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Expressao induzivel de complexo Cas9-RNAg como
mecanismo de combate ao BoHV-1

Inducible expression of Cas9-gRNA complex as a defense
system against BoHV-1

RESUMO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) gera elevados prejuizos na produtividade de rebanhos
bovinos. A infecg¢do por esse tipo de virus causa a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e
leva ao comprometimento dos tratos respiratorio, reprodutivo e nervoso dos animais, além
de ocasionar abortos e reduzir a taxa de fertilidade. A erradicagdo do BoHV-1 ndo é
esperada uma vez que o mesmo se encontra disseminado em todo o mundo. A utilizagdo
de técnicas da biologia molecular moderna apresenta-se como potencial forma de combate
a propagacao desse tipo de virus. Este estudo objetivou desenvolver um mecanismo de
combate ao BoHV-1 através de um sistema de expressao induzivel por tetraciclina do
complexo Cas9-RNAg. Assim, projetou-se o vetor molecular e o fragmento para
recombinacdo homadloga adequados para a modificagdo mediada por CRISPR (Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats), considerando potenciais clivagens off-
target e a eficacia do sistema de combate ao virus.

PALAVRAS-CHAVE: Engenharia genética. Biotecnologia. Herpesvirus.
ABSTRACT

Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) causes high losses in cattle productivity. The infection
of BoHV-1 causes infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and leads to deterioration of the
respiratory, reproductive and nervous tracts of the animals, in addition to causing abortions
and reduced fertility rate. The eradication of BoHV-1 infections is not expected since it is
spread worldwide. The application of modern molecular biology techniques is a potential
way to fight against this type of virus. Here, we aimed to develop an antiviral mechanism
against BoHV-1 through a tetracycline inducible expression system of Cas9-gRNA complex.
Hence we designed the appropriate molecular vector and the homologous recombination
fragment for the CRISPR-mediated (Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) modification considering potential off-target effects and the efficacy of the
antiviral system.

KEYWORDS: Genetic engineering. Biotechnology. Herpesvirus.
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INTRODUGCAO

O BoHV-1 é um agente etioldégico responsdvel por grandes prejuizos em
rebanhos de bovinos utilizados para fins comerciais (MELO; RAMOS; LEITE, 2012).
Esse virus causa o comprometimento dos tratos respiratdrio, reprodutivo e
nervoso, estando relacionado a diversas condi¢des clinicas (TAKIUCHI; ALFIERI;
ALFIERI, 2004).

Infecgdes por BoHV-1 estdo ligadas a duas doengas de grande importancia
econdmica: a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e a vulvovaginite/balanopostite
pustular infecciosa (IPV/IPB). No entanto, o BoHV-1 também ¢é associado com
diversas outras condi¢Ges, como a encefalite (MARIN et al., 2020).

O BoHV-1 encontra-se altamente disseminado em diversos paises e, apesar da
existéncia de vacinas, ndo é esperada a erradicagdao de sua presenga em um curto
prazo de tempo, sendo o seu combate, portanto, altamente necessario (ALVES et
al., 2019). A transmissdo do BoHV-1 ocorre pelo contato com fluidos de animais
contaminados, tais como: secre¢des, anexos fetais, sémen e inalagdo de aerossois.
Uma vez contaminado, a infec¢do ndo tem cura e o animal se torna um
reservatdrio permanente de BoHV-1, apenas apresentando quadros de laténcia de
sintomas (LEVINGS; ROTH, 2013).

Atualmente, sdo encontrados diferentes tipos de vacina contra o BoHV-1 no
mercado, tais como: vacinas com virus inativado, atenuado, recombinante e com
marcadores. Apesar disso, no Brasil, apenas as vacinas com virus inativado e
atenuado termossensivel sdo comercializadas (COSTA et al., 2017).

Estudos demonstram que as vacinas com o BoHV-1 inativado e atenuado
previnem os sintomas clinicos e a libera¢do do virus, no entanto, podem nao tornar
0s animais vacinados imunes a infeccdo. As vacinas inativadas usualmente
apresentam baixa imunogenicidade, enquanto que as vacinas atenuadas geram a
possiblidade de estabelecimento de infec¢do latente e, portanto, o uso desse tipo
de vacina apresenta restricdes (JONES; DA SILVA; SINANI, 2011; ZHAO; XI, 2011).

