas propriedades virais que sao necessarias para a transformagao de um virus wild-
type em um sistema de entrega de genes (vetor). (Adaptado de BOUARD et al., 2009)

Um outro tipo de abordagem para o controle de expressdo de vetores virais
recombinantes é a escolha dos promotores. Diversos tipos de promotores podem ser
escolhidos, podendo ser promotores derivados do long term repeats (LTR) retroviral
(DANOS & MULLIGAN, 1988), promotores citomegalovirus (CMV), virus Rous Sarcoma
(RSV) ou mesmo promotores quiméricos para expressao induzivel por antibiéticos como a
tetraciclina, ou promotores responsivos a fator E2 (E2F) ou p53 que séo tecido especificos
(GOSSEN & BUJARD, 1992; NALDINI et al., 1996; VIGNA et al., 2002; STRAUSS et al.,
2005; STRAUSS et al., 2006). Os promotores RNApolimerase Il possibilitam a expressao
de transgenes e também de microRNA. Além desses promotores, sdo muito utilizados
vetores contendo promotores de RNApolimerase Ill, como U6 ou H1, para expressao de
sequéncias de RNA de interferéncia que apresentam alta eficiéncia de expressao e
também podem ser utilizados para construgdo de promotores quiméricos induziveis ou
tecido especificos (AAGAARD et al., 2007).

Com intuito de aprimorar mais ainda o nivel de controle de expressao, uma
sequéncia alvo de microRNA pode ser inserida num vetor recombinante para que o vetor
possa ser silenciado num determinado tipo celular que apresente alta expressdo do

microRNA para esse alvo. Dessa forma, havendo expressdo do microRNA, o RNA
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mensageiro codificante do gene de interesse que é fundido com o sitio alvo é degradado,

mediando-se o silenciamento da expressao génica. Com esta estratégia, o direcionamento
da expressao de um cassete transgénico, por exemplo, pode ser mais especifico na célula
de interesse do que em outra, somente sendo diferenciado o tipo e o nivel de expressao

de microRNA enddgeno nas células.

1.3 UTILIZAGAO DE SiTIOS ALVO DE MICRORNA PARA DIRIGIR EXPRESSAO DE

VETORES RECOMBINANTES

Os microRNAs sao pequenas sequéncias enddgenas de RNA nao-codificante de
aproximadamente 21 pares de base que fazem parte da regulagédo pés-transcricional de
genes, ao reconhecerem sequéncias complementares ao RNA mensageiro (LAN, 2014,
PEREIRA et al., 2015). Eles séo bastante conservados evolutivamente e possuem um perfil
de expressao especifico para o tecido no qual as células se encontram (GEISLER &
FECHNER, 2016). Contudo, observou-se que em casos patolégicos como céancer e
doencgas infecciosas, a expressdo de microRNA se encontra desregulada, tornando-os
alvos em potencial para novas terapias.

Estudos recentes relataram o uso de microRNA como supressor pos-transcricional
com o objetivo de dirigir especificamente a expressao de transgenes em determinados
tecidos utilizando vetores virais. Assim, sdo inseridas no genoma viral, que carrega o
transgene de interesse, sequéncias complementares ao microRNA candidato (neste
trabalho, denominamos esta sequéncia alvo como TS-miR31). Devido a formagédo de um
complexo de degradacdo de microRNA e outras ribonucleoproteinas capazes de levar a
clivagem de RNAs mensageiros, é possivel o silenciamento do transcrito (Figura 3)

(PEREIRA et al., 2015).
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Figura 3. Principio de silenciamento da expresséo de trangenes mediada por microRNAs.

ApOs a infeccdo pelo vetor viral, o DNA viral é diretamente transcrito ou integrado no nucleo da
célula hospedeira. O transcrito — que contém o sitio alvo de microRNA artificial (caixas vermelhas)
— & transportado para o citoplasma. Se o microRNA enddgeno é expresso, ele reconhece e se
complementa ao sitio alvo — o RNA alvo é clivado e degradado pelo complexo de silenciamento
induzido por microRNA (miRISC), suprimindo sua expressao (adaptado de GEISLER & FECHNER,
2016).

Dados na literatura tém mostrado que um numero maior de sitios alvos de
microRNA, melhoram a repressao do transgene, mediada por microRNA — embora nao
haja uma relagao direta entre esses dois pontos (GEISLER & FECHNER, 2016). Contudo,
foi demonstrado experimentalmente que quando esses sitios sdo clonados em tandem

(entre trés e quatro repetigdes), a eficiéncia de repressao do transgene é melhorada

significativamente (GEISLER et al., 2011).
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1.4 UTILIZAGAO DE SISTEMAS REPORTERES PARA MONITORAMENTO DA

EXPRESSAO DE VETORES GENICOS

Sistemas reporteres séo caracterizados pela facilidade de execugéo de protocolos
e pela rapida obtencao de resultados. Podem ser desenvolvidos com o objetivo de validar
eficacia de transfecgao, funcionamento de um determinado promotor, localizagdo de uma
proteina recombinante acoplada a um marcador fusionado, ou mesmo para ensaios de
avaliagdo da atividade de um microRNA enddgeno, como o que descreveremos neste
projeto mais adiante.

Existem diversos tipos de sistemas repérteres, podendo ser citados luciferase
(LUC), proteina verde fluorescente (GFP), beta-galactosidase (3-Gal), entre outros. Cada
um possui sua particularidade e sao escolhidos de acordo com as especificagdes do
experimento a ser realizado.

Neste projeto, o sistema repodrter de escolha foi o de luciferase, um ensaio de
bioluminescéncia caracterizado pela emissao de luz como resultado de uma reagao
quimica sem que ocorram a mudangas térmicas. Neste caso, a enzima luciferase (LUC)
quando em um meio com seu substrato luciferina, ATP, magnésio e oxigénio, catalisa uma
reagado que libera um flash de luz, capaz de ser detectado por um luminémetro (KAIN
ANGULY, 2001).

E notavel que essa reagdo ocorre muito rapidamente e a LUC & passivel de sofrer
acao das proteases, levando a sua degradagao, quando em células transfectadas. O fato
da LUC apresentar essa baixa estabilidade pode se constituir uma vantagem, ao analisar-
se por exemplo a degradacdo de um RNA mensageiro que contém um sitio alvo para
microRNA. Neste caso, se a mesma possuisse alta estabilidade, ela poderia se acumular
no citoplasma celular mascarando a degradagdao do RNA mensageiro. Com a baixa
estabilidade da LUC, ao inibir um RNA mensageiro fundido ao gene reporter,

imediatamente inibe-se o sinal do reporter.
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Figura 4. Funcionamento do ensaio do gene reporter luciferase.

O gene hRIuc (luciferase) é transcrito em um Unico RNA mensageiro (mMRNA) juntamente com uma
sequéncia de interesse — que no nosso caso, é o sitio alvo de microRNA. E possivel fazer uma
correlacado entre o sinal de LUC e a expressao do plasmideo.

(Adaptado de Promega® Fonte: <https://www.promega.com.br/-/medialfiles/resources/
protocols/technical-bulletins/101/sicheck-vectors-protocol.pdf?la=pt-br>.)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Neste estudo, planejamos avaliar diferentes configuragdes de sitio alvo do miR31
(TS-miR31) para obter maxima atividade inibitéria do microRNA. Esta configuragao de sitio
alvo podera ser utilizada em outros projetos do grupo de Engenharia de Vetores e
Desenvolvimento de Estratégias de Terapia Génica para a construgcao de vetores virais

recombinantes alvo-especificos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Clonar fragmentos codificando sitio alvo TS-miR31 no vetor repérter de luciferase
psiCHECK-2;

e Realizar ensaios in vitro para verificar o funcionamento dos vetores gerados por
meio da expressao do gene repérter luciferase em células HEK293 que expressem

o microRNA miR31.

