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Resumo

Camargo JA. Edicdo genémica com CRISPR/Cas9 para avaliacido do papel da
MMP9 e seu regulador o microRNA-21 no cédncer de prostata metastatico: Estudo in
vitro e in vivo[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2022.

INTRODUCAO:O Cancer de Préstata (CaP), possui alta prevaléncia e representa
um importante problema de saude, com forte impacto econébmico se considerarmos
o rastreamento, diagndéstico, tratamento e a mortalidade pela doenga. Com o avanco
da metodologia do CRISPR, novas possibilidades se abriram para o entendimento e
controle dos mecanismos de resisténcia celular. A edicado génica pela técnica de
CRISPR-Cas9 ¢é efetiva na corregdo de mutacdes celulares que promovem
resisténcia. O microRNA-21, que atua sobre o gene supressor tumoral RECK e o
oncogene MMP-9, apresenta um papel importante no processo de migracdo e
invasdo das células tumorais para outros tecidos, gerando metastases. Devido a
importancia destas moléculas na carcinogénese, sao necessarias maiores
investigacoes sobre o seu papel no CaP. OBJETIVO:Avaliar o papel da MMP-9 e
seu regulador indireto miR-21 no CaP, com a edicdo génica pela técnica de
CRISPR-Cas9. METODOS: Inicialmente foi feita a insercdo das sequéncias de
RNAs — guia (sgRNA) da MMP9 e miR-21 no plasmideo PX-330. Em seguida, os
plasmideos com os insertos para MMP-9 foram transfectados em linhagens celulares
de CaP DU145 e PC-3M-luc-C6. Foi feita a analise da expressao génica e proteica
da MMP9 por gPCR e Western Blotting, e a imunofluorescéncia. Os genes alvo do
miR-21, incluindo RECK, MARKS, BTG2, PDCD4, as integrinas ITGB1 e ITGBS,
CDH1, BAX e mTOR, foram avaliados por gPCR. Foi feita a citometria de fluxo para
validar a expressao proteica relacionada a apoptose e proliferacao celular, em
células editadas para MMP9 e miR-21, utilizando os marcadores Annexin5 e 7-AAD,
eKi67 respectivamente. Foi feito o ensaio de invasdo com matrigel, e as células
foram analisadas 48 horas ap6s, com microscopia 6tica. O grupo controle consistiu
em células transfectadas com plasmideo PX-330 sem as inser¢cdes de
sgRNA(Scramble). O crescimento tumoral foi avaliado por um sistema de
bioluminescéncia in vivo, apés a injecao de 300 mil células, divididas em grupos,
Scramble, editadas para MMP9 e miR-21 com CRISPR-Cas9 em camundongos
Balb/c Nude. Esses animais foram acompanhados por 14 dias.RESULTADOS: Foi
realizada a padronizacao das técnicas de digestao e insercao dos sgRNAs da MMP9
e miR-21 no plasmideo PX-330, validadas por sequenciamento. ApOs essa etapa,
observamos que as linhagens celulares transfectadas com o plasmideo com
sgRNA1 e 2 para MMP9 apresentaram GFP positivo, 0 que mostra a eficacia da
transfeccdo. As células editadas para miR-21 com CRISPR-Cas9 apresentaram
expressao génica de RECK, MARKS, BTG2, e PDCD4 aumentadas em relagéo ao
grupo Scramble. CDH1 e integrinas ITGB3 e ITGB1 foram aumentadas em células



editadas para MMP9 e miR-21 com CRISPR-Cas9 quando comparado ao
Scramble.O aumento do BAX e a diminuicdo da expressdo de mTOR foram
observados nas células editadas para MMP9 e miR-21 com CRISPR-Cas9
comparacao ao grupo Scramble. Estes resultados foram validados por citometria de
fluxo, mostrando a reducao da proliferacdo e aumento da apoptose em células
editadas para MMP9 e miR-21 com CRISPR-Cas9 quando comparados ao
Scramble. No ensaio de invasao celular, observamos que as células editadas para
MMP9 e miR-21 apresentam taxas de invasao inferiores as do grupo Scramble. Nos
experimentos in vivo, o crescimento tumoral foi significativamente reduzido nos
animais que receberam células editadas com CRISPR-Cas9 para MMP9, quando
comparadas ao Scramble. Nao encontramos diferenca nos animais que receberam
células editadas para miR-21. CONCLUSAO: A edicio génica por CRISPR-Cas9 de
MMP9 e miR-21 em linhagens celulares de CaP metastaticas modula fatores
moleculares que atenuam a proliferacdo e invasao celular e estimulam a apoptose,
possivelmente impedindo a evolugao do tumor.

Descritores: Neoplasias da préstata; MicroRNAs; Metaloproteinase 9 da matriz;
Sistemas CRISPR-Cas; Apoptose; Expressao génica.



Abstract

Camargo JA. CRISPR/Cas9 genomic editing to evaluate the role of MMP9 and
microRNA-21 in metastatic prostate cancer: In vitro and in vivo study[thesis]. “Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Prostate Cancer (PCa) has a high prevalence and represents an
important health problem, with a strong economic impact if we consider screening,
diagnosis, treatment, and mortality from the disease. With the advance of CRISPR
methodology, new possibilities have opened for the understanding and control of
cellular resistance mechanisms. Gene editing by the CRISPR-Cas9 technique is
effective in correcting cellular mutations that promote resistance. The microRNA-21,
which acts on the tumor suppressor gene RECK and the oncogene MMP-9, has an
important role in the process of migration and invasion of tumor cells into other
tissues, generating metastases. Due to the importance of these molecules in
carcinogenesis, further investigations of their role in PCa are needed. OBJECTIVE:
To evaluate the role of MMP-9 and the indirect regulator miR-21 in PCa, with gene
editing by CRISPR-Cas9 technique. METHODS: Initially, insertion of the MMP9 and
miR-21 guide RNAs (sgRNA) sequences into the PX-330 plasmid was performed.
Then, the plasmids with the inserts for MMP-9 were transfected into PCa DU145 and
PC-3M-luc-C6 cell lines. MMP9 gene and protein expression analysis was performed
by qPCR, Western Blotting, and immunofluorescence. The target genes of miR-21,
including RECK, MARKS, BTG2, PDCD4, the integrins ITGB1 and ITGB3, CDH1,
BAX and mTOR, were evaluated by gPCR. Flow cytometry was performed to validate
protein expression related to apoptosis and cell proliferation, in cells edited for MMP9
and miR-21, using the markers Annexin5, 7-AAD andKi67 respectively. Matrigel
invasion assays were performed, and cells were analyzed after 48 hours, with light
microscopy. The control group consisted of cells transfected with plasmid PX-330
without the sgRNA insertions(Scramble). Tumor growth was assessed by an in vivo
bioluminescence system in mice Balb/c Nude. After injection of 300.000 cells, divided
into groups, Scramble, edited for MMP9 and miR-21 with CRISPR-Cas9 These
animals were followed up for 14 days. RESULTS: We standardized the techniques of
digestion and insertion of the sgRNAs of MMP9 and miR-21 into the plasmid PX-330,
validated by sequencing. After this step, we observed that the cell lines transfected
with the plasmid with sgRNA1 and 2 for MMP9 showed positive GFP, which shows
the efficiency of the transfection. Cells edited for miR-21 with CRISPR-Cas9 showed
increased gene expression of RECK, MARKS, BTG2, and PDCD4 compared to the
Scramble group. CDH1 and integrins ITGB3 and ITGB1 were increased in cells
edited for MMP9 and miR-21 with CRISPR-Cas9 when compared to Scramble.
Increased BAX and decreased mTOR gene expression were observed in cells edited
for MMP9 and miR-21 with CRISPR-Cas9 compared to the Scramble group. These
results were validated by flow cytometry, showing reduced proliferation and
increased apoptosis in cells edited for MMP9 and miR-21 with CRISPR-Cas9
compared to Scramble. In the cell invasion assay, we observed that cells edited for



MMP9 and miR-21 have lower invasion rates than the Scramble group. In the in vivo
experiments, tumor growth was significantly reduced in animals that received cells
edited with CRISPR-Cas9 for MMP9 compared to Scramble. We found no difference
in animals that received cells edited for miR-21. CONCLUSION: Gene editing by
CRISPR-Cas9 for MMP9 and miR-21 in metastatic PCa cell lines modulates
molecular factors that attenuate cell proliferation and invasion and stimulate cell
apoptosis, possibly preventing PCa tumor evolution.

Descriptors: Prostatic neoplasms; MicroRNAs; Matrix metalloproteinase 9; CRISPR
— Cas systems; Apoptosis; Gene expression.



1. Introducao



1.1Cancer de Prostata

Dentre as neoplasias maiscomuns no mundo, estd o cancer de prostata
(CaP), classificado como osegundomais frequenteem homens, e a segunda causa
de morte por neoplasia nessa mesma populacao. As estimativas mostram que em
2020, foram diagnosticados 1.414.259 novos casos em todo o mundo, com uma
mortalidade de 6,8%. As maiores taxas foram observadas nos paises da Europa,
América do Norte e Austrélia, ou seja, nas regides mais desenvolvidas.Em relacao a
mortalidade, estimou-se 375.304 casos em todo o mundo, o que corresponde a 52

principal causa de morte entre os homens (Figura 1) (1, 2).

MNumero estimado de novos
casos de cdncer em homens no mundo

Pulméo

§ A GeD {1470

Outros chnceres
3938 086 (h.1%)

Prostata

1 414 750 (L4 1%])

Colorretal
1 O B {10055

Estfago

418 F50 (4 7%}

Estémago
719 523 [7.1%)
Bexiga Figadao

&40 B84 |4 A% B2 10 (4.

Total : 10 065 305

Figura 1. Estimativa de novos casos de cancer no mundoem 2020.Fonte: Globocan
2020.

