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1) RESUMO DO PROJETO INICIAL

Este projeto possui dois objetivos principais. O primeiro é treinar o candidato a bolsa em técnicas basicas
de biologia celular e molecular. O segundo obijetivo é realizar as clonagens de dois novos candidatos a
elementos cis-regulatérios que, potencialmente, podem estar envolvidos com a patogénese da COVID-19.
Tais elementos foram preditos em um projeto em andamento do nosso grupo de pesquisa. Apds a realizagao
das clonagens, os constructos, incluindo controles, serdo transfectados em células LX-2 e HepG2 para
verificar se as sequéncias preditas podem modular transcricao génica in vitro, o que sera medido por meio

de luminescéncia (gene repoérter luciferase).

2) JUSTIFICATIVA E PROPOSIGCAO

Embora no projeto em andamento financiado pela FAPESP o objetivo seja estudar apenas uma regiao
candidata a elemento cis-regulatério (enhancer) com o decorrer do projeto nds levantamos dados que
sugerem que outras regides que estdo proximas a regido que esta sendo estudada, possuem variantes
genéticas previamente associadas as doengas tromboembdlicas e foram também associadas a COVID-19

severa.

Um dos experimentos para validagcdo de candidatos a elementos cis-regulatorios é a clonagem deste
elemento em vetores com gene reporter da luciferase. De forma que o objetivo € verificar se determinada

sequéncia € capaz de modular transcrigdo génica.

Portanto, este projeto tem dois principais objetivos:
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a) Em um primeiro momento sera realizado um treinamento do candidato a bolsa em técnicas basicas
de biologia celular e molecular (PCR, eletroforese, clonagem, sequenciamento), junto a pés-graduandos que

estdo desenvolvendo o projeto principal citado acima.

b) Padronizar e executar a clonagem de dois dos novos candidatos a elementos cis-regulatérios do
projeto em questdo que esta sendo desenvolvido. Posteriormente, testar se estes dois candidatos podem

modular transcri¢cao, o que sera realizado por meio de transfeccao dos constructos em células HepG2e LX2.

3) ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO SEGUNDO SEMESTRE DE BOLSA

3.1) Clonagem Seq8

ApGs a primeira sequéncia Seq3 ser clonada no primeiro semestre do projeto, iniciou-se a clonagem da
segunda sequéncia, Seg8, planejada para ser testada em ensaio de luciferase repérter. A sequéncia Seq8
(chr9:136147280-136147855) que contém a variante genética rs660340 previamente associada a niveis de
fatores envolvidos no processo de coagulacdo e também ja associado a COVID-19 severa, foi sintetizada
com a adicao das bases CTCGAG na extremidade 5 e das bases e AGATCT na extremidade 3’, e em
seguida foi clonada nos sitios Bglll e Xhol em vetor pGL3 promoter. Para a confirmacdo da sequéncia
clonada, os constructos inicialmente foram digeridos (BamH1 e Hindlll), em que se observou o padrdo de
bandas com tamanho esperado (Figura 1). Em seguida o constructo clonado foi confirmado por meio de
sequenciamento sanger utilizando-se o primer 5’- CTAGCAAAATAGGCTGTCCC - 3’ para a checagem da

sequéncia com a variante genética esperada.

pGL3P_ABO_Seq_8

_ Marcador

DL5000

Plasmideo
_ digerido

por Bglll e
Xhol

bp

_ Plasmideo
néo
cortado

5000
3000
-2000

1000 BN

750

Comprimento do Gene | 589bp

250

vetor de Clonagem PGL3-promoter

100 Estratégia de Clonagem | Xhol e Bglll

1.2%Aaqarose 1xTAE Buffer

ATB Ampicilina

Figura 1. Figura de um gel de eletroforese com o controle da digestédo

do constructo Seg8 clonado em plasmideo pGL3 promoter.

3.2) Padronizag&o e execucdo do ensaio de Luciferase
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A transfeccdo foi padronizada inicialmente utilizando-se o plasmideo pEGFP, testando-se dois kits de
transfeccdo: FUGENE® 6 Transfection Reagent (Cat. E2691 — da Promega), e Lipofectamina 3000
(Invitrogen L3000001). Os volumes recomendados de acordo com os kits foram adaptados
proporcionalmente para uma placa de 24 pocos. Plaqueando-se 1x105 células/poco, e variando o meio
presente no pocgo pré-transfeccao (troca do meio 2 horas antes), DMEM (+10% FBS, sem antibi6tico) ou
Opti-MEM (sem antibiético).