Xhol Xhol Xho! Xhol Xhol Xhel Xhel Xhol
Sallxhol Sall Sallxhol Sall Sallxnol Sall Sallxnol Sall

PC-TS-mir31

N I e I S

ori

Figura 5. Configuragdo desejada do vetor PC-TS-miR31.

O vetor PC-TS-miR31 apresentara os sitios alvo TS-miR31 (caixas vermelhas) clonados em fandem
a fim de avaliar a eficiéncia do silenciamento do transcrito do gene da luciferase (hRluc/luciferase)
em células com expresséao induzida do miR31.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTRATEGIA DE CLONAGEM

Para que fosse possivel a realizagdo da clonagem dos sitios alvos de microRNA
em sequéncia — também conhecida como clonagem em tandem — foi utilizada a estratégia
de Killing site.

Essa estratégia permite a clonagem de multiplos insertos em sequéncia utilizando
uma mesma enzima de restricdo. A clonagem em tandem é permitida quando é feita a
escolha das sequéncias nas extremidades do inserto e do vetor, devendo ser
complementares, mas que ndo permitem o reconhecimento por certas enzimas de
restricdo. Para o desenvolvimento deste trabalho, as sequéncias das enzimas de restrigao
escolhidas foram a de Xhol, para a clivagem do vetor, e Sall para a extremidade do inserto.
Essas duas enzimas foram selecionadas visto que possuem sequéncias palindrémicas
com quatro pares de bases homodlogas (Figura 6a)

Quando o vetor € digerido pela enzima de restrigdo Xhol, as extremidades ficam
com as sequéncias de clivagem por Xhol, conforme a Figura 6a. Ao realizar uma reagéao
de ligagao entre o vetor e o inserto, este deve possuir uma extremidade complementar ao
do vetor, mas que no entanto n&o reconstitua a sequéncia reconhecida por Xhol. Assim,
no caso de se realizar uma posterior digestdao com essa enzima, nao havera a retirada do
inserto previamente clonado. Para que isso seja possivel, entdo, a extremidade do nosso
inserto — neste trabalho, o sitio alvo para microRNA TS-mir31 — possui uma sequéncia
referente a uma clivagem por Sall. Desta forma, temos a formagao de um sitio hibrido, ndo
sendo reconhecido nem pela enzima de restricdo Sall e nem por Xhol (Figura 6b).

Para realizar uma outra clivagem no vetor, é necessario que haja, neste caso, um
sitio de restricdo novo para a enzima Xhol, para que possamos abrir o vetor e inserir o

préximo inserto. Foi introduzida entdo, na sequéncia do inserto a ser clonado, um sitio de
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restricdo suplementar reconhecido por Xhol, permitindo que a cada ciclo de clonagem, um

sitio de clivagem novo esteja disponivel para a préxima reagéo. Assim, além de permitir a
utilizacao de somente uma enzima de restricdo, ha a garantia de que esses insertos serdo

clonados em sequéncia (Figura 7).

(a)

Sitio de restrigdo de Xhol
5’"..C.TCGAG ..3' Xhol TCGAG..3'
5’...C ;
3'"..GAGCTC..5’ , CEes
3"..6GAGCT

Sitio de restrigdo de Sall

5'..GTCGAC..3’ TCGAC..3’
SaII 5’ .G ,
3'...C. AGCTG..5’ _ > G...5
3'..CAGCT
(b)
SR TCGAC..3' 5'’"..ClTcGcgAC..3"
3. GAGCT G..5’ ” 3’..GAGCT|G..5’
VetO]’ transgene vetor transgene

Figura 6. Estratégia do killing site.

(a) Representagao dos sitios de restricdo — sequéncias de DNA reconhecidas pelas enzimas de
restricdo Xhol (em rosa) e Sall (em verde) — e o resultado da clivagem das liga¢des fosfodiéster
pelas respectivas enzimas. (b) Simulagéo da reacéo de ligagao entre as extremidades do vetor e do
inserto a ser clonado (transgene) e formagéao do sitio hibrido.
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Figura 7. Clonagem em tandem utilizando a estratégia de killing site.

Representagéo do processo de clonagem usando a enzima de restricdo Xhol para a clivagem do
vetor. Em destaque em vermelho, a presenga de um sitio de restricdo suplementar de Xhol na
sequéncia do inserto, que permite clivagens posteriores e a inser¢céo do sitio alvo para microRNA
(representado como TS e TS-miR na figura) em sequéncia.
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3.2 CONSTRUGAO DO VETOR PC-TS-MIR31

3.2.1 Digestao do vetor psiCHECK-2

O plasmideo psiCHECK-2 (3,1ug/uL) foi digerido com 4L da enzima de restrigao
Xhol (20.000 unidades/mL), por 2 horas a 37°C (Tabela 1). Apds incubagéao, o vetor foi
desfosforilado com enzima fosfatase alcalina (CIP) para evitar religacao das extremidades
do vetor mantendo a reagao por mais 1 hora a 37°C.

A amostra foi entdo submetida a um campo elétrico de 100 volts por 45 minutos em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (EtBr), para que a banda
correspondente ao vetor pudesse ser visualizada e comparada com o marcador
ThermoFischer Scientific® O’GeneRuler 1kb. A fim de visualizar o andamento dessa etapa,
foram adicionados aos 60uL da amostra, 12uL do Loading Dye (6x) da ThermoFischer

Scientific®.
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Tabela 1. Protocolo para reagao de digestao do vetor psiCHECK-2.

Reagentes Concentragao
psiCHECK-2 15ug
Xhol (20.000U/mL) 80U
Buffer CutSmart Neb® (1x) 6uL
BSA (1x) 6uL
H.O MilliQ® g.s.p
Volume final 60uL

Ap6s o processo de separagao por eletroforese, o gel foi submetido a luz UV para
visualizagao da banda que continha os vetores clivados. Com o auxilio de uma lamina, a
banda de interesse foi cortada do gel, alocada em um tubo eppendorfe pesada em balanca
de precisao.

A purificacédo do vetor foi feita a partir da banda isolada do gel de agarose com o
QIAquick Gel Extraction Kit da Qiagen®, seguindo o protocolo recomendado pela empresa.
A concentracao do vetor digerido foi estimada com auxilio do dispositivo NanoDrop da

ThermoFisher Scientific®.

3.2.2 Preparacao do inserto

Para a construcao do inserto TS-miR31, foram sintetizados oligos que apresentam
sitios de enzimas de restrigdo Xhol e Sall pela empresa Exxtended® (Tabela 2). Foram
misturados 10uL do primer forward Target-31-Sall/Xhol-F e 10uL do primer reverse Target-
31-Sall-R, ambos de concentragédo de 100uM e incubados por 10 minutos a 95°C. Apds
esse tempo, a reacao foi reservada a temperatura ambiente para realizar posteriormente a

reacao de ligagao com o vetor psiCHECK-2, previamente clivado.
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Tabela 2. Sequéncia dos primers para TS-miR31.