No Brasil, dados do INCA mostraram que o CaP é o mais comum entre
homens, excluindo os tumores cutadneos. As estimativas demostram 65.840 homens
foram diagnosticados com CaPem 2020.A distribuicdo mostra que nas Regides Sul e

Sudeste concentra-se grande parte da ocorréncia de novos casos, com 96,85/100



mil na Regido Sul, 69,83/100mil na Regido Sudeste, 66,75/100mil na Regido Centro-

Oeste, 56,17/100 mil na Regido Nordeste e 29,41/100 mil na Regido Norte(Figura 2)

(3)

Prostata 65.840 29,2%
Codlon e Reto 20.540 9,17% Homens
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.760 7,9%
Estomago 13.360 5,9%
Cavidade Oral 11.200 5,0%
Esdfago 8.690 3,9%
Bexiga 7.590 3,4%
Linforna ndo Hodgkin 6.580 2,9%
Laringe 6.470 2,9%
Leucemias 5.920 2,6%

* Numeros arredondados para miltiplos de 10

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2020, exceto pele ndao melanoma, segundo o INCA.

O CaP representa um importante problema de saude, com forte impacto
econbmico se considerarmos o0 rastreamento, diagnéstico, tratamento e a
mortalidade pela doenca. As evidéncias apontam que os fatores genéticos e
ambientais possuem um papel relevante na evolugdo da doenca, porém, sao

necessarios mais estudos(4).

Os principais fatores de risco descritos hoje para o CaP sao idade, histéria
familiar e etnia. A maior parte dos casos sao diagnosticados em pacientes com mais
de 65 anos de idade, sendo que apenas 1% dos homens com menos de 50 anos

possuem a doenca (5). A incidéncia e mortalidade aumentam significativamente em



pacientes com idade mais avancada(6). Além disso, foi constatado que pacientes da
raca negra desenvolvem o CaP em uma maior frequéncia,consequentemente com
uma evolu¢do mais agressiva. Histérico familiar, de pai ou irmdo com CaP, aumenta
o risco em 3 a 10 vezes, em relacdo a populagao geral, em pacientes com menos de
60 anos de idade (7). Alguns trabalhos mostraram que fatores exégenos, como dieta
rica em gordura animal, carnes vermelhas, tabagismo e etilismo também s&o fatores
de risco importantes para o desenvolvimento de CaP (8). O excesso de calorias
consumidas juntamente com o sedentarismo, levam ao acumulo de tecido adiposo e
obesidade, produzindo fatores inflamatérios em excesso, e culminando em

inflamacéao subclinica, que pode ser um importante fator de risco para a doenca (9).

Para o rastreamento do CaP, é feito inicialmente o toque retal (TR) e a
dosagem da concentracdo sérica do antigeno prostatico especifico (PSA) (10). A
associacdo desses dois fatores € importante para a possivel indicacdo para a
biépsia, 0 que possibilita uma maior chance de cura e reducdao em 29% da
mortalidade (11). Em relacdo as concentracbes do PSA,os valores ainda sao
controversos. Nao pode ser considerado um marcador especifico do cancer, pois
pode estar alterado em hiperplasia benigna da préstata (HPB), ou prostatites.
Porém, PSA = 2,5ng/mL em homens com mais de 50 anos e = 4,0 ng/mL em

homens acima de 60 anos € indicativo de biépsia (12).

Em casos de elevados niveis de PSA e TR alterado, o Unico método indicado
para o diagnéstico definitvo do CaP €& a bidpsia prostatica guiada pela

ultrassonografia transretal (BTRUS) seguido pelo estudo anatomopatologico (13).

Para a analise da bidpsia,aplica-se a graduacao de Gleason, que classifica o
CaP e avalia o padrdao da arquitetura glandular do tecido e sua relagdo com o

estroma prostatico. O diagndstico final € dado pela soma dos valores dos dois focos



mais representativos da neoplasia, que sera classificada em um escore de 2 a 10.
Tumores com um escore de Gleason 2 a 6 sdo considerados bem diferenciados e
menos agressivos, enquanto o escore de 7 a 10, sdo considerados mais agressivose

mais indiferenciados(14).

Sabe-se que 85% dos casos de CaP sao classificados como Gleason 6 e 7
(14, 15). A maioria dos trabalhos mostra que raramente é feito um diagnéstico de um
tumor com escore de 2 a 5, sendo que na biépsia, a menor graduacao é o Gleason6
(3+3). Sendo assim, a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP) propés

um novo modelo de graduagao que classifica os tumores de 1 a 5 (Figura 3) (16).
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sobrevida livre de recidiva de acordo com a nova graduacao.

A classificacdo em grupos de risco pode ser feita pelo sistema D Amico, o
qual considera as concentragcbes de PSA, o escore de Gleason da biépsia e o
estadiamento clinico. A progressdo da doenca pode estar relacionada ao grau de
diferenciacdo, que pode ser variado, existem tumores de baixo grau que tém
evolucdo indolente enquanto outros possuem alta capacidade de progressao

(Tabela 1) (17, 18).

Tabela 1:Classificacdo de risco para recorréncia, segundo Critérios de
D Amico.

RISCO BAIXO INTERMEDIARIO ALTO
PSA ‘ <10 ng/mL 10-20ng/mL >20 ng/mL
GLEASON ‘ <7 7 8-10

ESTADIO CLINICO ‘ cT1-2a T2b cT2c

A diferenciacao histologica e classificacdo pelo escore de Gleason/ISUP sao
considerados fatores prognédsticos importantes. Os casos mais avancados, foram
associados a alta possibilidade de progressao do CaP com recidiva bioquimica (RB).
Sendo assim, foram publicados diversos trabalhos que mostram os mecanismos
moleculares que esses tipos celulares mais agressivos desenvolveram para

sobrevivéncia e progressao da doenca(19).

Os tratamentos s&o feitos de acordo com o escore de Gleason/ISUP, idade,
estadiamento patoldégico e comorbidades prévias do paciente, que possa trazer
riscos e possiveis efeitos adversos ao tratamento.Deve-se considerar a vigilancia

ativa, nos casos de baixo risco.Para os demais riscos, o tratamento curativo, seja ele



cirurgico, radioterapico é indicado para os casos localizados ou localmente
avancados.O tratamento sistémico, com bloqueio hormonal e quimioterapia €
indicado para os casos metastaticos(20). Margens cirurgicas comprometidas, apés a
prostatectomia radical (PR), esta relacionado com a progressao da doenca e recidiva

bioquimica (21).

Na doenca metastatica, o tratamento consiste na terapia antiandrogénica,
com a castragao clinica ou cirargica, com o intuido de diminuir os niveis séricos de

PSA(22).

1.20 Papel dos microRNAs

Multiplas formas de pequenas moléculas de RNAs estédo relacionadas com a
supressao da tradugdo em eucariotos, como estimulador de uma atividade celular,
inducdo de apoptose, diferenciacao, proliferacdo e até mesmo degradacao de
RNAm(23). Essas pequenas moléculas, conhecidas como microRNAs, quando
maduras sao constituidas por 19 a 30 nucleotideos. Sao transcritos pela enzima
RNA polimerase Il, juntamente com precursores de RNA em forma de grampo,
conectados por uma regido terminal de RNA fita simples (alca). Essas estruturas,
grampo e alca formam uma capa poli A, ligada a regiao 3. Esse é o processo de
sintese dos miRNAs primarios (pri-miRNAs). Ap6s a sintese desse complexo no
ndcleo da célula, ocorre a maturagéao do pri-miRNA em pré-miRNA, o qual sofre a
acao de um microprocessador (Drosha-DGCRS8), enzimas de RNAse-Il, que realizam
o fenédmeno cropping, que € a clivagem da capa do pri-miRNA. O pré-miRNA, com
aproximadamente 70 nucleotideos € transportado para o citoplasma pela enzima

Exportina 5. Uma vez no citoplasma, o pré-miRNA sofre a acdo da enzima Dicer,



que cliva a algca, formando o miRNA duplex, contendo o miRNA maduro e sua fita

complementar de aproximadamente 22 nucleotideos (24). No complexo silenciador
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induzido por RNA (RISC), € montada uma das fitas do complexo duplex de miRNA,
que age sobre o RNA mensageiro alvo, causando o bloqueio da traducdo em
proteina ou sua degradagdo. O mesmo miRNA pode agir em mais de 100 RNAm

alvos com atividades diferentes(Figura 4) (23).
Figura 4. Biogénese dos microRNAs(25).

Até hoje, mais de 1000 sequéncias de miRNAs foram identificadas em
diferentes regides do DNA, como intergénicas ou introns, fazendo parte da fita

codificante ou ndo codificante(23).

Grande parte dos miRNAsforam caracterizadoscomo componentes
moleculares chave em estados normais e patoldgicos das células. Muitos trabalhos

mostraram a importancia destas moléculasna biologia do cancer através do controle



da expressao dos genes alvo facilitando o crescimento tumoral, invasdo e
angiogénese (26). Além disso, os miRNAs podem atuar como supressores tumorais,

inibindo o desenvolvimento tumoral (27).

Dentre os miRNAs que tem como alvo 0s genes supressores tumorais,
chamados de oncomiRs,um dos primeiros miRNAsdetectados em humanos,
altamente regulados em diferentes modelos tumorais € o miR-21(28). Sabe-se que
0s niveis da expressao estao relacionados aos fatores clinico-patoldgicos, sugerindo
que este miRNA pode estar associado a tumores mais agressivos e metastaticos
(29). Em humanos, esta localizado no Cromossomo 170923.2,
(http://atlasgeneticsoncology.org//Genes/MIRN211D44019ch17g23.html),  residente
no décimo intron do gene TMEMA49. Estudos mostraram que o aumento da
expressdo do miR-21 estd associado a diversos modelos tumorais, como
glioblastoma, cancer de pulmao, estbmago, mama, hepatocarcinoma, linfoma e
cancer de prostata (27, 30, 31).Em glioma, foi demonstrado que o miR-21 pode estar
associado ao aumento da expressdao de STAT3 e HIF1-a, mediador celular de
resposta a hipbxia. Estudos recentes mostraram que genes associados a apoptose,
como PDCD4, BCL2 e BTG2 podem ser regulados pelo miR-21, bem

comoMARCKS, que pode regular a adesao e invasao celular (32-34).

