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INTRODUGAO:

Os Transtornos do Espectro Autista sdo um conjunto de disturbios do neurodesenvolvimento
agrupados em uma denominagéo clinica comum conhecida como “autismo”. A grande maioria dos
casos de Transtorno do Espectro Autista (TEA) s&o idiopaticos, ou seja, ndo apresentam etiologia
esclarecida (sem bases genéticas definidas), sendo em sua maioria fruto de uma ampla gama de
interagbes entre fatores de risco genético 23. Dessa forma, a grande variabilidade genotipica dos
individuos dificulta o estudo de mecanismos subjacentes relacionados as alteragdes no
neurodesenvolvimento. Contudo, ainda existem raros casos monogénicos de autismo que permitem
uma analise mais direcionada para a elucidagéo dos fenotipos neurobioldgicos.

Um desses casos raros de TEA com bases genéticas bem determinadas é a Sindrome de
Pitt-Hopkins (PTHS-MIM #610954) um tipo monogenético e sindromico de autismo. A PTHS é uma
doencga autossdbmica dominante, causada geralmente por muta¢des de novo em alelo do gene TCF4
45 Pacientes PTHS apresentam alteragbes significativas no desenvolvimento, marcadas por
deficiéncia intelectual e na linguagem. Os portadores também apresentam disfun¢gdes marcantes no
sistema nervoso autbnomo, como disfuncdes respiratorias e descompasso da motilidade intestinal,
além de poderem manifestar atrasos motores debilitantes *.

O gene TCF4, localizado no locus 18qg21.2, codifica um fator de transcricdo bHLH que se liga
ao DNA por meio de um dominio E-box identificando sequéncia consenso CANNTG. Esse fator de
transcricao esta relacionado ao processo de diferenciacdo neuronal, além de ser relacionado com
outros disturbios neuropsiquiatricos como a esquizofrenia °.Estudos recentes publicados pelo nosso
time, demonstraram que a perda de fun¢cdo do gene TCF4 associada a expressao desse fator estao
associados com os fendtipos aberrantes do neurodesenvolvimento observados em PTHS, sendo o
mecanismo a haploinsuficiéncia um dos principais mecanismos para a manifestacdo das alteragoes
neurobiologicas significativas °. Dessa forma, a expressdo diferencial de TCF4 funcional parece
impactar diretamente processos do neurodesenvolvimento.

Frente a essa realidade, o controle da expressdo do TCF4 se mostra uma ferramenta
experimental vantajosa para estudos neurobiolégicos porque permite elucidar mecanismos
correlacionados com a expressao do gene. Portanto, a manipulagdo da expressao deste fator de
transcricdo em modelos experimentais € crucial para investigar os mecanismos patoldgicos associados
a PTHS e ao TEA. O presente estudo teve como objetivo fornecer dados para consolidar uma
estratégia de manipulagdo da expressdo do gene TCF4 em modelos in vitro, por meio do
desenvolvimento de vetores lentivirais para realizar o knockdown do gene TCF4 via shRNA em células
progenitoras neurais (NPCs), com o objetivo de simular os efeitos da haploinsuficiéncia do gene in vivo
e elucidar mecanismos associados.
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METODOLOGIA:

O método de lentiviral para knockdown via shRNA é um processo que tem como base a
transducgéo de células eucariéticas para adigcdo de uma sequéncia trans-reguladora via agcéo de siRNA.
Nosso método envolve um vetor com um cassete de expressdo que inclui o promotor hU6 para
recrutar a RNA polimerase lll, um gene shRNA, um cPPT para transporte nuclear, além de promotor e
gene de selecdo (Figura 1). As LTRs flanqueiam o cassete, facilitando a integracdo no genoma
eucariético.Particulas lentivirais sdo produzidas pela transfecgdo do vetor shRNA e dos plasmideos
psPAX e pMD2.G em células HEK293. As NPCs sao transduzidas pelo lentivirus, inserindo a
sequéncia de interesse entre as LTRs no genoma. Isso permite a introducdo de um repressor trans via
siRNA para o transcrito TCF4-201. Os vetores contém genes de resisténcia a puromicina (PuroR) para
selecionar células transduzidas. A expressdo do gene shRNA forma um siRNA que, pela via
Drosha/Dicer, se torna um siRNA, o qual se liga ao mRNA alvo TCF4-201 via AGO/RISC, causando
degradacdo ou repressao da traducdo. Esse mecanismo promove o knockdown do gene TCF4, cuja
eficiéncia real deve ser medida empiricamente. O sistema de vetor lentiviral utilizado por esse estudo
foi o pLKO.1, especifico para esse tipo de controle da expressao.