A utilizacdo de técnicas da engenharia genética tem se mostrado um potencial
método para o desenvolvimento de mecanismos de combate a diferentes tipos de
virus. A ferramenta de edicdo genética CRISPR-Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) tem sido aplicada com sucesso para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes e outros sistemas de combate a
doencgas virais, gerando novas perspectivas de aplicagdes terapéuticas (CHANG et
al., 2019; KOUJAH; SHUKLA; NAQVI, 2019).

Uma possivel forma de combate ao BoHV-1 é a expressao da enzima Cas9 e
de um RNAg pela prépria célula hospedeira do virus, podendo atingir, dessa forma,
todas as células em que o virus se encontra alojado. Estudos demonstram que a
expressao da enzima Cas9 de maneira constitutiva em linhagens de camundongos
nao provocou alteragdes nos animais (PLATT et al., 2014).

De modo a evitar um gasto de energia desnecessario em células ndo
infectadas e reduzir as chances de clivagens indesejadas (off-targets), a expressao
da enzima Cas9 pode ser controlada. A partir da utilizacdo de uma sequéncia
promotora induzivel é possivel controlar a expressdo de um gene por fatores
externos, sendo o promotor controlado pela presenca de tetraciclina é um
exemplo funcional deste método. Utilizando este tipo de promotor, a expressao
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da proteina condicionado por ele ocorrerd em todas as células em que houver a
presenca da tetraciclina no seu interior (GOSSEN; BUJARD, 1992).

A ferramenta CRISPR-Cas9 pode ser utilizada para a realizacdo de um knock-
in em fibroblastos bovinos, promovendo a inser¢cdo do gene da enzima Cas9
acoplado a um ativador sensivel a tetraciclina e de uma sequéncia de um gene
essencial para o BoHV-1, responsavel por dar origem ao RNAg. Essa modificacao
potencialmente da origem a um mecanismo de combate a infec¢des causadas pelo
virus e pode servir como base para posterior desenvolvimento de mecanismo de
combate a outros tipos de virus.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo desenvolver um mecanismo
de combate ao BoHV-1 através de um sistema de expressao induzivel do complexo
Cas9-RNAg ativada por promotor de resposta a tetraciclina.

MATERIAL E METODOS

A regido alvo para realizagao do knock-in no genoma bovino foi selecionada
com base na literatura, considerando os potenciais efeitos sinergéticos da inser¢ao
de novas sequéncias em um genoma e as possiveis clivagens off-target geradas
pela utilizagdo do sistema CRISPR-Cas9, os quais podem gerar consequéncias
indesejdveis as células modificadas, como a inducdo de mutacdes inesperadas.

Quanto ao vetor molecular, foi definida a utilizacdo do plasmideo pX330
spCas9-mSA (GU; POSFAI; ROSSANT, 2018) para a expressao conjunta da enzima
Cas9 e do RNAg para clivagem do DNA bovino, na posicdo onde posteriormente
serd inserido o gene da Cas9 e o RNAg para o genoma viral. Para a obtencdo da
sequéncia do RNAg para clivar o DNA bovino foram desenvolvidos primers com
extremidades adaptadoras, visando amplificar a regido no genoma bovino para
posterior digestdo com enzimas de restricdo e insercdo na sequéncia do
plasmideo.

A defini¢do do alvo do sistema de combate ao BoHV-1 foi feita considerando
gue a clivagem na posicao escolhida deve levar a inativacdo do virus e, portanto,
deve ocorrer em uma regido do genoma considerada essencial para sua
viabilidade. Dessa forma, a predilecao do alvo do RNAg utilizou os resultados de
Robinson et al. (2008) sobre os genes essenciais e ndao essenciais do BoHV-1.