Além disso, observou-se que 0 miR-21 pode regular a expressdao de RECK,
que por sua vez, regula MMPs. Sendo assim, a inibicdo de miR-21 diminui a
atividade de MMP in vitro e in vivo em glioma (35).Estudos do nosso grupo
mostraram que o miR-21 pode estar relacionado ao comportamento do CaP, sendo
que sua superexpressao foi associada a recorréncia bioquimica, possivelmente
direcionada ao bloqueio da expressao de RECK, o que promove a invasdo de

células tumorais (36, 37). Porém, ainda hapoucos trabalhos publicados sobre esse



10

assunto, sendo necessaria maior investigacdo sobre esse miRNA em relacao aos

possiveis marcadores moleculares.

1.3 Metaloproteinase da Matriz

A proteina indutora de reversao tumoral, rica em cisteina e com motivos kazal
(RECK), apresenta um papel essencial no desenvolvimento, morfogénese,
remodelagao e estabilizacdo arquitetural de tecidos normais, assim como migragcao e
interacao entre células(38, 39). RECK é conhecido como um supressor de tumor e
metastases, por demostrar um papel crucial na regulacao de invasao e atividade
metastatica de células tumorais(39).A alta expressao de RECK esta positivamente
associada a sobrevida de pacientes com cancer de pulmao, mama, célon, prostata,
entre outros(40-43),sendo que esta proteina regula negativamente as
metaloproteinases de matriz (MMPs), como MMP-1, MMP-2 e MMP-9(44). A baixa
expressdao de RECK esta associada a alta expressdo de MMPs, ou seja, RECK
reduz a atividade de MMPs, que, consequentemente, diminui 0 mecanismo de

invasdo de células tumorais e metastases.

O meio extracelular possui uma grande quantidade de compostos, como
colageno, proteoglicanos e glicoproteinas chamadas fibronectina e laminina, que
fazem parte da matriz extracelular (MEC). Essas proteinas sdo essenciais para a
estrutura do tecido, bem como crescimento e diferenciagao (45). Preenchem todo o
espaco existente entre as células, como o epitélio do tecido conjuntivo. Sendo assim,
as MMPs sao responsaveis pelo remodelamento do meio extracelular. S&o
proteases pertencentes a um grupo de aproximadamente 20 enzimas que podem

ser divididas em subgrupos, com sequéncias e caracteristicas especificas,
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responsaveis por degradar os componentes daMEC, causando a renovagdo do
tecido, cicatrizacao, angiogénese e embriogénese. Essas enzimas sdo secretadas
por células onde o aumento de fatores de crescimento e inflamatérios, como TGF-
e IL-1B, levam a maior expressao e atividade de MMPs que, consequentemente,

promovem o crescimento e reestruturacdo do tecido (46).

Sao compostas por 4 regides: o pré-dominio, dominio catalitico, uma regiao
de dobra (“hingeregion” e um dominio hemopexina (Figura 5). Sdo divididas em

grupos: Colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas.
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Figura 5.Estrutura geral das metaloproteinases. As MMPs apresentam estruturas
divididas em dominios, como pré-peptideo, o que caracteriza a laténcia das enzimas,
o dominio catalitico portador de um ion zinco. A estrutura TM da enzima é
transmembranar, e glicosilfosfatidilinositol (GPI) funciona como uma ancora. Esses
dominios TM e GPI, que estdo presentes em algumasMMPs sao anexados ao
dominio hemopexina, que determina substratos e inibidores de cada MMP. A
estrutura C5 é semelhante a do colageno. Essas proteinas sdao semelhantes a
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colagenases. A estrutura Fn, caracteristica das MMPs, 2 e 9, sdo repeticdes de
fibronectina. SP e SA sao peptideos de sinais(47).

Sabe-se que a atividade de MMPs na carcinogénese é de extrema
importancia, por serem enzimas que degradam a MEC, promovendo o deslocamento
e invasao de células tumorais para outros tecidos, ou seja, sua expressao alterada
pode contribuir para o crescimento de CaP, metastases e angiogénese em linhagens
celulares comoLNCaP, DU-145 e PC-3, e que apresentam baixo, moderado e alto
potencial metastatico respectivamente (48),(37, 49).Na literatura, esses dados sao
controversos, sendo necessaria maior investigacdo sobre o assunto. Em 2009,
nosso grupo publicou um estudo mostrando que polimorfismos das MMPs em
regides promotoras podem estar associados ao prognéstico de CaP (50). Em 2011,
nosso grupo demonstrou que em pacientes submetidos aPR, com neoplasia maligna
da prostata, as amostras de espécimes cirdrgicos apresentaram uma alta expressao

de MMP9, relacionada a niveis de PSA acima de 10ng/ml (51).

Em trabalhos aprofundados sobre a regulacdo de RNAmM e miRNAs, sao
utilizadas ferramentas como antisenseoligonucleotideos (ASO), e também os RNAs
de interferéncia (RNAi), que correspondem a pequenas moléculas de
complementariedade que se ligam a regido promotora e inibem ou alteram a
expressao de genes. Porém, existem limitacdes para esse mecanismo, sendo que 0
silenciamento pode nao ocorrer por completo, e apenas diminuir a expressao génica,

sendo uma ferramenta ndo téo eficaz para o bloqueio da MMP9(52).

1.4A Técnica de CRISPR
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Em procariotos, foi observado um mecanismo de protecao contra infec¢ao de
virus, o qual pode ser comparado a imunidade adaptativa, previamente descrita por
ocorrer apenas em eucariotos. Sendo assim, as células procariéticas desenvolveram
um sistema de protecao, guiadopelo proprio RNA de parasitas, que é distinto do
mecanismo de RNAIi(53). Essas células integram o material genético externo e
clivam, com as enzimas Cas 1 e 2, gerando pequenos fragmentos que seréo
inseridos no seu proprio cromossomo, em sequéncias repetidas e sequéncias
espacgadoras, intercaladas e de funcdo desconhecida, desenvolvendo a técnica
conhecida como Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas (CRISPR) (54). Logo ap6s a origem dessa sequéncia, ocorre a
transcricdo ininterrupta do loco CRISPR, gerando varias sequéncias repetidas e
espacadores, inseridos em um uUnico RNA longo seguido do gene Cas, dando

origem ao crBRNA (CRISPR-derived RNA).

Em seguida, foi demonstrado que essas sequéncias tém origem extra
cromossbémica, proveniente de patdgenos que sdo incapazes de infectar bactérias
portadoras de espacadores cujas sequéncias sao correspondentes a trechos de
seus genomas. Ou seja, moléculas de RNA geradas a partir desses espacadores
sdao complementares ao patégeno invasor. Dessa forma, as bactérias adquiriram
uma memoria capaz de reconhecer e destruir o genoma de invasores (55).
Posteriormente, pesquisadores observaram que existe mais de um sistema do
CRISPR. Um deles é regulado pela proteina Cas3, a qual juntamente com crRNA,
especifica o sitio de clivagem dentro do genoma invasor e cliva o material genético,

causando sua destruigcao (56).

No segundo sistema de CRISPR, foi observada uma estrutura chave no

processo de biogénese do crRNA, a sequéncia nao codificante frans - ativacao de
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crRNA (tracrRNA), que hibridiza com o crRNA, para facilitar a ligagdo com o RNA
alvo que sera clivado pela proteina Cas9, levando a perda da funcao (56). Desde
entao, alguns trabalhos sugeriram que o sistema CRISPR-Cas9 pode ser usado para
manipulagdo do genoma de mamiferos e aplicado a ciéncia béasica, biotecnologia e
medicina, considerando que a Cas9 é compativel com outras espécies (57). A
vantagem desse mecanismo ser usado em eucariotos € que o sistema é simples, de

facil manipulacao e altamente especifico.

Para aplicar a técnica de CRISPR em laboratério, foi criado o single guide
RNA (sgRNA ou gRNA), uma molécula quimérica resultante da jungédo do crRNA e
tracrBRNA, gerada para acumular as duas funcdes, que sdo altamente dependentes
de suas estruturas. Assim, a técnica de CRISPR utiliza apenas dois elementos
exégenos: a proteina Cas9 e sgRNA, faciltando o procedimento experimental
(52).Com o CRISPR — Cas9, surgiram diversas possibilidades de estudos em
diversas doencas, como por exemplo a inibicdo de genes que regulam vias
inflamatérias pode reverter o quadro de osteoartrite, reduzindo a senescéncia e
morte de células musculares (58). Outro estudo mostrou que é possivel gerar
modelos de animais transgénicos para estudos com ablacao de genes especificos,
onde a Cas9 juntamente com o sgRNA, desenhado para o gene de interesse e
transcrito, podem ser injetados diretamente em zigotos fertilizados para obter a
modificacdo genética hereditaria em um ou varios alelos, em modelos de roedores, e
posteriormente avaliar as consequéncias ou solucbes dessas alteracdes no
metabolismo do animal, como uma possivel terapia génica. Com esse novo
mecanismo, o tempo de geracao de animais transgénicos pode ser reduzido a mais
de 1 ano para apenas algumas semanas. Tal avanco ira facilitar o custo — beneficio,

e melhorar a especificidade dos dados obtidos(59).
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Apoés a primeira aplicagdo do sistema CRISPR-Cas9 em cultura de células e
em animais, surgiu a possibilidade de ser usado para exploracdo de mecanismos e
tratamentos em cancer, sendo que esse sistema atua na reparacdo de genes e é
altamente especifico e controlavel (60). Um recente estudo mostrou que CDK11
poderia ser um novo alvo terapéutico para osteosarcoma, por ser altamente
relacionado ao crescimento dessas células. Portanto, ao usar o sistema CRISPR-
Cas9 para silenciar o CDK11 em linhagens celulares, foi detectado uma reducao
significativa na proliferagéo e invaséo, indicando que esse novo metodo com CDK11,

pode ser considerado como um novo alvo terapéutico para osteosarcoma (61).