Primers Sequéncias
Target-31-Sall/Xhol-F 5 TCGACTATAATCTCGAGCAGCTATGCCAGCATCTTGCCTG 3’

Target-31-Sall-R 3’ TCGACAGGCAAGATGCTGGCATAGCTGCTCGAGATTATAG &

3.2.3 Reacao de ligacao

Nas reagdes de ligagdes (Tabela 3), foram utilizados 100ng do vetor
psiCHECK-2, digerido previamente, e duas concentragdes do inserto junto com enzimas
T4 ligase (NEB) e polinucleotideo T4 kinase (NEB), conforme o protocolo do fabricante.

Para que houvesse a ligagao entre o vetor e o inserto, foram feitas quatro diferentes
reacoes, conforme Tabela 3. A primeira reagdo era composta somente do vetor psiCHECK-
2 e agua MilliQ®, como controle negativo; a segunda, possuia todos os componentes da
reagao de ligagdo com excegao do inserto (TS-miR31), como controle positivo. As terceira
e quarta reagdes se diferenciaram pela concentragdo do inserto na reagao — na terceira, o
inserto foi submetido a uma diluigdo de 1:10, ficando com uma concentragéo final de
10pmol/uL(*); e a quarta, permaneceu concentrada em 100pmol/uL(**). A concentragao do
vetor foi reajustada para 100ng/pL por meio de uma diluicdo da solugéao inicial.

Depois de adicionados todos os reagentes, as reagbes foram incubadas a 16°C

overnight ou a temperatura ambiente, durante 2 a 3 horas.
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Tabela 3. Protocolo para reacao de ligagao do vetor psiCHECK-2 e o inserto TS-miR31.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Vetor psiCHECK-2 100ng 100ng 100ng 100ng
Inserto TS-miR31 - - 1pmol 200pmol
Buffer da ligase (10x) - 2uL 2uL 2uL
ATP (10x) - 2uL 2uL 2uL

T4 Ligase (NEB®) - 1uL 1uL 1uL
PNK - 1uL 1uL 1uL
H20 MilliQ® g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p
Volume final 20pL 20pL 20pL 20pL

3.3 TRANSFORMAGAO BACTERIANA

Para que pudéssemos obter o vetor PC-TS-miR31 (vetor psiCHECK-2 com o
inserto TS-miR31), bactérias competentes DH5qa, previamente submetidas ao teste de
competéncia (Anexo A), foram transformadas pelo método de choque térmico. 5uL de
produto das reacdes de ligacdo e 80uL de bactérias foram incubadas no gelo por 30
minutos e nos dois minutos seguintes, submetidas ao aquecimento a 42°C, para depois
serem novamente resfriadas no gelo por 1 minuto. Em seguida, as reagbes de
transformacéao receberam 900uL de meio SOC e foram incubadas durante 1 hora no shaker
a 37°C para serem, em seguida, plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB) contendo 1,5%

de agar e ampicilina (50mg/mL).

3.4 CULTURA DE BACTERIAS

A cultura de bactérias foi crescida utilizando-se meios de cultura LB, produzidos
conforme a Tabela 4.

Os reagentes foram solubilizados em agua e em seguida autoclavados a 121°C.
Apos esterilizagdo, o antibidtico ampicilina foi adicionado ao meio de cultura na

concentracao de 50mg/ml.
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Tabela 4. Relagao dos reagentes para a produgéo de meio Luria-Bertani (LB).

Reagentes Relacao (g de reagente/1L de meio)
Triptona 10g
Extrato de Levedura 5g
Cloreto de Sédio 10g
Agar (meio sélido apenas) 159

3.4.1 Plaqueamento

Foram incubadas oito placas: quatro com 200uL das solu¢des de bactérias
transformadas e outras quatro com 100uL das solugbes concentradas por centrifugagéao
(5000 rpm por 4 minutos). As placas foram incubadas em estufa a 37°C overnight a fim de

obter as col6nias transformadas com o vetor PC-TS-miR31.

3.4.2 Inéculo de clones do vetor PC-TS-miR31

As colbnias para indculo sdo escolhidas por sua localizagdo mais centralizada da
placa e pela existéncia de bordas circulares e regulares. Elas sdo coletadas com uma
ponteira ou palito de madeira estéril e colocados em tubos de ensaio, com 5mL de meio
LB liquido contendo ampicilina. As mesmas coldnias sdo também replicadas em outra
placa de Petri contendo meio LB (1,5% agar e ampicilina), para ter um controle da cultura
€ uma amostra para estoque, no caso de ser comprovado posteriormente que se trata de
um clone com o plasmideo de interesse. Os indculos foram crescidos no shaker a 37°C

overnight.
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3.5 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O protocolo utilizado para as PCRs realizadas nesse projeto pode ser observado
na Tabela 5. As reagdes foram incubadas no termociclador MultiGene OptiMax Thermal
Cycler — Labnet International, programado para que a temperatura de anelamento fosse
de 57°C e um total de 35 ciclos, fazendo uso da enzima Phusion polymerase, purificada no
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio). Em seguida, a reagdo foi submetida a
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (EtBr) nas quais as
amostras foram carregadas com Loading Dye (6x) da ThermoFischer Scientific®. A
migracao das bandas foi comparada com o marcador de peso molecular ThermoFischer
Scientific® O’GeneRuler 100pb DNA Ladder. Foi imposta uma voltagem de 100V, corrente

de 400mA por 40 a 50 minutos.

Tabela 5. Protocolo para realizagdo de PCR

Reagentes Quantidades
DNA (10ng) 1ul
dNTPs (10mM) 0,25l
Gl’(l):‘llﬁl)' forward 0,625l
zr(:)::&; reverse 0,625yl
DMSO 0,375uL
Buffer phusion (5x) 2,5uL
Phusion (0,125U) 0,125ul
H.0 MilliQ® 7ul

Volume final 12,5uL

3.5.1 PCR de coldnias

A PCR de colbnias é util para um rapido screening de clones positivos (que

possuem o plasmideo e o inserto) utilizando-se diretamente as colénias de bactérias
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obtidas nos procedimentos anteriores. A Figura 8 ilustra o procedimento inicial para

obtencao do DNA de bactérias.

— — 0| —

Cultura de bactérias transformadas

H,O para PCR .
Controle das colbnias Inéculos

selecionadas para PCR

Figura 8. Obtencédo de DNA de bactérias para PCR de coldnias.

Inicialmente, é selecionada uma colénia que esteja localizada mais no centro da placa. A ponteira
utilizada para retirar a colénia, é tocada em uma segunda placa para ser feito o controle. Com a
mesma ponteira, ressuspende-se as bactérias na reagéo para PCR, e em seguida é deixada em um
tubo de ensaio contendo 5mL de meio LB liquido com ampicilina — com intuito de fazer culturas de
bactérias para serem realizados minipreps posteriormente.

O DNA das bactérias transformadas foi amplificado por PCR convencional, usando
os primers PC forward e PC reverse descritos na tabela 6.

A fim de verificar a existéncia de clones positivos, foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose a 2%, corado com EtBr. Para observagao dos fragmentos no gel, os 2,5uL
do Loading Dye (6x) foram adicionados aos 12,5uL de produto de PCR — o volume final de
15uL é adicionado em sua totalidade nos pogos do gel. Utilizou-se 4uL do marcador de
peso molecular ThermoFischer Scientific® O’GeneRuler 100pb DNA Ladder.

Os geis de agarose contendo EtBr foram revelados por exposi¢éo a luz UV por 0,2

segundos.