A montagem da sequéncia do fragmento molde foi realizada a partir de
sequéncias do genoma bovino e de diferentes plasmideos. Foram desenvolvidos
primers a partir do genoma completo da espécie Bos taurus, disponivel na
plataforma GenBank (ID: 82), para amplificar as sequéncias dos bracos de
homologia do fragmento molde, correspondentes a 500 pares de base (pb)
localizados antes e apds o local de clivagem no genoma bovino. As sequéncias
correspondentes ao cassete de expressdo da Cas9 e do RNAg foram obtidas no
mapa do plasmideo usado como base do vetor molecular. As sequéncias dos
elementos responsaveis pelo sistema de ativagdo por tetraciclina da expressdo da
Cas9 foram obtidas no plasmideo pCW57.1 (ABDISALAAM et al., 2020).

ATIVIDADES PROGAMADAS PARA A PROXIMA FASE DO PROJETO
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Devido a crise sanitdria global causada pela pandemia de Covid-19, parte das
atividades do trabalho ndo puderam ser realizadas. Tais atividades, descritas nos
proximos paragrafos, seriam realizadas no Laboratério do Prof. Dr. Marcelo
Demarchi Goissis da Universidade de S3o Paulo durante estagio supervisionado,
no entanto, o adiamento foi necessario tendo em vista o cenario atual.

O vetor molecular plasmidial serd gerado a partir da insercao da sequéncia do
RNAg para clivagem do genoma bovino, obtido através da amplificagdo por PCR do
fragmento usando os primers previamente definidos, na sequéncia do plasmideo
pX330 spCas9-mSA. Esse processo ocorrera através da digestdo com enzimas de
restricdo, ligacdo dos fragmentos e clonagem do vetor em bactérias Escherichia
coli.

Da mesma maneira, os fragmentos de sequéncia que dardo origem ao molde
para recombinacdo homodloga serdo amplificados, adaptados e unidos,
promovendo a obtenc¢do da sequéncia adequada para a realizagao do knock-in. O
vetor molecular e o fragmento molde obtido serdo submetidos ao processo de
sequenciamento para confirmacao de cada etapa da clonagem.

O material genético necessario para criagao do sistema de combate ao BoHV-
1serainserido em células de fibroblastos bovinos, previamente cultivadas in vitro,
utilizando o processo de lipofecgdo. Para isso, serd utilizado o reagente
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, California, EUA), conforme protocolo
disponibilizado pelo fornecedor.

A confirmacdo da inser¢do do fragmento na regido alvo sera realizada a partir
da amplificacdo do genoma das células modificas e posterior sequenciamento. Ja
a eficacia do sistema em clivar a sequéncia viral apds ativagao sera feita através da
co-transfeccdo de plasmideos contendo a sequéncia viral nos fibroblastos
modificados. A sequéncia alvo do mecanismo se encontra entre uma regido
promotora e um gene de uma proteina florescente, a qual ndo serd expressa no
caso de clivagem da sequéncia viral.

RESULTADOS E DISCUSSAO

LOCAL DE INSERCAO DO KNOCK-IN NO GENOMA BOVINO

O locus alvo da insercdo escolhido foi uma regido intergénica, localizada no
cromossomo 25, com 561 pb, representado na Figura 1.

Figura 1 — Localizacdo do alvo da clivagem no cromossomo 25 da espécie Bos taurus

Alvo da
FSCN 1 clivagem ACTB

—— (e : =

40,58 kb 7,57 kb

Fonte: Autoria prépria (2019).
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Essa regido encontra-se entre os genes FSCN1 (Fascin actin-bundling protein
1) e o gene da beta-actina (ACTB), sendo altamente conservada tanto no DNA
humano quanto no bovino e no murino. Gao et al. (2017) utilizou essa regido para
realizar um knock-in no genoma bovino, mediado por diferentes variacdes do
sistema CRISPR-Cas. O estudo em questdo realizou a inser¢do, com eficiéncia e
reduzidos off-targets, do gene NRAMP1 (Natural Resistance Associated
Macrophage Protein 1) em fibroblastos bovinos, que demonstraram um aumento
de sua resisténcia a tuberculose. Através desses dados, foi definido o RNAg para
clivagem do DNA do presente estudo, visto na Figura 2.