A habilidade de células tumorais em desenvolver resisténcias a quimioterapia
€ a causa primordial para a ineficiéncia do tratamento. Porém, a aplicacdo do
sistema CRISPR-Cas9 para inativar ou corrigir os genes relacionados a resisténcia a
quimioterapia, pode ser uma estratégia essencial para o aumento da eficiéncia dos
tratamentos quimioterapicos que ja estdo no mercado (62). Outra estratégia celular
de sobrevivéncia é a autofagia. Entretanto, um grupo de pesquisadores mostrou que
a eficiéncia da inibicdo da autofagia pelo método de CRISPR-Cas9, superou o

mecanismo de RNAI, pela especificidade da interrupgdo completa da autofagia(63).

Em humanos, um estudo recente mostrou que o CRISPR-Cas9 pode ser
aplicado em células sanguineas, que foram coletadas do paciente com cancer de
pulmao, feitas alteragcdes genéticas in vitro, e essas células modificadas, apds serem
reinseridas na corrente sanguinea do préprio paciente, poderiam apresentar um

papel importante da redugao da proliferacao do tumor (64).

Os dados sobre o efeito do bloqueio da MMP9 e miR-21 no CaPcom objetivo
terapéutico, ainda sao controversos. Através do sistema CRISPR-Cas9 em modelos

metastaticos, sera possivel estudar com mais confiabilidade o efeito da edicdo do
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gene e a perda total de sua funcdo no microambiente tumoral,bem como avaliara

inibicdo do mecanismo proliferativo e metastatico com esse novo método.



2.
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Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do bloqueio do miR-21 e do geneMMP-9,pelo método de

CRISPR-Cas9, no CaP metastatico.

2.2 Objetivos Especificos

IN VITRO

e Padronizacao da técnica de edicdo génica, CRISPR-Cas9,para o bloqueio do
miR-21e do gene MMP-9,em cultura celular deCaP metastatico, linhagens

PC-3M-luc-C6 e DU145.

¢ Analise da apoptose, proliferacao e invasao nas linhagensPC-3M-luc-C6 e DU

145 com o bloqueio do miR-21 e do gene MMP-9.

¢ Andlise da expressao dos genes RECK,(inibidor de MMP-9) PDCD4, BTG2 e
MARCKS, (alvos de miR-21)nas linhagensPC-3M-luc-C6 e DU145, editadas

por CRISPR-Cas9.

IN VIVO

e Inoculagédo das células de linhagem PC-3M-luc-C6, editadas com o sistema
CRISPR-Cas9 para o bloqueio do miR-21 e do gene MMP-9, em
camundongos Balb/c Nude,com posterior anélise do estabelecimento e do

crescimento tumoral por bioluminescéncia pelo método IVIS.
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3. Materiais e Métodos
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3.1Linhagens Celulares

As linhagens de CaP metastatico PC-3M-luc-C6 e DU145 doMD Anderson
Cancer Center (Universityof Texas/Novartis Institute for BiomedicalResearch)foram
adquiridasda CaliperLiffeSciences (Hopkintos, MA, EUA) e cultivadas em meio MEM
suplementadas com glutamina. Nas culturas, foi adicionado 10% de soro fetal bovino
e solucédo antibiética e antimicotica (Sigma Co, St. Louis, MO, EUA) a 1% a 37°C
com 5% de CO.. O meio de cultivo foi trocado a cada 2 dias.A linhagem PC-3M-luc-
C6 é derivada de metastase 6ssea humana, transfectada com o gene Luciferasedo
vaga-lume (Firefly) do plasmideo pGL3. A linhagem celular DU145 é derivada de

metastase cerebral.

3.2 Crispr-Cas9

A padronizacdo dos experimentos com Crispr-Cas9 foi baseada nométodo
publicado por Zhang e cols.(65). Foi feita a selecao de 3 sequéncias de sgRNAs,

utilizando a ferramenta https:/crispr.mit.edu. Dessas sequéncias, 2 foram no exon 1

e 1 no exon 2 para MMP9, e 2 sgRNAs para miR-21 (Tabela 2).
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Tabela 2. sgRNAs para a edi¢cdo génica de MMP9 e miR-21.

GUIDES TOP BOTTOM

SGRNA 1 MMP9 CACCGgtgagaaccaatctcaccgac AAACgtcggtgagattggttctcacC
SGRNA 2 MMP9 CACCGgaagggtggactggegetgtc  AAACgacagcgccagtccacccttcC
SGRNA 3 MMP9 CACCGgcatgcgaaccccacggtgcg  AAACcgcaccgtggggttcgeatgeC
SGRNA 1 MIR-21 CACCggtcatggcaacaccagtcgat AAACatcgactggtgttgccatgacC

SGRNA 2 MIR-21 CACCggatgttgactgttgaatctca AAACtgagattcaacagtcaacatcC

Utilizamos o plasmideo px-330, o qual possui sequéncia para resisténcia a
ampicilina epuromicina, GFP, Cas9, e o sitio de restricdo para a enzima de digestao.
Digerimos o plasmideo na concentracao de 1ug por 30 minutos a 37°C com a

enzima Bbsl. A validacao da digestao foi feita em gel de agarose 0,8%.

Foi feito o anelamento dos sgRNAs top + bottom, que sdo complementares,
na concentragdo de 100uM, cada um deles com o tampéao da enzima T4 Ligase. No
termociclador, a reacao foi: 37°C por 30 minutos; 95°C por 5 minutos; e a cada

minuto, a temperatura diminuiu em 5°C, até chegar a 25°C.

Apés o anelamento dos sgRNAs, foi feita a inser¢cdo com a enzima T4 Ligase,
dos sgRNAs ao plasmideo previamente digerido com a enzima Bbsl. Para a reagéo
de insercao, foi utilizado 50ng de plasmideo PX-330, 1ul dos sgRNAs anelados,

diluidos em 1:200, 1ul da enzima T4 Ligase por 10 minutos a 25°C.

Apés a insercao dos sgRNAs, foi feita a transformacdo em bactéria Dh5a
competente. Foram utilizados 25ng do plasmideo com o sgRNA; 5ul de CaCl,1M por
30 minutos a 0°C; 1 minuto a 42°C; 2 minutos a 0°C novamente. A transformacao foi

feita por choque térmico. As bactérias foram expandidas em 500ul em meio SOC,
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por 2 horas a 37°C e posteriormente, plagueadas em meio de cultura LB com agar e

ampicilina, overnight.

Foram selecionadas as col6nias e expandidas em meio liquido de cultura LB
com ampicilina, no volume de 3ml. Esses plasmideos foram entdo extraidos das
bactérias com o kit mini prep(Thermo#k210011), onde as amostras de bactéria foram
centrifugadas a 2000rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o pellet foi
ressuspendidoem 250ul com o tampdo R3 com RNAse A. Em seguida, foram
adicionados 250ul do tampao L7 e incubados por 5 minutos em temperatura
ambiente. Apés a incubacao, foram adicionados 350ul do tampao N4. As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 12000g por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para uma coluna com um tubo de 2 ml e centrifugado a 120009 por 1
minuto. O liquido que passou pela coluna foi descartado e a coluna transferida para
um novo tubo. Foram adicionados 500ul do tampao de lavagem (W10) com etanol
na coluna. As amostras foram incubadas por 1 minuto em temperatura ambiente e
centrifugadas a 12000/g por 1 minuto. O liquido foi descartado e 700ul do tampéao
(W9) com etanol foram adicionados a coluna. Foi feita novamente a centrifugagéo a
12000g por 1 minuto. O liquido foi descartado e a coluna foi novamente centrifugada
a 12000g por 1 minuto. Apds a centrifugacdao, em um novo tubo, foram adicionados
acoluna, 75ul do tampao TE a 70°C e incubados por 1 minuto em temperatura
ambiente. Novamente foi feita a centrifugacao e as amostras foram quantificadas em
um espectofotobmetro (Nanodrop DN-1000, wilmington, EUA) (260/280 nM) e

armazenadas a -20°C.

Apos a extragao, esses plasmideos com os insertos foram digeridos com a
enzima Bbsl e validados em um gel de agarose 0,8%. Por fim foi feita a PCR e

reacdo de sequenciamento dos plasmideos com os insertos do sgRNA para
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validacdo final dessas amostras, sob as seguintes condicbes: Primer Fwad:
5GGGCCTATTTCCCATGATTCC-3" e Rev: 5°CGCGCTAAAAACGGACTAGC-3".
Os primers e DNTP foram utilizados na concentragdo de 10uM e a reacdo de PCR
foi em: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos em 95°C por 30 segundos, 54°C por 30
segundos e 72°C por 5 minutos. Foi feito um gel de agarose para validar a reacéo.
No sequenciamento, foram feitas duas reacbes separadas, com a mesma amostra
de PCR, porém uma com o primerFwd e uma com o primerRev. Foi adicionado o
reagente Big Dy e o Tampao. A reacao foi sob as seguintes condigdes: 96°C por 2
minutos, 35 ciclos de: 96°C por 1 segundo, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4

minutos.

Apébs a confirmacao por sequenciamento, as amostras das bactérias com os
plasmideos e seus respectivos insertos foram expandidas em 450ml de meio de

cultura LB com ampicilina, overnighta 37°C.