Com o kit de transfeccdo da Promega, foram testadas trés diferentes concentracbes do agente de
transfeccdo em relacdo a quantidade de DNA (FUGENE6® Transfection Reagent: DNA), 1,5:1, 3:1 e 6:1,
todas com volume final de 25 uL e utilizando Opti-MEM como veiculo. As trés concentragdes obtiveram
transfeccao, porém nenhuma com uma cobertura maior que ~ 10% do poco. Ja com o kit de Lipofectamina
da Invitrogen, foram testados dois volumes de agente de transfeccado, 0,75 uL e 1,5 uL de Lipofectamina
3000, também utilizando Opti-MEM como veiculo. Notou-se também que ambas as concentracdes de
lipofectamina obtiveram quantidades parecidas de transfeccédo, sendo que aproximadamente 20% das
células nos pocos estavam transfectadas. Foi entdo definido utilizar-se o kit de Lipofectamina 3000 da
Invitrogen, com um volume de 0,75 uL por transfeccéo para as futuras transfec¢des. Adicionalmente, notou-
se que o0s po¢cos com DMEM mantiveram mais células vivas do que os pocos com Opti-MEM, portanto, todas
as trocas de meio pré-transfeccéo foram feitas com o meio apropriado para o tipo de célula com 10% FBS

e sem antibioticos.

Para definir a quantidade de células para o ensaio foram realizados experimentos, sendo o primeiro para
HepG2 testando quantidade de 100.000, 150.000 e 200.000 células. Foi observado que quanto menor o
numero de células, maior era a eficiéncia de transfec¢éo. Depois foi experimentado para HepG2 e LX-2 as
guantidades de 20.000 e 50.000 células. Observou-se que com 20.000 células ndo se obteve transfeccao
muito eficiente, mas com 50.000 células houve uma quantidade de transfeccdo que consideramos
adequado. Assim foi definido o uso de 50.000 células por poco para plaqueamento em uma placa de 24

pOCOS.

Figura 2. Transfecg¢ido de 10ng de plasmideo GFP +
Lipofectamina 3.000 em placas de 24 poc¢os com células
HepG2. Fotomicrografia realizada 24 hs apds transfecgao.

3.3) Ensaio de Luciferase

Ap6s definido os primeiros pardmetros do protocolo para o ensaio, realizou-se entdo uma padronizagdo com

plasmideos que expressam Luciferase. Foram feitos testes em HepG2 e LX-2, 50.000 células/poco, e foram
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utilizadas massas de 10 ng e 50 ng de plasmideos pGL3, inicialmente com uma proporcao 1:1 de plasmideo
com luciferase Firefly e plasmideo com luciferase Renilla pRL-SV40 (Firefly:Renilla = 1:1). Notou-se que
quantidades excessivas de Renilla podem mascarar o efeito da luciferase Firefly nos plasmideos pGL3.

Em seguida, testamos diferentes razdes de Firefly:Renilla, a fim de diminuir ainda mais o sinal de Renilla,
porém ainda manté-lo presente para normalizacdo. Testamos razfes 10:1 e 20:1, variando a quantidade
dos plasmideos pGL3 entre 10 ng e 50 ng. Como esperado, houve maior expressao de luciferase Firefly em
pocos com 50 ng de plasmideo Firefly, e uma menor expresséo de Renilla nos pogos com a razéo 20:1.

Finalmente, testamos uma quarta razdo, de 100:1 de Firefly:Renilla, e os resultados para normalizagéo
ficaram melhores. Os sinais de luciferase Firefly estavam bem enriquecidos, e os de Renilla se mantiveram

numa margem boa entre pogos, assim economizando material.

Ap0s a padronizacao, células hepaticas humanas HepG2 e LX-2 foram transfectadas separadamente com
50ng de cada um dos plasmideos (ABO_seq3 a ABO_seq8) por poco, e com plasmideo pRL-SV40, com
uma razao Firefly:Renilla de 100:1. A luminescéncia foi medida 24 h apés a realizacdo das transfeccgées,
utilizando-se do kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega E1910) e um leitor de microplacas
(Veritas Luminometer - Promega). Todas as amostras foram testadas em triplicata. Como controle negativo

utilizou-se o plasmideo pGL3 promoter (vetor vazio).

O ensaio de luciferase demonstrou que as sequéncias Seq3 e Seq8 apresentaram diminui¢do da atividade
de expressdo de luciferase (p>0,05) quando transfectadas em células LX-2. No entanto, as mesmas

sequéncias ndo apresentaram diminuicdo estatisticamente significante de luciferase em células HepG2.
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Figura 3. Graficos representativos dos resultados obtidos do ensaio de luciferase para as sequéncias Seq3
e Seq8 em pGL3 quando transfectadas em células LX-2 ou células HepG2. As sequéncias Seq3 e Seq8
apresentaram diminui¢do da atividade de expressao de luciferase (p>0,05) quando transfectadas em células
LX-2.
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4) CONCLUSAO

Embora este projeto seja apenas parte de um projeto maior onde diferentes candidatos (com diferentes
tamanhos e variantes genéticas) estdo sendo testados enquanto moduladores de atividade de expresséo
génica, os resultados aqui obtidos demonstraram que as sequéncias Seq3 e Seq8 podem modular a
expressao génica em células LX-2. Durante o periodo da pesquisa, o aluno recebeu treinamento em técnicas

basicas de biologia celular e molecular (PCR, eletroforese, clonagem, sequenciamento).
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