31
3.5.2 Determinacao da orientagao de TS-miR31 clonados no vetor psiCHECK-2

Para determinar a orientagcao do inserto, foram montadas seis reacdes de PCR
diferentes: controle negativo, para verificar a integridade dos reagentes usados na reagéao;
controle positivo, onde foram adicionado 10ng do vetor parental; e quatro outras
combinacdes de primers: PC forward + PC reverse, PC forward + TS-miR31-Sall-R, TS-
miR31-Sall/Xhol-F + PC reverse e TS-miR31-Sall/Xhol-F + TS-miR31-Sall-R. Essas
configuragdes permitem observar uma diferenga no padrédo de bandas formadas com a
migracédo da banda do vetor parental.

Dos 12,5uL de reagao produzida pela PCR, 5uL sdo usados para carregar o gel de
agarose 2% juntamente com 2uL de Loading Dye (6x), totalizando 7uL por pogo. E feita
eletroforese em gel de agarose a 2% contendo EtBr de acordo com as condigbes

previamente descritas nesse capitulo e reveladas por exposigao a luz UV por 0,2 segundos.

Tabela 6. Primers utilizados para a amplificagdo por PCR

Primers Sequéncias
PC forward 5 GCCTCCACTTCAGCCAGGAGG &
PC reverse 3'ACCAACACACAGATGTAATG 5’

TS-miR31-Sall/Xhol-F 5 TCGACTATAATCTCGAGCAGCTATGCCAGCATCTTGCCTG ¥

TS-miR31-Sall-R 3’ TCGACAGGCAAGATGCTGGCATAGCTGCTCGAGATTATAG &

3.6 MINIPREPS

Minipreps foram realizadas para a extragdo de DNA plasmidial de bactérias
transformadas em quantidades de até 20uL. Para esse projeto, foi utilizado o QIAprep®
Spin Miniprep Kit da Qiagen, seguindo as instrugdes da prépria empresa. A sintese desse

procedimento pode ser visualizada na Figura 9.
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Ap6s centrifugagao da cultura de bactérias, o pellet é ressuspendido utilizando-se

o buffer B1 sob ac¢ao do vortex (Fig. 9.1). Na solugao de células, é adicionado o buffer B2
para lise celular (Fig. 9.2) e o buffer B3 para precipitar os debris (Fig 9.3). A amostra é
submetida a uma centrifugagao de 13.000 rpm por 10 minutos, para que forme um segundo
pellet, contendo os debris do lisado celular (Fig. 9.4). O sobrenadante, que contém DNA, é
transferido para uma coluna com uma matriz de separagao e submetido a uma outra
centrifugacao de 13.000 rpm por 1 minuto (Fig. 9.5). O DNA ligado a coluna é lavado com
dois outros buffers, para purificagdo. O DNA é eluido ao adicionar agua MilliQ® ou um buffer
de eluicdo e submetido a centrifugacado, de 13.000rpm por 1 minuto (Fig. 9.6). A solugéo

contendo o DNA plasmidial purificado € mantida no freezer a -20°C.
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Figura 9. Protocolo para extragdo de DNA plasmidial de bactérias.
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Fonte: New England Labs <https://www.neb.com/products/t1010-monarch-plasmid-miniprep-kit>.
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3.7 ENSAIO EM CELULAS

Com o intuito de avaliar a eficiéncia dos vetores configurados, o ensaio em células
foi realizado em células HEK 293 — uma linhagem celular humana derivada de células
embrionarias de rim. S4o caracterizadas pelo seu rapido crescimento em meios de cultura,
facilidade de manutengao e boa capacidade de transfecgdo — sendo uma candidata ideal
para o nosso projeto.

Essas células ndo expressam mir31 de forma enddgena, sendo necessaria uma
adaptagao do experimento para permitir avaliar a eficiéncia de inibigdo dos vetores criados.
Foi entao criado um outro vetor, a partir do plasmideo pBABE, no qual foi adicionado um
gene GFP (proteina verde fluorescente) e uma sequéncia codificante para o microRNA-31,
com um promotor constitutivo para permitir a expressao desse vetor na linhagem celular

escolhida (Anexo B).

3.7.1 Cotransfeccao de células HEK 293

Para a cotransfecgdo, 10° células foram cultivadas em cada pogo das placas de
cultura de 24 pogos, com um volume final de 500uL e cultivadas na estufa a 37°C, 5% CO..
Para a transfeccgao foi utilizado o reagente Lipofectamine e o meio de cultura Opti-MEM
(ambos da ThermoFisher Scientific®). Esse reagente aumenta a eficiéncia de transfecgao
de plasmideos em cultura de células in vitro por produzir lipossomas com os vetores, sendo
capazes de se fundir com a membrana celular liberando todo seu conteudo no interior das
células. O meio de cultura Opti-MEM fornece os nutrientes necessarios para favorecer o
crescimento das células otimizando o ambiente celular para esse processo.

A cotransfecgao fez uso de duas solugdes iniciais — uma de 50uL de meio
Opti-MEM contendo 100ng de cada DNA plasmidial de interesse e outra de 50uL de meio

contendo 1uL de Lipofectamine. As solugdes foram misturadas e incubadas a temperatura
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ambiente por 20 minutos para posteriormente serem adicionadas aos pogos contendo as

células HEK 293, conforme a figura 10.

psiCHECK-2 parental PC-TS-miR31-mt PC-TS-miR31-Sol

pPBABE parental
iR iR

Figura 10. Configuragao das cotransfecgdes realizadas para o ensaio em células.

Foram utilizados vinte pogos para realizar, em duplicata, as cotransfecgdes das células HEK 293.
Os pogos foram organizados de forma a obter dez situa¢des distintas para possibilitar a comparagao
de resultados posteriores no ensaio de atividade de luciferase.

As células transfectadas foram cultivadas overnight na estufa a 37°C a 5% CO.. O
meio de cultura foi trocado apds 24 horas da cotransfecgcao e apés 48 horas o meio foi
descartado e as células congeladas a -80°C para lise e posterior ensaio de atividade de

luciferase.

3.7.2 Ensaio de atividade de luciferase

Para o ensaio de atividade de luciferase, foi usado o kit Dual-Glo® Luciferase Assay

System da Promega® e seguido o protocolo segundo as orientagbes da empresa.
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As células plaqueadas foram ressuspendidas em 150uL de PBS 1x por pogo, com

auxilio da pipeta. Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 75uL de células e 75uL
do Dual-Glo® Luciferase Assay Reagent. Foi feita uma primeira medigdo da atividade da
enzima luciferase firefly, o normalizador do nosso sistema. Em seguida, foi adicionado
60uL da solugdo contendo os Dual-Glo® Stop & Glo® Reagent (100x) para poder medir a
atividade de luciferase Renilla.

Foi usado o luminémetro GloMax® 96 Microplate Luminometer da Promega® para

avaliar os sinais emitidos pelas enzimas estudadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta parte do estudo, apresentaremos uma breve descricdo dos resultados
obtidos no projeto desenvolvido no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), no Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas, SP. O objetivo foi
a criagdo de um vetor viral com sitios alvo de microRNA clonados em tandem para controlar
a expressao do transcrito do plasmideo — o PC-TS-miR31 — avaliando sua eficiéncia de

inibicdo por meio de ensaios de atividade de luciferase.