Apés a expansdo, essas amostras foram extraidas com o kit
Maxiprep(#K210017). As bactérias foram centrifugadas a 4000/g por 10 minutos, em
temperatura ambiente, e 0 meio de cultura foi descartado. Foram adicionados ao
pellet, 30 ml do tampao (EQ1), diretamente a coluna do kit, até passar todo o liquido
pela forca da gravidade. O filtrado foi descartado. Nas amostras, foram adicionados
10ml do tampéo (R3) com RNAse A. Em seguida, foram adicionados 10ml do
tampao(L7). Apbés 5 minutos, foram adicionados 10 ml do tampao(N3). Todo o
conteudo foi adicionado a coluna, até passar todo o liquido pela forca da gravidade.
Em seguidaforam adicionados 10 ml do tampao (W8). O cartucho da coluna foi
descartado e foi feita novamente a lavagem com 50ml do tampéao (W8). O filtrado foi
descartado. A coluna foi adicionada a um tubo estéril, e 15 ml do tampao de eluicéao

(E4) foram aplicados pela forga da gravidade. A coluna foi descartada e junto ao
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filtrado foram adicionados 10,5ml de isopropanol e centrifugados a 12000g por 30
minutos,a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados 5ml de
etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 12000g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos permaneceram abertos para secar o etanol
totalmente, por 10 minutos. Ao pellet foram adicionados 500ul de TE. As amostras

foram quantificadas e armazenadas a -20°C.

3.3 Ensaio de viabilidade celular

Para os ensaios de viabilidade celular, foi utilizado o kit de viabilidade celular
Muse™ (MCH100102). Foram plaqueadas 20.000 células em meio de cultura MEM,
em 10% de SFB, livre de antibidtico. Apds os tratamentos, foram adicionados200uL
do reagente presente no kit e as amostras permaneceram por 5 minutos em
temperatura ambiente livre de luz, conforme recomendagbes do fabricante. Foi feita
a marcacao celular com 2 corantes de ligacdo de DNA presentes no kit, de acordo
com sua permeabilidade. Os dados gerados pelo Muse ™ Count& Viabilityfornecem
a contagem de células viaveis (células / mL); contagem total de células (células / mL)

e porcentagem de viabilidade da amostra.

3.4 Ensaio de transfeccao

Foram feitas as transfec¢des dos plasmideos PX-330 com os sgRNAs 1 2 e 3
para MMP9 e sgRNA 1 e 2 para miR-21 com o reagente Xfect™
TransfectionReagent#631317. Foram plaqueadas 20.000 células em uma placa de 6

pocos. No dia seguinte, apds as células aderirem, foram adicionados 7,5ug dos
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plasmideos ao tampao do reagente em um volume de 100ul e homogeneizado por
10 segundos. Em seguida, foram adicionados 2,25ul do polimero e homogeneizado
por 10 segundos. Esse mix foi incubado por 10 minutos em temperatura ambiente.
Apéds a incubacao, todo o conteudo foi adicionado ao meio de cultura juntamente
com as celulas aderidas na estufa a 37°C, durante 24 horas. Apds esse periodo, foi
feita a troca do meio de cultura. A validagao da transfeccao foi feita pelo GFP (Green

fluorescentprotein).

3.5 Ensaios de proliferacao por citometria de fluxo

Para determinar a porcentagem de proliferagéo celular por citometria de fluxo,
foi utilizado o Muse® Ki67 Proliferation kit MCH100114, que quantifica as células

PC-3M-luc-C6 marcadas com o anticorpo para proliferacao Ki67.

Primeiramente o equipamento foi calibrado com os reagentes do mesmo Kkit,

garantindo a confiabilidade dos dados.

Para a realizagdo do ensaio, as células foram plaqueadas (1 x 10°) com 1%
de soro e livre de antibi6ticos. Apds o experimento de edicdo génica com CRISPR-
Cas9, essas células foram ressuspendidas com 50ul da solugdo de fixacao, e
incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos. Logo apéds, foi adicionado
150ul da solugédo tampao e centrifugado e descartado o sobrenadante. Em seguida,
foi adicionado 100ul da solucdo de permeabilizacdo e incubado novamente por 15
minutos em temperatura ambiente. Ap6s a incubagado, foi adicionado 100ul da
solucdo tampao, centrifugado e descartado o sobrenadante. Apds a lavagem, foi
feita a incubagdo com 50ul de solugdo tampao por 15 minutos em temperatura

ambiente. Em seguida foi adicionado 10ul do anticorpo Muse® Hu Ki67-PE e
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incubado por 30 minutos em temperatura ambiente. Feito isso, foi adicionado 150ul
da solucédo tampao e as células foram analisadas no mini citbmetro Muse™ como

indicado pelo fabricante. Esse experimento foi realizado em triplicata.

3.6Ensaio de apoptose por citometria de fluxo

O ensaio para avaliar a apoptose celular foi realizado utilizando o Muse®
annexin V DeadCell Kit MCH 100105, o qual analisou a apoptose inicial, tardia e
necrose em linhagens celulares de CaP. Foi adquirida a porcentagem e

concentracao de células de cada uma dessas etapas.

Antes do experimento, foi realizada a calibragem do aparelho com kit Muse™

System Check Kit para uma melhor confiabilidade nos dados obtidos.

Na realizacdo do ensaio, foram plaqueadas 1 x 10° células com soro a 10%,
livre de antibidtico. Apds o experimento de edicdo génica com CRISPR-Cas9, essas
células foram ressuspendidas em 100ul do reagente Anexina V, incubadas por 20
minutos em temperatura ambiente, em auséncia de luz. Apds a incubacao, as

células foram analisadas no mini citbmetro Muse™ como indicado pelo fabricante.

3.7Isolamento de RNA

Para a analise de expressado génica dos ensaios in vitro,0 RNA foi extraido
pelo método do kit mirVana (Ambion, Austin, TX, EUA), seguindo as recomendacdes
do fabricante. Com esse Kkit, foi feito o isolamento do RNA total do pellet das células
tripsinizadas. Aos tubos com as amostras, foram adicionados 250ul do tampao de

lise e 25ul do aditivo. Ap6s homogeneizar, as amostras foram deixadas por 4 min no
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gelo. Em seguida, foram adicionados 250ul da solugdo fenol-cloroférmio, e
posteriormente as amostras foram vortexadas e centrifugadas a 10 000 RPM por 5
minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi passado para
outro tubo, e foi adicionado um tergo do volume de etanol 100%. Esta solucao foi
transferida para uma coluna e centrifugada a 10 000 RPM por 30 segundos. Na
coluna esta a amostra de RNA e o liquido passado por ela foi descartado. Logo
apés, foram feitas as etapas de lavagens do RNA, com 700ul de washsolution, e
duas lavagens com 500ul da solugao dois tergos washsolution, centrifugadas por 30
segundos a 10 000 RPM. Apés esse processo, o filtrado foi descartado e na coluna
foram adicionados 50ul de agua livre de RNAse a 95°C, para a eluicao do RNA. As
amostras foram quantificadas em um espectofotémetro (Nanodrop DN-1000,

wilmington, EUA) (260/280 nM) e armazenadas a -20°C.

3.8Sintese do DNA complementar

Apo6s a quantificagdo do RNA, foi feita a sintese do DNA complementar
(cDNA), e realizada a transcriptase reversa com iniciadores randémicos, utilizando a
enzima MultiScribe® Reverse Transcriptase (ApliedBiosystems, Fostercity, CA,

EUA).

O RNA total foi diluido em agua livre de nucleasse, em volume final de 20ul
na concentracao de 50ng por pl. Dessa diluicao, foram utilizados 4ul da amostra e
16ul do mix de cDNA, que contém 2ul da enzima transcriptase reversa (50 U/ul);
1,6l do mix de dNTPs (100mM); 4ul do tampéo da enzima (10x) e 8,4ul de agua

livre de nuclease. As solucbes foram submetidas a ciclos de temperaturas: 10
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minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 min a 85°C. Apds o término dos ciclos o

cDNA foi armazenado a -20°C.

3.9Expressao génica pela técnica de PCR em tempo real

As reacOes de expressao génica foram realizadas de acordo com o kit
(Applied Biosystems® TaqgMan® Universal PCR Master Mix) para RNA.
Otermociclador utilizado foi ABI 7500 fast (Applied Biosystems, CA, EUA) no modo
standard. Para quantificacdo das amostras, foi utilizado o reagente TagMan®

(Applied Biosystems, CA, EUA).

Foram utilizados reagentes nas seguintes concentragdes: 0,5ul do primer
especifico; 5ul de TagMan® master mix; 2,5ul de agua livre de nuclease e 2,0ul de
cDNA (concentrado em 15ng de RNA).Os primers utilizados foram: MMP9
(Hs00957562_m1), RECK (Hs01019185_m1), MARKS (Hs00158993_m1), BTG2
(Hs00198887_m1), PDCD4 (Hs00377253_m1), miR-21 (Hs04231424_s1), BAX
(Hs00180269_m1), mTOR (Hs00234508_m1), CDH-1 (Hs01023895_m1), ITGB1
(Hs05351551_g1), ITGB3 (Hs01001469_m1) (Invitrogen).As condi¢cdes de ciclagem
de PCR foram: 2min a 50°C, 10 min a 95°C; 40 ciclos de 15s a 95°C e 1 min a
60°C.O nivel de expressdo dos genes foi obtido pelo método 22°T, adquirido do
Applied BiosystemsDataAssist Software.Todas as reagbes foram realizadas em
duplicata e o gene da 2- microglobulina (B2M) (Applied Biosystems, CA, EUA) foi

utilizado como controle enddgeno para RNA.