ShRNA _oor

hUe

I] hPGK
N
%ﬁnm'&
sum 4 pLKO.1 s
7.091 bp

Amp R
Figura 1 - Representagédo do plasmideo pLKO 1-TRC cloning vector (Plasmid #10878) - Observa-se o vetor utilizado para a clonagem do
gene shRNA para knockdown do transcrito TCF4-201. Pode-se observar um promotor U6, conhecido por sua confiabilidade na expressao de
pequenos RNAs nucleares néo codificantes. Apresenta o hPGK, que é responsavel pelo gene puroR. Possui duas origens de replicagdo: uma
pUC ori e uma F1 ori. Inclui o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). O trato central de polipurina (cPPT) aumenta a eficiéncia da
transducao ao facilitar a importagéo nuclear. Observa-se também as extremidades 5’LTR e 3’LTR auto-inativadores.

Para que seja possivel realizar o knockdown via shRNA de modo efetivo, € necessario
selecionar alvos no transcrito seguindo a indicagao de softwares especificos para esse método. O
gene TCF4 apresenta 41 exons e por meio do processo de splicing e influéncia de promotores
alternativos, sendo a isoforma TCF4-B a mais expressa nos tecidos e células neurais®. A sequéncia
dos ftranscritos desse gene foram obtidas por meio do banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov) por meio da entrada para o gene TCF4( Gene 1D:6925). O transcrito
TCF4-201 (isoforma a; TCF4-B+; NCBI: NM_001083962.2) foi utilizado como base para a predi¢ao dos
alvos e analises in silico. Fizemos a analise da predicdo dos alvos utilizando dois algoritmos de
predigcao, a ferramenta Design Hairpins do Genetic Perturbation Platform
(GPP:https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/) e o siDirect (https:/sidirect2.rnai.jp/).

O algoritmo da funcdo Design Hairpins do GPP contava com regras especificas ja
estabelecidas previamente pelo algoritmo conhecidas como “Rule set 9”. Candidatos s&o excluidos se
comecarem com "AA" ou contiverem uma sequéncia de quatro bases idénticas consecutivas. Além
disso, sao desconsiderados aqueles com percentual de GC extremo (£ 25% ou > 60%), enquanto
candidatos com GC entre 25-55% sao promovidos, e aqueles entre 55-60% recebem uma pontuacao
neutra. Qualquer sequéncia contendo bases ambiguas, como "N", ou com sitios de restri¢gdo é excluida
da selecdo de alvos. Sequéncias com sete bases consecutivas de C/G também sdo eliminadas.
Candidatos capazes de formar estruturas de haste-alca interna, com comprimento minimo de haste de
5 e alga de 4, sao penalizados. Por fim, favorece-se candidatos com pareamento de bases mais fraco
na regido 3’ terminal (posi¢des 15-20), sendo a pontuagdo maxima para aquelas totalmente compostas
por A ou T, reduzindo-se rapidamente se houver predominancia de G/C.
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O siDirect permite a personalizagdo dos parametros e selecionamos eles conforme descrito na
literatura para desenho de shRNA e o protocolo da Addgene(https://www.addgene.org/protocols/plko/)
relativo ao sistema pLKO.1, utilizado como vetor lentiviral para transdugédo de células humanas e de
mamiferos’®. Com esse algoritmo editamos o parametro para um conteddo GC entre 30% e 60%,
excluimos qualquer sequéncia-alvo com mais de 4 nucleotideos T em tandem, visto que funciona
como sinal de parada para RNA Pol Ill. Além disso, o siDirect apresenta trés métodos diferenciais de
selecado de alvos. O método Ui-Tei et.al que prefere alvos iniciados em GC, com as 7 ultimas bases
préximas a extremidade 3' com altas frequéncias de AU®. O método Reynolds et.al que delimita a Tm
dos alvos em menos de 20°C e enriquece os alvos com AU nas cinco Ultimas bases, além de
selecionar candidatos com um U na base em posi¢do mediana da sequéncia'®. E por ultimo, o método
Amarzguioui et.al que é o menos restritivo apenas relutando excluindo candidatos U e G nas
extremidades finais".