Figura 2 —RNAg alinhado ao local de clivagem no genoma bovino

3’ ggtgtatcccgtggaaacag 5" RNAg

5’ gtcctccacatagggcacctttgtc 37
i 1

i 1 3
T T T T T

3’ caggaggtgtatcccgtggaaacag 57’

-

PAM

Cromossomo 25

Fonte: Autoria prépria (2020).

A escolha do RNAg baseou-se nos resultados de Gao (2017), os quais definiram
a eficiéncia de clivagem e os efeitos off-target de diferentes alvos para clivagem
na regido da Figura 1, elegendo o RNAg visto na Figura 2, que corresponde as
posicdes 38791496 até 28791515 (20pb) do cromossomo 25 da espécie Bos taurus,
como o mais seguro e eficiente dentre os analisados.

VETOR MOLECULAR

O plasmideo pX330 spCas9-mSA, foi definido como vetor molecular para a
entrega do material genético necessario para a clivagem do DNA bovino na posi¢cao
desejada. O plasmideo escolhido conta com a estrutura para expressao da enzima
Cas9 e da parte estrutural do RNAg, responsavel por se acoplar a enzima, havendo
necessidade de insercdo da sequéncia do RNAg que determinara o alvo da
clivagem, utilizando a endonuclease Bbsl.

Por conta disso, para amplificar a regido do genoma bovino correspondente
ao RNAg de modo a possibilitar sua ligacdo ao plasmideo na posicdo adequada, foi
necessario desenvolver extremidades adaptadoras para inserir o sitio de restricdo
da enzima Bbsl.

A amplificacdo da sequéncia com as extremidades adaptadoras permite sua
ligacdo ao plasmideo através de processo de digestdo utilizando a enzima de
restricdo e posterior juncdo das sequéncias utilizando a enzima DNA ligase. Essa
ligacdo ocorre entre uma regido promotora e a parte estrutural do RNAg, fazendo
com que a sequéncia amplificada se torne a parte do RNAg que indica o local de
clivagem.

SEQUENCIA-ALVO DO RNA GUIA NO GENOMA VIRAL

Os genes essenciais e ndo essenciais para a replicagdo do BoHV-1 foram
definidos por Robinson et al. (2008) usando um sistema de insercdo mutagénica
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aleatdria para avaliacdo do efeito da interrupcao de cada gene. Os resultados
mostraram que clones mutantes que possuiam a interrupgdo de certos genes
apresentavam total incapacidade de replicacdo, tendo seu genoma nao detectado
em células controladamente infectadas pelos mesmos. Dentre esses genes, o
denominado UL52 foi o escolhido como alvo do sistema de combate ao BoHV-1.

O gene UL52 corresponde a uma subunidade do complexo enzimdtico
helicase-primase presente em diferentes virus da mesma familia do BoHV-1. Este
complexo enzimatico estd diretamente ligado ao processo de replicagao viral nas
células, o que caracteriza a definicdo do UL52 como gene essencial (COLLOT et al.,
2016). No genoma do BoHV-1 (GenBank ID: 4781) essa regido corresponde a uma
sequéncia de 5589pb localizada entre as posi¢ées 1649 e 7237 pb.

Utilizando a ferramenta para design de RNAg (ATUM) foram elencados
diferentes alvos para clivagem na regido do gene UL52. Considerando os potenciais
efeitos de clivagens off-target no genoma bovino pelo préprio mecanismo de
combate ao BoHV-1 e a posi¢do da clivagem no gene viral, a sequéncia-alvo do
mecanismo de combate foi definida (Figura 3).

A sequéncia definida corresponde a posi¢do 2168 na sequéncia do gene UL52,
sendo assim, sua utilizagdo como RNAg promove a clivagem em uma posi¢ao
considerada essencial do genoma viral. Utilizando a ferramenta BLASTn, a
sequéncia da Figura 3 ndo demonstrou possuir um correspondente homélogo
exato no genoma bovino, minimizando possiveis clivagens no genoma da propria
célula portadora do sistema de combate ao BoHV-1.