4.1 CLONAGEM DO PRIMEIRO SiTIO TS-MIR31 NO VETOR PSICHECK-2

O psiCHECK-2 (Figura 11) foi o vetor escolhido para desenvolver esse projeto por
possuir integrado a sua sequéncia, genes como o de resisténcia a ampicilina — util para a
selecao de bactérias que foram capazes de internalizar os plasmideos gerados — e genes
que codifiquem a enzima luciferase, utilizada posteriormente para a avaliagdo da eficacia
das diferentes configuracdes dos vetores. E um vetor usado para ser expresso em células
de mamiferos e com um sistema optimizado para a expressdo de RNA de interferéncia

(RNAI).
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Figura 11. Configuragéo do vetor psiCHECK-2.
O vetor psiCHECK-2 possui 6.273 pares de base e possui em sua sequéncia, genes que codificam
para a enzima luciferase (hRluc/hluc+) e para resisténcia a ampicilina (Amp). Possui sitios de
restricdo que podem ser clivados pelas enzimas Notl, Pmel, Sgfl e Xhol — essa ultima a de maior
importancia para o nosso estudo. Fonte: Promega® <https://www.promega.com.br/products/rna-
analysis/rna-interference/psicheck_1-and-psicheck_2-vectors/?activeTab=2>

A fim de iniciar o processo de clonagem do sitio alvo, foram digeridos 15ug do vetor
psiCHECK-2 com a enzima de restricdo Xhol, submetidos a desfosforilagdo com a enzima
fosfatase alcalina (CIP) e posteriormente a purificagdo. Foi obtida assim uma preparagao
do vetor digerido na concentragao de 148,7ng/uL, calculada com o auxilio do NanoDrop da
ThermoFisher Scientific®. O inserto foi preparado pelo anelamento dos primers Target-31-
Sall/Xhol-F (forward) e Target-31-Sall-R (reverse), conforme protocolo descrito no capitulo
anterior (Capitulo 3, pagina 26). Apds reagao de ligagao vetor-inserto, bactérias DH5-a
foram transformadas.

Com o intuito checar a existéncia de clones positivos, ou seja, coldnias de bactérias

que foram capazes de internalizar o plasmideo de interesse PC-TS-miR31, foi realizada

uma PCR de colbnias (Capitulo 3, pagina 27).
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Para esse experimento, foram utilizadas placas de cultura de bactérias que foram

transformadas com as reagdes de ligacao 3 e 4 (Vide Tabela 3, no Capitulo 3, item 3.2.3,
pagina 26). Para a PCR, foram utilizados os primers PC foward e PC reverse, conforme
item 3.5 do Capitulo 3 (pagina 26), permitindo constatar que das 30 (trinta) coldnias
selecionadas, somente uma — o clone 3 — aparentou possuir o plasmideo contendo o
inserto (Figura 12).

Os primers utilizados para o screening ligam-se upstream e downstream ao sitio de
clonagem multipla amplificando cerca de 200pb do vetor. Quando o inserto, de tamanho
aproximado a 50pb esta inserido no sitio de Xhol do vetor, espera-se obter um produto de
PCR em torno de 250pb. E possivel observar na figura 10, as bandas correspondentes
amplificagao de sequéncia do vetor parental e clone positivo (clone 3) para o vetor PC-TS-
miR31.

O controle negativo apresentou bandas, indicando uma possivel contaminagéo de
algum dos reagentes utilizados para a execu¢ao da PCR. Contudo, esse fator ndo interfere
no resultado observado com o clone 3, pois as bandas apresentadas sao distintas entre si.
No entanto, foram realizados outros experimentos para comprovar a existéncia do sitio alvo
clonado, bem como sua orientagéo no plasmideo, o que é fundamental para o desempenho

correto na inibigéo.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 2% da reagédo de PCR de coldnias (clones 1 a 30).

O gel foi carregado com 12,5uL de produto de PCR de colénia das bactérias transformadas
juntamente com 2,5uL de Loading Dye (6x) por pogo, para visualizagdo das bandas. No primeiro
poco, foram adicionados 4uL do marcador de peso molecular, ThermoFischer Scientific®
O’GeneRuler 100pb Plus DNA Ladder, seguidos pelo controle negativo e positivo (com o psiCHECK-
2 parental), a fim de comparar o tamanho entre as bandas obtidas na eletroforese. Foi imposta uma
voltagem de 120V e corrente elétrica de 400mA durante 45 minutos. A foto foi tirada com exposigao
por 0,2 segundos a luz UV. A barra em verde, mostra o clone positivo, préximo dos 300pb
(representado pela linha vermelha), cuja banda esta acima dos 200pb da banda parental
(representado pela linha amarela).
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Do in6culo produzido anteriormente durante a etapa de PCR de colénia, foi obtido

um pellet bacteriano por meio de centrifugacao a 13.000 rpm por 1 minuto. Em seguida, foi
realizada uma miniprep para possibilitar a extragdo do DNA plasmidial da colénia de
bactéria positiva (clone 3), utilizando-se o kit Qiagen QIAprep® Spin Miniprep, que nos
permitiu a obtencdo de uma solugao pura de DNA de concentracao final de 606,7ng/pL.

Prosseguiu-se entéo para a PCR.

4.2 DETERMINAGAO DA ORIENTAGAO DO INSERTO TS-MIR31 NO VETOR

PSICHECK-2

Com o objetivo de confirmar a orientagdo correta do inserto no plasmideo, foi
realizada a PCR utilizando-se quatro diferentes primers: dois complementares as
sequéncias do vetor psiCHECK-2 e outros dois, as sequéncias do sitio alvo. Quatro
reacoes foram criadas de acordo com a combinagao dos primers (vide Tabela 6, Capitulo
3, pagina 31). A utilizagdo dessas diferentes reagdes permite predizer a orientagdo do
inserto pela relacao entre os primers usados na amplificagdo por PCR e o tamanho das
bandas obtidas.

Na Figura 13, observa-se que independente da orientagéo do inserto, ao se realizar
uma reagao contendo os dois primers PC, uma banda de aproximadamente 226pb seria
observada em uma eletroforese em gel de agarose. No caso de uma reacdo com 0s
primers TS-miR31-Sall/Xhol-F (ou Target forward) e TS-miR31-Sall-R (ou Target reverse),
uma banda de 40pb seria observada. No entanto, ao se fazer uma combinagéo entre o
primer PC forward e Target reverse em condi¢des nas quais o inserto esta ligado da forma
desejada (representado em verde claro), deve ser observada uma banda de 143pb. Se
houvesse uma ligagéo inversa do inserto (representado em vermelho), a amplificagao seria
impedida. Combinando os primers Target forward e PC reverse, a banda correspondente
ao inserto de orientagdo correta seria de 123pb, contrastando com a inexisténcia de banda

na configuragcéo antisenso.
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Figura 13. Sitios de reconhecimento dos primers utilizados para determinagéo da orientagdo do
inserto.

Simulagdo das possiveis configuragdes do vetor com o primeiro sitio alvo clonado. Em laranja, a
representagéo dos sitios de reconhecimento dos primers PC forward (PCF) e reverse (PCR); em
verde, o sitio de amplificacédo dos primers TS-miR31-Sall/Xhol-F (TF) e TS-miR31-Sall-R (TR). As
linhas em cinza representam o tamanho das bandas correspondentes a uma amplificagdo com cada
um dos primers descritos. As linhas em vermelho mostram a inexisténcia de amplificagdo em uma
PCR.

Dessa forma, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo EtBr
e utilizou-se o marcador padrdo de peso molecular ThermoFischer Scientific©

O’GeneRuler 100pb DNA Ladder (Figura 14).
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Figura 14. Reacao de PCR para verificagdo da orientagao do inserto TS-miR31 clonado no vetor
psiCHECK-2.

O gel foi carregado com 5L da miniprep do clone 3 (10ng/uL) e 1uL de Loading Dye (6x) por pogo,
para visualizagdo das bandas, com excegdo do controle positivo, onde foi colocado 10ng do vetor
parental (psiCHECK-2). O controle negativo esta sob as condigbes desejadas (sem contaminacgéo).
Para a eletroforese foi imposta uma voltagem de 100V, corrente elétrica de 400mA durante 40
minutos. A foto foi tirada sob exposi¢éo por 0,2 segundos a luz UV.