3.10Ensaio de Extracao e analise proteica por immunoblotting
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Para avaliar a expressao proteica de MMP-9 de 92 kDa, foi feito o ensaio de

Western Blotting das amostras dos experimentos in vitro.

Foi adicionado o tampao de lise RIPA (Lysis Buffer, Millipore) nas amostras,
que foram deixadas por 30 minutos no gelo. Logo apoés, foi feita a centrifugacao
refrigerada dessas amostras por 20 minutos a 11.000 rpm em 4°C. Foi preservado o

sobrenadante e armazenado a -80°C.

Apés a extracdo de proteinas, foi feita a quantificacao por espectrofotometria
(Nanodrop® ND-1000, Wilmington, EUA). Para calibrar o equipamento, realizou-se
uma curva de calibracdo com um padrao de concentracao de proteinas, utilizando a
albumina de soro bovino (BSA) pelo método de Pierce® (660nm ProteinAssay,

Thermo), bem como a quantificagdo das amostras.

Apés a quantificagdo proteica, foi adicionado o tampao de Laemmli, em uma

proporcao de 1:2(66).

Em seguida,foi feita a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, que é

formado a partir da polimerizacdo de dois compostos, acrilamida e bis-acrilamida.

O marcador de peso molecular determina o tamanho e a altura no gel das
proteinas, e também monitora a corrida eletroforética. Foi utilizado o Precision Plus

Protein™ Standards (Bio-Rad).

As amostras foram aplicadas ao gel de poliacrilamida, na concentracao de
50ug/ml, que foram submersos em um tampéao de corrida e submetidos a uma carga
de 80 V por 30 minutos durante a passagem pela fase de empilhamento stacking.
Posteriormente a voltagem passara para 100 V, por aproximadamente 1 hora e 30

minutos ou até o final do gel de resolucao resolving.
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Apés a corrida, foi feita a transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose submersas em um tampao de transferéncia a base de glicina e tris (1x),
sob refrigeragdo. Essa membrana foi envolvida por uma esponja e papel filtro, com
contato direto com o gel de poliacrilamida, formando um “sanduiche” (esponja/papel
filtro/membrana/gel de poliacrilamida/papel filtro/esponja) que foi submetido a
transferéncia a 120 V por 90 minutos (67). Para validar o sucesso dessa
transferéncia, as membranas foram submetidas ao PonceauRed (Ponceau S

Solution — Sigma), para visualizacao das bandas de proteinas.

Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com BSA 1% em
TBS-T (Tampao tris salina Tween 20) por 15 segundos. A incubacdao com o0s
anticorpos foi realizada no aparelho SNAP (SNAP i.d.® system — Millipore) que
otimiza os tempos de incubacao utilizando um sistema a vacuo. Esses anticorpos
foram diluidos em BSA 1% na concentracao sugerida pelo fabricante, sendo feita a

incubagéo por 10 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida a membrana foi lavada 3 vezes por 10 minutos com TBS-T para

remocao do excesso de anticorpo primario.

O anticorpo secundario foi diluido da mesma maneira que o primario, segundo
orientagdo do fabricante. As membranas foram incubadas por 10 minutos em

temperatura ambiente, seguidas de 3 lavagens com TBS-T por 10 minutos.

Para a revelagdo dessas membranas, foi utilizado o substrato Luminata™
Forte, (Western HRP Substrate — Millipore), o qual detecta as proteinas marcadas
com os anticorpos.Para obtencdo das imagens, foi utilizado o Alliance 4.7 (Uvitec

Cambridge). O equipamento possui uma camara dentro de um gabinete, que detecta
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a quimioluminescéncia da membrana, transformando o sinal em uma imagem digital

para analise com o software (Alliance 16.06) fornecido com a maquina de deteccao.

3.11 Ensaio de invasao

Para a determinacdo da capacidade das células editadas pelo método de
CRISPR-Cas9 invadirem tecidos, foi realizado o ensaio de invasdao em camaras
bioCoatMatrigellnvasion Chamber (Becton Dickinson, Bedford, MA) constituidas por
poros de 8um, revestidas por Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). As
células foram tripsinizadas e plaqueadas (12 x 10* células/camara) com meio de
cultura livre de soro no compartimento superior da camara. O compartimento inferior,
foi composto por meio suplementado com 10% de soro fetal bovino, que é usado
como quimioatrativo. As células foram incubadas durante 48 horas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO.. Apds a incubacgao, as células que nao ultrapassaram a
camara, foram removidas da parte superior. As células da parte inferior da camara
foram fixadas com paraformoldeido e coradas com cristal violeta 0,2%. Essas
células que migraram foram quantificadas em 9 campos sob microscopia, com uma
ampliacdo de 200x para determinar o numero de células. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.12 Ensaio de Imunofluorescéncia

As células foram plaqueadas em laminulas de 18mm em placas de 12 pogos.

24 horas depois, foi realizada a fixacdo com paraformoldeido 4% em PBS por 10
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minutos. Em seguida foi feita a lavagem com PBS 1x 3 vezes de 5 minutos. Foi feito
o bloqueio com BSA 3% por 30 minutos, com posterior incubagcdo com o anticorpo
primario para MMP9, overnight em BSA 1% em PBS na concentragdo de 1:200 de
anticorpo priméario. No dia seguinte, foi feita a lavagem com PBS 3 vezes de 5
minutos e incubacao com anticorpo secundario rabbitalexa fluor 488 de cor verde por
2 horas. Apds essa incubacéo, foi feita novamente a lavagem com PBS 3 vezes de
5 minutos e novamente o blogueio com BSA 3%. Apds essa etapa, foi feita a
incubacgao overnight com o segundo anticorpo primario RECK em solucao de BSA
1% em PBS. No dia seguinte, foi feita a lavagem com PBS 3 vezes de 5 minutos,
com posterior incubacao com o segundo anticorpo secundario mouse alexa flior 647
de cor vermelha por 2 horas. Foi feita novamente a lavagem com PBS por 3 vezes
durante 5 minutos. As laminulas foram retiradas da placa de 12 pocos e adicionadas
a laminas de microscopia com meio de montagem contendo DAPI. Esse protocolo foi

feito com protecéo a luz.

3.13Ensaios in vivo

Para os experimentos in vivo foram utilizados camundongos machos Balb/c
Nude, com um N de 5 por grupo. Foram inoculadas 3x10° células PC-3M-Luc-C6em
20pl de meio MEM suplementado com 20% de SFB pelo método ortotépico. As
células inoculadas forameditadas com CRISPR-Cas9 para MMP9, miR-21 e células
sem edicao, transfectada com o plasmideo PX-330 sem nenhuma insercdo como
controle(Scramble) com o intuito de avaliar o crescimento tumoral e capacidade de
invasaoin vivo dessas células ja editadas, em comparacdo com o Scramble. Foi feito
0 acompanhamento a cada 2 dias da evolucdo dos tumores pela bioluminescéncia

do equipamento VIS, onde foi administrado o substrato Luciferina na concentracéao
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de 150mg/kg em um volume final de 200ul. Esses animais foram acompanhados

durante 14 dias.
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Resultados
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4.1Padronizacao dos experimentos com o plasmideo PX-330 com os

sgRNAs.

O primeiro passo foi a selecdo dos sgRNAs de dupla fita, digestdo do
plasmideo PX-330 com a enzima Bbsl, com o intuito de clivar a regido onde essas
sequéncias foram inseridas, e logo apés foi feita uma reacdo de insercdo, com a
enzima T4 ligase, a qual fecha o plasmideo com o sgRNA de interesse inserido na
regiao onde o plasmideo foi clivado.

Para validar esses ensaios, fizemos novamente uma digestao do plasmideo
Px-330 com a enzima Bbsl, apds a inser¢cao do sgRNA, para verificar se a enzima
perdeu seu sitio de ligacdo, que é o esperado quando acontece o inserto da
sequéncia. Apds esses ensaios, foi feito um gel de agarose 0,8% com essas
amostras e analisado o padrao de bandas. Observamos na amostra 1 o padrao de
banda do plasmideo sem o sgRNA e sem a digestdo. Na amostra 2, o plasmideo
apenas digerido com a enzima Bbsl. As amostras 3 a 7, sdo dos insertos, com
posterior digestdao. Cada amostra com um sgRNA, ou seja, amostras 3 a 5, sgRNAs
1,2 e 3 da MMP9 respectivamente, e as amostras 6 e 7, sgRNAs 1 e 2 do miR-21

(Figura 6).
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 0,8% com as amostras do plasmideo PX-
330 com os insertos dos sgRNAs apds a digestao.

Observamos que as amostras 3 a 7, apresentam o mesmo padrdao de banda
de um plasmideo nao digerido, ou seja, consideramos que essas amostras perderam

o sitio de ligagcao da enzima Bbsl devido ao sgRNA estar inserido no plasmideo.

Apos os insertos, foi feita a transformagédo em bactérias DH5a competentes.
Na Figura 7, observamos coldnias de bactérias nas placas, que foram selecionadas
separadamente e expandidas, para posterior checagem dos plasmideos. Uma placa

para cada amostra de plasmideo com seu respectivo sgRNA.
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Figura 7. Placas de bactéria DH5a em meio LB com ampicilina e suas respectivas

colonias.

De todas as placas, foram selecionadas no total 12 colénias de bactéria, para

checagem de quais colbnias sado positivas para os insertos dos sgRNAs, nos

plasmideos, ressaltando que nem toda coldnia bacteriana possui plasmideos com o

inserto. Sendo assim, apds a expansao dessas colbnias isoladamente, foi feita a

extragdo dos plasmideos, que foram entdo digeridos com a enzima Bbsl e corridos

em um gel de agarose para validagéo dos insertos (Figura8).
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Figura 8. Gel de agarose 0,8% dos plasmideos com gRNA digeridos com a enzima
Bbsl.