Figura 3 — RNAg alinhado ao local de clivagem no genoma viral

PAM
5" 37
GTCCCAGCCCGCGTCGCGGTCGGGC
} + | b } + Gene UL52

3’” CAGGGTCGGGCGCAGCGCCAGCCCG 57

57 GTCCCAGCCCGCGTCGCGGT 3’ RNAg

Fonte: Autoria prépria (2020).

FRAGMENTO PARA RECOMBINACAO HOMOLOGA

A Figura 4 representa a disposicao dos elementos do sistema de combate ao
BoHV-1 no fragmento que servird de molde para a realizacdo do knock-in por
recombinacdo homdéloga.

Figura 4 — Mapa do fragmento molde para recombinagdo homologa.

=) =)

Bagode pTA TA  TRE pCAG  spCasd p2A EGFP DGH  pyg pyag  Bragode
homologia poliA homologia

esquerdo direito

Fonte: Autoria propria (2020).

Péagina | 6



£ g 8 5 OQ X Seminario de Extens&o e Inovagao
\ XXV Seminério de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica r PR
SICI TE 23 a 27 de Novembro I To'edo . PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

A montagem do fragmento deu-se através da juncdo de sequéncias obtidas
em diferentes plasmideos com o RNAg para clivagem do genoma viral e as regidoes
de homologia com o genoma bovino. Os bragos de homologia foram obtidos na
plataforma GenBank, a partir do genoma completo da espécie Bos taurus. A
eficiéncia da insercdo da sequéncia desejada no genoma esta intrinsicamente
ligada as regides dos bracos de homologia, pois estes sdo responsdveis pelo
reconhecimento da sequéncia molde como parte do genoma, induzindo, dessa
maneira, o mecanismo de reparo de DNA por recombina¢do homoéloga (HE; LI;
FENG, 2018).

O sistema de ativagdo de expressdo por tetraciclina baseia-se na expressao
constitutiva de uma proteina (rtTA) capaz de se ligar a sequéncia do elemento de
resposta a tetraciclina (TRE) e, através disso, promover a expressdo do gene
localizado apds a sequéncia TRE. No entanto, a capacidade de ligagao da rtTA
depende diretamente da presencga da tetraciclina ou seus derivados, substancias
pelas quais a proteina apresenta alta afinidade (BORTESI et al., 2012; WEYLER,;
MORSCHHAUSER, 2012). Sendo assim, na auséncia desses antibidticos, o TRE ndo
serd estimulado por ligagdo, impedindo a expressdo da Cas9, agindo como um
mecanismo de controle da expressao.

O gene da Cas9 encontra-se ligado ao gene de uma proteina verde
fluorescente (EGFP) que sera utilizada como indicador de expressao. Esses genes
encontram-se separados por uma sequéncia de autoclivagem (p2A), a qual
promove a geragao de duas proteinas, correspondentes a cada gene, a partir de
um unico RNA mensageiro gerado pela transcricdao do fragmento. Este segmento
é finalizado pela sequéncia bGHpoliA, elemento que permite a estabilizacdo e
traducdo do RNA mensageiro.

Além disso, o fragmento também conta com um promotor de expressao
constitutiva (pU6) seguido do RNAg para clivagem do genoma viral. A constante
expressao do RNAg ndo implica em um risco de clivagens off-target, uma vez que
nao havera a presenca constante da enzima Cas9.

CONCLUSAO

O desenvolvimento in silico do vetor molecular e do fragmento molde para
recombinacdo homdloga é de grande relevancia aos estudos de biologia molecular
no que diz respeito a novas aplicagcdes da ferramenta CRISPR-Cas9. A utilizacdo
pratica dos elementos desenvolvidos poderd comprovar a funcionalidade da
insercdo do mecanismo nas células bovinas e sua eficacia para eliminar a presenca
do BoHV-1.

Além disso, o tipo de sistema proposto no trabalho abre espaco para ampla
exploracdo da geracdo sistemas utilizando a Cas9 para combate de doencas virais,
haja visto que o alvo do RNAg pode ser alterado de maneira simples, mantendo o
restante dos elementos do sistema.
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