De acordo com o padrdo de migragdo das bandas no gel, podemos concluir que
estas migraram conforme o previsto, inferindo-se que o primeiro inserto se encontra na
orientagcado desejada.

Para confirmacdo, a amostra foi sequenciada. Foi utilizado o primer PC foward
numa concentragao de 3pmol/uL e realizado no laboratério de sequenciamento de DNA do
LNBio. O resultado do sequenciamento corroborou os nossos resultados e a partir desse

clone — agora chamado de PC-TS-miR31-l — foi possivel prosseguir com a clonagem do

segundo sitio alvo.
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4.3 CLONAGEM DO SEGUNDO SIiTIO ALVO NO VETOR PC-TS-MIR31-I

Foram digeridos 10ug do vetor PC-TS-miR31-l com a enzima de restrigdo Xhol. O
vetor foi isolado em gel de agarose 1% e purificado com o QlAquick Gel Extraction Kit da
Qiagen®. A concentragao obtida foi de 85,7ng/uL, calculada com o auxilio do NanoDrop da
ThermoFisher Scientific®. O inserto foi preparado pela mistura dos primers Target forward
e Target reverse e aquecimento a uma temperatura de 95°C, seguido de resfriamento a
temperatura ambiente, permitindo seu anelamento. Foram realizadas as reacgbes de
ligacao, conforme descrito no item 3.2.3 do Capitulo 3 (pagina 26) e incubadas overnight a
16°C a fim de prosseguir para a transformagéao bacteriana.

Como anteriormente, das seis placas de cultura com bactérias transformadas,
quatro foram utilizadas para a escolha de cinquenta colénias para verificar a existéncia de
clones positivos. As colbnias escolhidas foram submetidas a uma reagdo de PCR de
coldnias segundo o protocolo descrito no Capitulo 3 (pagina 29) seguida de eletroforese
em gel de agarose a 2% para visualizar a existéncia de bandas correspondentes ao
plasmideo clonado nas bactérias transformadas.

O resultado da eletroforese pode ser observado nas Figura 15 e 16. Infelizmente,
possivelmente por falhas na execugao da técnica, ndo foram observadas bandas de DNA,
somente de uma contaminagao do controle negativo. Embora o resultado para alguns dos
clones (37, 49, 60 e 74) aparentassem ter bandas, ndo foi possivel afirmar que os
plasmideos possuissem dois insertos TS-miR31 clonados. Nao foram observadas bandas
correspondentes a fragmentos maiores em relagdo ao controle positivo (amplificagcao do
fragmento do vetor psiCHECK-2). A diferenga encontrada seria de aproximadamente 80pb

(valor dos dois insertos) entre o parental e os novos clones.
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 2% da reagéo de PCR de coldnias (clones 31 a 60).
Foram adicionados aos 12,5uL de produto de PCR de colbnia, 2,5uL de Loading Dye (6x) por pogo,
para visualizagdo das bandas. No primeiro pogo, foram adicionados 4uL do marcador de peso
molecular, ThermoFischer Scientific® O’'GeneRuler 100pb Plus DNA Ladder (M). Para a eletroforese,
foi imposta uma voltagem de 120V, corrente elétrica de 400mA durante 45 minutos. A foto foi tirada
com exposic¢ao por 0,2 segundos a luz UV.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose a 2% da reacéo de PCR de colbnias (clones 60 a 80).
Foram adicionados aos 12,5uL de produto de PCR de colbnia, 2,5uL de Loading Dye (6x) por pogo,
para visualizagdo das bandas. No primeiro pocgo, foram adicionados 4uL do marcador de peso
molecular, ThermoFischer Scientific® O’GeneRuler 100pb Plus DNA Ladder (M). Para a eletroforese,
foi imposta uma voltagem de 120V, corrente elétrica de 400mA durante 45 minutos. A foto foi tirada
com exposic¢ao por 0,2 segundos a luz UV.

Foi proposta entdo uma repeticdo do protocolo de digestao, ligacao e transformacgéao
bacteriana, ja descritos anteriormente. Mais trinta col6nias foram selecionadas para fazer
PCR e detectar a presenca de novos clones. O resultado da eletroforese realizada pode

ser visualizado na Figura 17.
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 2% da reagdo de PCR de colbnias (clones 111 a 130).
Foram adicionados 12,5uL de produto de PCR de col6nia das bactérias transformadas juntamente
com 2,5uL de Loading Dye (6x) por pogo, para visualizacdo das bandas. No primeiro pogo, foram
adicionados 4uL do marcador de peso molecular, ThermoFischer Scientific® O’GeneRuler 100pb
Plus DNA Ladder. Para a eletroforese, foi imposta uma voltagem de 120V, corrente elétrica de
400mA durante 45 minutos. A foto foi tirada com exposi¢ao por 0,2 segundos a luz UV.
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Podemos observar que também houve contaminacdo do controle negativo, pois é

possivel visualizar a presencga e migragao de bandas de DNA. Os clones 118, 119 e 121 a
130 aparentaram nao possuir DNA plasmidial de interesse pois ndo houve amplificacao
com os primers escolhidos. J& as amostras referentes aos clones 113, 115 e 117,
apresentaram bandas bem acima da banda parental (marcada em amarelo), e foram
selecionados para dar continuidade aos experimentos para avaliar a possibilidade de terem
o PC-TS-miR31-I clonado com um segundo sitio alvo. Os outros clones que apresentaram
bandas de material genético amplificado néo foram considerados clones positivos devido
ao padrao de migragao de suas bandas (em torno de 230pb), indiciando a presencga de

somente um unico sitio alvo clonado, conforme experimentos anteriores.

4.4 DETERMINAGAO DA ORIENTAGAO DO INSERTO TS-MIR31 NO VETOR PC-TS-

MIR31-1 DOS CLONES 113, 115 E 117

Com o intuito de confirmar a presencga e orientagdo do segundo sitio clonado
no vetor PC-TS-miR31-l, foi realizada uma PCR com a mesma combinagao de primers do
inserto e do vetor, conforme descrito no Capitulo 3, item 3.5.2 (pagina 31). Contudo, para
esta etapa as bandas devem mostrar um padréao diferente da clonagem anterior, uma vez
que haveriam dois sitios alvos. Para compreender melhor, foi feita uma simulacao das
possiveis configuragdes do vetor com os dois sitios TS-miR31 ligados (Figura 18) e o
resultado do gel de agarose desejado, em comparagao a presenca de um unico sitio alvo

(Figura 19).
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Figura 18. Sitios de reconhecimento dos primers utilizados para determinagéo da orientagcao dos
insertos.

Simulagdo das possiveis configuragdes do vetor com o primeiro sitio alvo clonado. Em laranja, a
representacao dos sitios de reconhecimento dos primers PC forward (PCF) e reverse (PCR); em
verde, o sitio de amplificacédo dos primers TS-miR31-Sall/Xhol-F (TF) e TS-miR31-Sall-R (TR). As
linhas em cinza representam o tamanho das bandas correspondentes a uma amplificagdo com cada
um dos primers descritos. As linhas em vermelho mostram a inexisténcia de amplificagdo em uma
PCR.
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Clones 113, 115, 117
(minipreps)

Figura 19. Simulagao da eletroforese em gel de agarose dos clones 113, 115 e 117 em comparagao
as bandas referentes a clonagem de um sitio alvo.