Cada amostra foi extraida de uma col6nia de bactéria, sendo que as amostras
1 e 2 foram da placa 1, ou seja, do sgRNA 1 da MMP9, as amostras 3, 4 e 5 foram
do sgRNA2 (placa 2) da MMP9, as amostras 6 e 7 foram do sgRNAS3 (placa 3) da
MMP9, as amostras 8, 9 e 10 foram do sgRNA 1 do miR-21 (placa 4) e as amostras
11 e 12 foram do sgRNA 2 do miR-21 (placa 5). A amostra 13 é o controle do
plasmideo sem sgRNA, porém digerido e a amostra 14 é um controle do plasmideo
sem digestdo. Observamos que apenas as amostras 1 e 6 nao apresentaram o
sgRNA, por demonstrar um padrdo de banda igual ao controle positivo para a
digestdo, sendo assim, foi escolhida uma amostra de cada placa exceto a 1 e 6,

para expansao.

Apbs a selecao dos plasmideos com os respectivos sgRNAs, foi feita a
expansao novamente em bactérias,para obtengcdo de uma maior concentracdo de
plasmideos. E por fim, para validacao final dos insertos, foi feito o sequenciamento

de todas as amostras (Figura9).



39

T AGAGE TAGAAATAGE AAGTTAAM A

gRNAL W

miR-21 ﬂ, (ﬂ 1““';Hw'h

" ‘.
f ||I I| I||I
| |||||| i I III

|
LI.....Iil_ L.l H—L—Lul.—l..al

Figura 9. Sequenciamento dos plasmideos com os sgRNAs de interesse
(selecionados em preto).

Na analise dos resultados do sequenciamento de cada amostra, observamos

qgue a sequéncia dos sgRNAs esta inserida no plasmideo, ou seja, nas amostras 1, 2
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e 3, observamos a sequéncia dos sgRNAs 1, 2 e 3, respectivamente, da MMP9. Nas
amostras 4 e 5, ressaltamos a sequéncia dos sgRNAs 1 e 2 do miR-21. Sendo
assim, consideramos essas amostras do CRISPR-Cas9 para MMP9 e miR-21

validas para edi¢ao génica in vitro.

4.2 Padronizacao da edicao génica da MMP9 e miR-21 in vitro com
CRISPR-Cas9.

O primeiro passo foi padronizar a concentracdo do antibiético puromicina na
linhagem celular PC-3M-luc-C6e o tempo de tratamento, para selecionar as células
que foram transfectadas com o plasmideo px-330, que possui umgene que da
resisténcia ao antibidtico. Sendo assim, fizemos uma curva dose resposta para

viabilidade celular (Figura10).
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Figura 10. Viabilidade celular por citometria de fluxo da linhagem PC-3M-luc-C6 com
8 dias de tratamento com puromicina nas concentracées de 100, 150, 200 e 250
pg/mi.

Plagueamos 20.000 células por poco em uma placa de 48 pocos. No dia
seguinte, com essas células aderidas, fizemos o tratamento com puromicina em 4

concentragdes distintas, sendo 100ug/ml, 150ug/ml, 200pg/ml e 250ug/ml, a cada 48
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horas, durante 8 dias. Observamos uma alta taxa de viabilidade celular em todas as
concentragdes, porém o numero de células diminuiu significativamente em relagao
ao controle sem tratamento. Sendo assim, decidimos prolongar esse tratamento por

até 10 dias (Figura 11).

controle 100ug/mi

,___POPULATION PROFILE

Live Dead Live 7 tew
o | o R [ 5%
g LS 3 g g
2 ] g ]
= z = a
E £ g £
=1 =1 4 7
@1 = g S
[ o0 Debris 0 0. Dobriz
i 2 3 1 : 34 o 1 2 [] H i
VIABILITY VIABILITY v VIRBILITY VIABILITY »
Viable Cels / mL : B.10E+06 Viable Cells /mL : 1.80E+04
Viabilty % : B7.79 % Viabllity % : 73.08 %
Total Cells/ mL : 9.23E+06 Total Cells / mL 2.18E+04
Ewvents Acquired : 20284 Events Acquired : 286
Dilution Factor 20.00 Dilution Factor : 20.00
Original Volume : 10.00 mL Onginal Volume 10.00 mL
150pg/ml 200pg/ml
1 POPULATION PROFILE g WABILITY PROFILE FOFULATION PROFILE VRBILITY FROFILE
B v Live Coad
" @ o {0T% ~ 1mus
-] @ ? & 3 EE /
= b g 8 -
o 4 = S y
@ c EY 4 2 g2
=] ] o ]
g g7 z g 7
= z
o 0 e Dt
1 z 3 o 2 N 1 7 E 1 EH 3
VIABILITY VISBILITY VABILITY VIABILTY
Viable Cells /mL: 0.00E+00 Viable Cels /mL : 0.00E+00
Viability % : 0.00 % Viability % : 0.00%
Total Cells / mL : 0.00E+00 Total Cells /mL : 0.00E+00
Evenils Acquired : 266 Events Acquired : 189
Dilution Faclor : 20.00 Dilution Faclor 20.00
Original Volume 10.00 mL Original Volume : 10.00 mL
250pg/ml
POPULATION PROFILE VIABLITY PROFILE
4 N Live e
« o 1000%
@3 EIE
] ]
o . 2
@, g
o o Debis
] 2 1 o 1 2 1
VIASILITY 4 L VIABILITY
Viable Celis / mL : 0.00E+00
Viability % : 0.00 %
Total Cells/ mL: 0.00E+00
Events Acquired : 137
Dilution Factor : 10.00
Criginal Volume : 10.00 mL

VIABILITY PROFILE

POPULATION PROFILE

VIABILITY PROFILE

Figura 11. Viabilidade celular por citometria de fluxoda linhagem PC-3M-luc-C6 com
10 dias de tratamento com puromicina nas concentracées de 100, 150, 200 e 250

pug/mi.
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No décimo dia observamos poucas células, em relacdo ao controle, na
concentracdo de 100ug/ml, com 73,08% de viabilidade. Ja& nas concentracdes de
150, 200 e 250ug/ml, ndo observamos células viaveis, o0 que mostra que a
concentracado ideal de puromicina para selecdo das células é de 150ug/ml por 10

dias de tratamento.

Partindo desses resultados, o mesmo protocolo foi feito para a linhagem
celular DU145, com a finalidade de encontrar a melhor concentragédo de puromicina

(Figura 12).
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Figura 12. Viabilidade celular por citometria de fluxo da linhagem DU145 com 10
dias de tratamento com puromicina nas concentragdes de 80, 100 e 150ug/ml.

Nesta linhagem, na concentragdo de 150ug/ml, observamos um nuamero total

de células bem inferior ao controle e apenas 18% de células viaveis, sendo assim,

levamos em consideracao essa Ultima concentragao.
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Ao realizar as transfecgcoes dos plasmideos PX-330 com os respectivos
sgRNAs para MMP-9 e miR-21, nas linhagens PC-3M-Luc-C6 e DU 145,
observamos células com GFP, o que mostra que a transfeccao foi eficiente, devido

ao plasmideo PX-330 apresentar a sequéncia dessa proteina (Figura 13).

DU 145
DAPI GFP MERGE
PC-3M-Luc-C6
DAPI GFP MERGE

Figura 13. Validacao da transfeccdo.Linhagens celulares Du145 e PC-3M-luc-C6
transfectadas com o plasmideo PX-330. Imagens em microscépio de fluorescéncia
40x.

Ao avaliarmos a expressao génica por g-PCR da MMP9 nas linhagens
transfectadas com PX-330sgRNA 1, observamos um aumento tanto na linhagem DU

145 quanto da PC-3M-luc-C6, quando comparadas as células sem transfeccao. Ja
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nas amostras das células transfectadas com PX-330sgRNA 2, ndo observamos

diferenga na expressao génica em relagdo ao controle (CTL) (Figura 14).
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Figura 14. Expressao génica de MMP-9 nas linhagens celulares Du145 e PC-3M-
luc-C6, transfectadas com o PX-330 sgRNAT1 e 2 e controle (CTL) sem transfeccao.

Em relacdo a expressao proteica, ndao observamos esse mesmo padrao, ou

seja, ndo conseguimos detectar uma diferenca clara de MMP9 nos controles e nas

células transfectadas com os sgRNAs 1 e 2 (Figura 15).

PC-3M-luc-C6

CTL SgRNAT  sgRNA2

1 ]
| | | |

CTL

DU 145

sgRNA1

sgRNAZ

- P - -

— —— —

-

MMPG 92 kda

Bactina 42 kda

Figura 15. Western Blotting de MMP9 e Bactina (controle) das linhagens PC-3M-luc-
C6 e DU145, transfectadas com PX-330 sgRNA1 e 2 comparado ao Scramble.
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Optamos por transfectar nas linhagens celulares PC-3M-luc-C6 e DU-145, os
sgRNA1 e 2 para MMP9 na mesma amostra, com o intuito de fazer uma dupla
edigdo génica no exon 1, em posigdes diferentes da MMP9 e avaliar a eficicia da
edicdo. Além disso, fizemos a edicdo génica do miR-21 em ambas as linhagens
celulares, e observamos que na linhagem PC-3M-luc-C6, houve uma diminuicdo
significativa da expressdo do miR-21 em comparacdo com o grupo de controle
transfectado com o plasmideo sem sgRNAs (Scramble) (p=0,0453). A expressao
génica da MMP9 foi significativamente reduzida em células PC-3M-luc-C6co-
transfectadas com MMP9 sgRNAs 1 e 2 e também nos grupos transfectados com
sgRNA 1 para o miR-21 em comparagdo ao Scramble (p=0,0101 e p=0,0259,
respectivamente) (Figura 16 A-B). A expressao de RECK permaneceu inalterada nas
células co-transfectadas com MMP9 sgRNAs 1 e 2. Por outro lado, foi
significativamente maior em células transfectadas com miR-21 sgRNA 1 em

comparagao com Scramble (p=0,0154) (Figura 16 C).