Dessa forma, conseguimos prever alvos no transcrito TCF4-201, observando quais exons e
posicdes da sequéncia apresentam a maior frequéncia de alvos preditos, além de demonstrar quais
regides contém mais alvos e aquelas que nao séo tao vantajosas para predigdo de alvos. Além disso,
foram selecionados alvos para darem origem aos oligos shRNA que passaram pelo processo de
clonagem. Os oligos foram desenhados seguindo os protocolos do sistema pLKO.1 para formacgao de
heteroduplex-inserto competente para a clonagem e formagao dos vetores. Os clones gerados foram
sequenciados para confirmacgao do inserto via sequenciamento Sanger.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O transcrito TCF4-201 (isoforma a; TCF4-B+; NCBI: NM_001083962.2) é resultado de um
processo de splicing com 20 exons, tendo um tamanho total de 8.041 bases com o exon 20 sendo o
maior, com 5846 bases, ou seja, em torno de 72,2% das bases. Dentro do banco de dados do NCBI
existem 46 transcritos anotados e revisados para o gene TCF4 (Gene ID:6925). Analisamos o
transcrito por meio ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) observamos que a ORF que
traduz-se na isoforma a (TCF4-B+) nesse transcrito se estende entre a posicao 176 até a 2191.
Referente as analises de previsdo de alvos no transcrito, observamos que a ferramenta do GPP
selecionou com maior frequéncia alvos candidatos no exon 20, especificamente no intervalo da
sequéncia entre a posicao 4401 e 4500. Além disso, observamos que o algoritmo da GPP nao
selecionou alvos candidatos nos exons 4, 5, 6, 12, 13, 16 e 18 do transcrito (Figura 2.a). As previsdes
com o siDirect foram diferentes, tendo uma preferéncia geral, os trés métodos, pelo exon 17 do
transcrito (Figura 2.b-d).
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Figura 2 - Frequéncia de alvos encontrados ao longo da sequéncia do transcrito TCF4-201. (a) Grafico representa o numero de
candidatos em cada um dos 19 primeiros exons do transcrito seguindo o algoritmo da ferramenta para alvos shRNA do GPP. (b) Frequéncia
relativa dos alvos encontrados nos 19 primeiros exons do transcrito segundo a ferramenta siDirect levando em conta os trés métodos de
selegdo de candidatos disponiveis. (c-d) S&o os alvos presentes no exon 20, subdividido em intervalos de aproximadamente 100 bases,
sendo os numeros marcados na horizontal a primeira posi¢éo de cada intervalo.
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Escolhemos trés alvos e desenhamos oligos para a formacdo de um inserto shRNA para o
sistema pLKO.1. Dois alvos tém sequéncias alvos no exon 17 e um alvo tem sua sequéncia como
parte do exon 18 (Tabela 1). Acreditamos que os trés sdo sequéncias alvos competentes, uma vez que
todos apresentam 3 ou mais malpareamentos com sequéncias nao correlacionadas, reduzindo o
efeito off-target do sistema, além de estarem de acordo com todos os outros requisitos do sistema,
tendo %GC entre 30%-60%, estdo posicionados a mais de 25 bp do cédon ATG da fase de leitura da
ORF, nao apresentam nucleotideos T em tandem e extremidade 3’ apresentasse baixa
probabilidade de formacao de pontes intracadeia pela presenga de T ou A entre as posi¢des

15-19.
(] sewies [wled o] FE [e]
shv 1 CAC GAA ATC TTC GAA GGA CAA 21 | 048 | 100 1743-1765 17
shv 4 GAA AGG AAT CTG AAT CCG AAA 21 | 038 | 100 2045-2067 18
shv 6 TAG GTC AAG ATC ATG CAA TAA 21 | 033 | 100 1803-1825 17
-) CAA CAA GAT GAA GAG CAC CAA 21 | 043 | 619 N/A N/A

Tabela 1 - Alvos (21-mers) escolhidos e previstos para knockdown via shRNA.

Dentre os vetores clonados com os alvos escolhidos, foi possivel sequenciar e obter um clone
shV4 positivo para a presencga correta do inserto e que sera utilizado em experimentos para avaliagao
de sua eficacia em culturas in vitro de NPCs (Figura 3).
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Figura 3 - Resultados do sequenciamento Sanger voltado para a validagao do vetor shV4 que tem como alvo uma sequéncia do
exon 18. (a) Regido alvo do primer de sequenciamento selecionado para anelar com uma regido terminal do promotor hU6. (b)
Eletroferograma como resultado do sequenciamento do clone 0-V4, um clone que apresenta o um vetor com inserto shRNA positivo na
posigao correta downstream ao promotor.
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CONCLUSOES:

Os resultados deste estudo mostram a criagdo de um vetor plasmidial para o knockdown do
gene TCF4, demonstrando-se um ferramenta experimental que podera ser muito vantajosa para o
estudo do papel da expressao do TCF4 em modelos in vitro. Além disso, foi possivel observar o
comportamento de duas importantes de predigdo de alvos para sistemas siRNA/shRNA frente ao
transcrito TCF4-201. O clone shV4 esta armazenado no laboratério e sera usado em experimentos
para o knockdown do gene TCF4, visando a posi¢cao 2045-2067 do transcrito TCF4-201 (Figura 04).
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Figura 04 - Fluxo de trabalho para producgéo lentiviral usando o clone shV4 engenhado no estudo - (a) Os plasmideos shV4, pMD2.G e
psPAX.2 sado transfectados em células HEK293. (b) A produgdo de particulas lentivirais permite a transdugdo das NPCs. (c) Apds a
transdugao e selegdo com puromicina, busca-se o knockdown da expressao de TCF4.
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