Simulac¢do da migragédo das bandas de DNA de acordo com a configuragédo dos primers. Em preto,
a migragao esperada das bandas. Em azul, o padrao de migragdo das bandas amplificadas do vetor
com apenas um sitio alvo clonado.

Ao amplificar os vetores clonados (clones 113, 115 e 117) com os mesmos
primers utilizados anteriormente, foi constatado que houve uma ligeira diferenga no padrao
de migragao das bandas, mas nao o suficiente para confirmar a presenga de um segundo
sitio alvo (Figura 20) no vetor PC-TS-miR31-I. Isso ocorre devido ao fato de haver uma
diferenga de apenas 40pb entre um vetor e outro, sendo dificil de visualizar claramente em
uma eletroforese em gel de agarose. E notavel que houveram problemas com o
desenvolvimento da PCR, visto que foi observada a presenga de bandas no controle
negativo e falta de bandas em algumas amostras — como no caso do clone 113 amplificado
com os primers TS-miR31-Sall/Xhol-F (na figura representado como Target foward) e PC

reverse; bem como no clone 115, o qual foi amplificado com ambos os primers PC.
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Figura 20. Orientagao do segundo sitio TS-miR31 no vetor PC-TS-miR31-I dos clones 113, 115 e
117.

O gel foi carregado com 5uL da miniprep dos clones 113, 115 e 117 (10ng/uL) e 1uL de Loading
Dye (6x) por pogo, para visualizagdo das bandas. O controle positivo foi composto de 10ng do vetor
parental (psiCHECK-2). O controle negativo esta com algum tipo de contaminante. Para a
eletroforese foi imposta uma voltagem de 100V, corrente elétrica de 400mA durante 40 minutos. A
foto foi tirada sob exposigédo por 0,2 segundos a luz UV.
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Ao se comparar o tamanho das bandas obtidas (Figura 20) e as bandas esperadas

(Figura 18), podemos inferir que o segundo sitio alvo foi efetivamente clonado, contudo,
possivelmente se encontra na orientacdo antisenso. Isso é verificado quando s&o
observadas as bandas formadas pela amplificagao com PC forward e Target reverse que
se encontram em torno de 140pb. Em contraste do esperado com as duas bandas, uma
de tamanho de 143pb e outra de 183pb, a que foi formada pela combinagao de primers
Target forward e PC reverse, foi observado apenas uma banda de 163pb. Como nao foi
possivel obter os clones com a orientagdo dos sitios desejadas, foram feitas novas
clonagens, seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente no Capitulo 3 (pagina 22).

No entanto, nenhuma das outras PCR realizadas foram conclusivas.

4.5 COTRANSFECGAO DAS CELULAS HEK293

Com o intuito de verificar a eficiéncia de inibicdo do vetor criado, foi realizado o
ensaio de atividade de luciferase, no qual as células HEK293 foram cotransfectadas com
os vetores psiCHECK-2 com diferentes transgenes clonados (incluindo o PC-TS-miR31-1)
e o vetor pBABE-GFP-mir31. Para aumentar a eficacia da transfecgao, foi utilizado o meio
Opti-MEM e Lipofectamine, um reagente capaz de englobar os plasmideos formando um
lipossoma, permitindo a fusdo das membranas, e liberando seu conteudo no interior das
células.

A cotransfecgéo € necessaria nesse caso, pois as células escolhidas para esse
ensaio nao expressam o microRNA mir31 endogenamente. Entdo, para medir a eficiéncia
da inibigdo do vetor por meio da atividade luciferase, foi necessaria a construgdo de um
vetor que houvesse um sitio codificante para o microRNA de interesse. Esse vetor foi
desenvolvido e cedido pela aluna Soledad Palameta, doutoranda em Biociéncias e
Tecnologia em Produtos Bioativos pela Universidade Estadual de Campinas, para que

fosse possivel realizar essa etapa do trabalho.
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Foram plaqueadas 10° células em vinte pogos de placa para cultura de células

de 24-pocos e transfectadas com 200ng de DNA plasmidial (100ng de cada vetor), que
estavam em uma solugao de Lipofectamine e meio Opti-MEM. 48 horas pds-transfecgao,
as células foram recolhidas e congeladas no freezer a -80°C para prosseguir ao ensaio de
atividade de luciferase.

As células foram ressuspendidas em PBS 1x e a elas foi adicionado o reagente
Dual-Glo® Luciferase Assay Reagent, que corresponde ao substrato da enzima firefly
codificada pelo vetor psiCHECK-2. O firefly nesse contexto tem o papel de normalizador
do sinal do gene repdrter, visto que esse tipo de ensaio ocorre em condigbes onde ha
chances de diferentes niveis de transfec¢des. O sinal firefly € medido pelo lumindmetro
GloMax® 96 Microplate Luminometer da Promega® para em seguida ser medido o sinal do
gene reporter, a Renilla, ao adicionar a solugdo Dual-Glo® Stop & Glo® Reagent as células.

Os sinais obtidos e a relagao Renillalfirefly podem ser observados na tabela 7.
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Tabela 7. Sinais obtidos no ensaio de atividade de luciferase pelas enzimas Renilla e

firefly
Amostra Firefly Renilla Renilla/Fire Media Desv~|o
padrao
Mock 1,40E+03 1,00E+02
Controle: psiCHECK- 5.00E+06 4.80E+06
2 parental
4,10E+07 4,90E+07 1,20 1,30E+00 1,53E-01
pBABE-miR31 +
psiCHECK-2 parental
3,40E+07 4,80E+07 1,41
1,60E+06 7,50E+05 0,47 4,84E-01 2,21E-02
pBABE-miR31 +
PC-TSmt
1,70E+06 8,50E+05 0,50
3,60E+07 3,90E+06 0,11 1,03E-01 7,86E-03
pBABE-miR31 +
PC-TSmiR-Sol
3,60E+07 3,50E+06 0,10
2,20E+07 3,20E+07 1,45 1,50E+00 6,75E-02
pBABE parental +
psiCHECK-2 parental
2,00E+07 3,10E+07 1,55
2,60E+06 1,40E+06 0,54 4,06E-01 1,87E-01
pBABE parental +
PC-TSmt
3,00E+06 8,20E+05 0,27
7,10E+06 2,30E+06 0,32 2,96E-01 4,00E-02
pBABEparental +
PC-TSmiR-Sol
8,60E+06 2,30E+06 0,27
1,20E+07 2,70E+06 0,23 2,05E-01 2,78E-02
pBABE-miR31 +
PC-TSmiR-#3#-I
1,40E+07 2,60E+06 0,19
1,10E+07 2,60E+06 0,24 2,40E-01 4,59E-03
pBABE-miR31 +
PC-TSmiR-#115#-Il
1,40E+07 3,40E+06 0,24
3,90E+06 4,90E+06 1,26 1,33E+00 1,02E-01
pBABEparental +
PC-TSmiR-#3#-I
3,00E+06 4,20E+06 1,40
2,60E+06 1,10E+06 0,42 4,62E-01 5,44E-02

pBABE parental +

PC-TSmiR-#115#-II
2,40E+06 1,20E+06 0,50
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As células foram transfectadas por diferentes vetores como foi mostrado na Figura
8 (Capitulo 3, item 3.7.1, pagina 31) com o intuito de comparar e avaliar a qualidade dos
clone gerados por meio de quantificagdo da atividade da enzima luciferase — e assim
validar a hipétese desse estudo. Dez condi¢des foram simuladas, utilizando-se os genes
clonados em cada um dos vetores, tanto no psiCHECK-2, quanto pBABE. Dos vetores
psiCHECK, foram utilizados os parentais (que ndo continham o inserto clonado), aqueles
com um inserto mutado (PC-TSmt), aqueles com um inserto clonado anteriormente no
laboratério (PC-TSmiR-Sol), aqueles com um inserto clonado proveniente do clone 3 desse
estudo (PC-TSmiR-#3#-l) e aqueles com dois possiveis insertos clonados (PC-TSmiR-
#115#-11) vindo do clone 115. Os vetores pBABE foram usados para simular condigbes
onde ha microRNA-31 sendo expresso na célula, a fim de observar a complementariedade
e o poder de inibicdo seletiva dessa estratégia (pBABE-miR31), além do vetor pBABE
parental, a titulo de comparagdo. Cada uma das condig¢des foi feita em duplicatas, para
aumentar a credibilidade dos sinais obtidos pelo luminémetro. Em relagdo aos valores, foi
feita uma relagao Renilla/firefly e uma média dos valores obtidos, bem como o desvio
padrao associado.
Com esses dados, foi plotado um grafico (Figura 21) com as combinagdes
realizadas que se mostraram mais relevantes e a atividade relativa da luciferase, o qual foi

util para verificar o poder de reconhecimento e inibicao do vetor PC-TS-miR31.
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Figura 21. Grafico da atividade relativa da luciferase em diferentes condi¢cées de transfeccéo de
células.

O eixo x corresponde as diferentes condi¢des de transfecgao das células HEK293 — explicitando o
tipo de vetor psiCHECK-2 utilizado: parental (sem inserto clonado), com um sitio alvo de microRNA
mutado (TS-miR31-mt) e o vetor clonado neste trabalho (TS-miR31-I); e o tipo de vetor pBABE, sem
(parental) ou com o gene codante para microRNA de interesse (mir31). O eixo y mostra a atividade
relativa da luciferase.

No grafico, é possivel visualizar trés principais condi¢des, de acordo com o
vetor psiCHECK-2 utilizado. Na primeira, em azul, o vetor parental, ou seja, sem sitio alvo,
em um meio com e sem microRNA-31 expresso, no qual o sinal da luciferase se manteve
constante. Em uma segunda condi¢ao, em vermelho, utilizou-se o vetor psiCHECK-2 que
possui um sitio alvo de microRNA mutado. Neste esperavamos o mesmo resultado do
controle parental, visto que o sitio alvo ndo seria capaz de desempenhar a fungao de se
complementar corretamente ao microRNA, e portanto, nao inibiria a expressdo do vetor
(medida pela atividade da enzima).

Nessas condi¢cdes controles, o grafico demonstrou uma alta atividade da
luciferase. Isto ocorreu porque nao haviam condigdes que propiciavam uma inibicado do
transcrito — j& que foram utilizadas condicdes com e sem microRNA, com o vetor

psiCHECK-2 sem sitio alvo e com o mesmo mutado.
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Na situacao de interesse, em rosa, foi demonstrada a eficiéncia do clone 3 que

apresenta o sitio alvo de microRNA. E possivel inferir que a atividade relativa da luciferase
foi bastante diminuida onde o nosso vetor teste (PC-TS-miR31-#3#-1) foi colocado em um
meio com alta concentragdo de microRNA (pBABE-miR31), obtendo um valor abaixo de
0,2.

Embora o clone 115 tenha sido utilizado para o ensaio em células, nao foi
considerado relevante explicitar seu resultado visto que n&o foi comprovado pelo
sequenciamento a existéncia e orientacédo de dois sitios alvos até o término da execugao
deste estudo. Na Tabela 7 (pagina 54), podemos observar que a atividade relativa de
luciferase (Renilla/firefly) foi diminuida em relagdo aos controles, porém a inibicdo nao foi
tdo boa quanto a do clone 3, cuja existéncia do inserto foi comprovada pelo
sequenciamento. Provavelmente, a inibicdo foi dada pelo primeiro sitio alvo clonado no
vetor do clone 115, mas a existéncia de um segundo sitio alvo clonado no sentido antisenso
prejudicou o sistema, ndo tendo apresentado a inibicdo desejada e comparavel ao clone

3.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O presente estudo teve como objetivo a construgdo de vetores para avaliar a
atividade de diferentes configurac¢des de sitios-alvo para o miRNA-31, com intuito de obter
uma sequéncia altamente eficiente para restringir a expressao de vetores em células que
apresentem expressao de mir31.

O primeiro passo consistiu em gerar um primeiro vetor repdrter, contendo um sitio
alvo a jusante do gene reporter Renilla luciferase. Utilizamos uma estratégia de clonagem
para possibilitar a ligagao de sitios adicionais em tandem. Entretanto, ndo tivemos tempo
suficiente para geragao de outras configuragdes, que poderiam ser testadas no futuro.

O vetor construido foi transfectado em células eucariontes, na presenga e na
auséncia de um segundo vetor codificando o microRNA-31. Observamos que houve
reducgao do sinal de luciferase na presenga do mir31, indicando o funcionamento do vetor.
O proximo passo seria comparar a expressao obtida com vetores contendo outras
configuracgdes de sitios-alvo, como por exemplo, com trés sitios alvos clonados em tandem,
com objetivo de reduzir ao maximo a expressao do repoérter, o que indicaria maximo
silenciamento do vetor em células com expressao de mir31.

A continuidade deste projeto podera resultar na obtengéo de uma configuragéo de
sitio-alvo otimizada, que possibilite uma eficiente restricdo de expressao de vetores
recombinantes retrovirais em células que apresentem alta expressdo de mir31. A
construcao destes vetores € de grande interesse para o grupo de pesquisa do Laboratério
de Vetores Virais do LNBio e pode ser empregada como uma alternativa na terapia de

varias doengas de cunho genético.
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APENDICE A - Teste de competéncia bacteriana
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Bactérias competentes sdo bactérias capazes de receber DNA exégeno, como

plasmideos. A competéncia pode ocorrer naturalmente ou ser produzida através de
diferentes técnicas, como tratamento com ions metalicos e/ ou mudancas bruscas de
temperatura — eventos que modificam da permeabilidade da parede celular.

Inicia-se o protocolo com a diluicdo de um plasmideo de concentragao ja conhecida.
Serdo feitas quatro amostras, onde cada uma delas possuira uma diferenga de
concentragcao em 10x, como mostrada na figura A1. Sao adicionados 80uL de bactérias
aos 20uL de reacéo e segue o protocolo de transformacao, ja citado anteriormente nesse
projeto. Para plaquear, sdo usados 25uL de bactérias com 100uL de meio LB liquido com

ampicilina.

Figura A1. Protocolo de diluigdo de plasmideo para teste de competéncia bacteriana

TV75

20uL H,0 2uL 2uL 2uL
plasmideo plasmideo plasmideo
(0,05ng/pL) (0,5ng/uL) (5ng/pL)
+18uL H,0O +18uL H,O +18puL H,0O

A competéncia é calculada segundo a féormula abaixo:

n2 de coldnias x 10°

C= = 106 até 107
i 25 x ng DNA are




ANEXO A - Configuragéo do vetor pPBABE-GFP-miR31
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O vetor pPBABE-GFP-miR31 foi construido a partir da digestdo do vetor pBABE-

GFP com as enzimas EcoRI e Sall, inserindo o microRNA mmu-miR31 (300pb)
amplificado previamente desde DNA genémico de células CD4+ de camundongo

(plasmideo cedido pela aluna Soledad Palameta).

Figura A1. Mapa do vetor pBABE-GFP-miR31.
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