Resultados semelhantes foram vistosna linhagem de celular DU145. A
expressao do miR-21 foi reduzida em células editadas com CRISPR-Cas9 para o
miR-21 em comparacdo ao Scramble (p<0,0001) e também observamos uma
diminuicdo da expressao de MMP9 nas amostras editadas tanto para MMP9 como
para miR-21 (Figura 16 D-E). Células editadas com CRISPR-Cas9 para o miR-21
exibiram niveis de expressao génica de RECK significativamente mais elevados do

que (p=0,0313) Scramble. (Figura 16F).
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Figura 16.Edigdo génica de MMP9 e miR-21 com CRISPR-Cas9. (A) Expresséo do
miR-21 em amostras editadas com sgRNA 1 para miR-21 e o seu respectivo controle
transfectado com o plasmideo sem qualquer insercdo (Scramble) na linhagem
celular PC-3. (B e C) Expressao dos genes MMP9 e RECK em amostras editadas
com CRISPR-Cas9 para MMP9, sgRNAs 1 e 2 e amostras editadas para miR-21
com sgRNA1 em comparagdo ao Scramble. (D) Expressdo do miR-21 em amostras
editadas com CRISPR-Cas9 miR-21 sgRNA 1, comparado ao Scramble na linhagem
celular DU145. (E e F) Expressao dos genes MMP9 e RECK em amostras editadas
com CRISPR-Cas9 para MMP9 sgRNAs 1 e 2 e miR-21 sgRNA1 em comparacao
com o Scramble. Significancia estatistica adotada (p<0,05).

Ao avaliar a expressao proteica por Western blotting da MMP9 nessas
amostras, observamos que tanto na linhagemPC-3M-luc-C6 quanto DU-145, houve

uma diminuicdo dessa expressao nas amostras editadas CRISPR-Cas9 para MMP9
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com sgRNA 1 e 2 e miR-21 sgRNA 1 quando comparado ao Scramble (Figura 17A).
Na imunofluorescéncia, observamos uma menor expressao proteica da MMP9, nas
amostras editadas com sgRNA 1 e 2 para MMP9 e sgRNA 1 para miR-21 quando
comparados ao scramble. Ao analisar a expressao proteica de RECK, observamos
um aumento nas amostras editadas com CRISPR-Cas9 tanto para MMP9, quanto
para miR-21, quando comparados ao scramable. Esses resultados foram

observados nas linhagens PC-3M-luc-C6 e DU145 (Figura 17B e C).
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Figura 17.Expresséao proteica de MMP9 e RECK em células editadas com CRISPR-
Cas9 para MMP9 e miR-21 em linhagens de CaP metastaticas. (A) Western Blotting
de MMP9 e Bactina (controle) das linhagens PC-3M-luc-C6 e DU-145, das amostras
scramble e transfectadas com PX-330 sgRNA1 e 2 para MMP9 e sgRNA 1 para
miR-21. (B-C) Imunofluorescéncia de MMP9 (verde) e RECK (vermelho) em
amostras editadas com MMP9 sgRNA 1/2 e miR-21 sgRNA1 nas linhagens PC-3M-
luc-C6 e DU-145.

Depois de confirmar a baixa expressdao de miR-21 nas linhagens celulares
editadas por CRISPR-Cas9, observamos que na PC-3M-luc-C6, a expressao génica
de MARKS, alvo do miR-21, foi maior nessas amostras, quando comparado ao
scramble (p=0,0302) (Figura 18A). Em relacdo a expressao do gene BTG2, nao
encontramos diferenca das amostras editadas com CRISPR-Cas9 quando
comparado ao grupo Scramble (Figura 19B). Porém, observamos um aumento da
expressao génica do programador de apoptose PDCD4 em amostras editadas com
miR-21 sgRNA1 em comparacdo com Scramble (p = 0,0453) (Figura 18C). As
amostras editadas com MMP9 sgRNAs1 e 2 nao apresentaram diferencas

significativas em comparagédo com o Scramble (Figura 18A-C).

Na linhagem celular DU145, as células editadas com miR-21 sgRNA1
apresentaram uma alta expressdo génica de MARCKS (p<0,0001) quando
comparadas ao grupo Scramble (Figura 18D). A expressao do gene BTG2 foi
regulada positivamente em células editadas com miR-21 sgRNA1 em comparacao
com o grupo Scramble (p <0,0001). Nao observamos diferenca de expressao génica
de BTG2 nas células editadas com sgRNA 1 e 2 para MMP9 (Figura 18E). Ja o gene
PDCD4 se mostrou superexpresso em ambos 0s grupos em comparagao com o
controle Scramble (MMP9 sgRNA 1/2, p = 0,0004; miR-21 sgRNA1, p <0,0001)

(Figura 18F).
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Figura 18. Expressdo génica de alvos do miR-21 em linhagens celulares de CaP
metastaticas. Expressao génica de (A) MARKS, (B) BTG2 e (C) PDCD4 em células
PC-3 editadas com CRISPR-Cas9 para MMP9 e miR-21 e (D) MARKS, (E) BTG2 e
(F) PDCD4 em células DU145 editadas com CRISPR-Cas9 para MMP9 e miR-21.
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Também avaliamos a expressdao génica de outros fatores que as MMPs
podem degradar nas linhagens celulares PC-3M-luc-C6 e DU145. A expressao do
gene CDH1 foi aumentada em células editadas com miR-21 sgRNA1 em
comparacdo com o grupo Scramble (p=0,027) (Figura 19A). O gene ITGB3 foi
superexpresso em células editadas MMP9 sgRNA 1/2 e miR-21 sgRNA1 em
comparacdo com o grupo Scramble (MMP9 sgRNA 1/2, p = 0,0165; miR-21
sgRNA1, p = 0,0126) (Figura 19B). Por outro lado, a expresséao do gene ITGB1 nao
foi alterada em células editadas com MMP9 sgRNA1/2, mas foi superexpresso em
células editadas com miR-21 sgRNA1 em comparagdo com Scramble (p = 0,0293)
(Figura 19C). Também avaliamos a expressao génica de marcadores de apoptose e
proliferacao, como BAX e mTOR, e encontramos uma expressao aumentada de BAX
em células editadas com MMP9 sgRNA1/2 e miR-21 sgRNA1 quando comparadas
ao Scramble (MMP9 sgRNA 1/2, p= 0,0260; miR-21 sgRNA1, p=0,0048) (Figura
19D). O gene mTOR se mostrou subexpresso em células editadas com CRISPR-
Cas9 para MMP9 sgRNA 1/2 e miR-21 sgRNA1 quando comparado ao Scramble
(MMP9 sgRNA 1/2, p=0,0007; miR-21 sgRNA1, p=0,0061) (Figura 19E).Na linhagem
DU145 editadas com sgRNA MMP9 1/2, houve uma superexpressao do gene CDH1
em comparacao com o grupo Scramble (p <0,0001), mas nao houve diferenca
observada nas células editadas com miR-21 sgRNA1 (Figura 19F). Observamos um
aumento da expressao do gene ITGB3 foi maior em células editadas com miR-21
sgRNA1 quando comparados ao Scramble (p = 0,0061) (Figura 19G). O gene ITGB1
em células editadas MMP9 sgRNA 1/2 se mostrou superexpresso em comparagao
com o grupo Scramble (p = 0,0003) (Figura 19H). Também foi determinado que a
expressao do gene BAX foi maior em células editadas com MMP9 sgRNA 1/2 e miR-

21 sgRNA1 em relacao ao Scramble (MMP9 sgRNA 1/2, p<0,0001; miR-21 sgRNAA1,
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p<0,0001) (Figura 191). O gene mTOR, foi subexpresso nas células editadas com
miR-21 sgRNA1 (p=0,0478) e ndo houve diferenga nas células editadas com MMP9

sgRNA 1/2 em comparacao ao grupo Scramble (Figura 19J).
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Figura 19.Expressdo génica de CDH1, integrinas, BAX e mTOR em linhagens
metastaticas de CaP. (A) Expressao génica de e-caderina CDH1, (B-C) integrinas
ITGB3 e ITGB1, (D) BAX e (E) mTOR em células PC-3M-luc-C6 editadas por
CRISPR-Cas9 para MMP9 sgRNA 1/2 e miR-21 sgRNA1. Expressao génica de (F)
e-caderina CDH1 , (G-H) integrinas ITGB3 e ITGB1, (I) BAX e (J) mTOR em células
editadas com CRISPR-Cas9 para MMP9 com sgRNA 1/2 e miR-21 sgRNA1 da
linhagem celular DU145.

Avaliamos a proliferacido e apoptose em células PC-3M-luc-C6 e DU145
editadas com CRISPR-Cas9 para MMP9 e miR-21 usando citometria de fluxo. Nas
células PC-3M-luc-C6, a taxa de proliferagao foi menor no grupo editado com sgRNA
1/2 para MMP9 (p=0,0456) e sgRNA1 miR-21 (p=0,0036) em relacdo ao grupo
Scramble (Figura 20A). Em relacdo a apoptose, as células PC-3M-luc-C6 editadas
com sgRNA 1/2 para MMP9 apresentaram um aumento da apoptoseinicial (p =
0,0266), tardia (p < 0,0001) e total (p = 0,0026) quando comparados ao Scramble.
Resultado semelhante foi observado em células editadas com miR-21 sgRNA1 que
exibiram uma maior taxa de apoptose inicial (p = 0,0064), tardia (0,0168) e total (p =
0,0303) em comparacao ao grupo Scramble (Figura 20B-D). Na linhagem celular
DU145, as células editadas com sgRNA 1/2 MMP9 exibiram uma taxa de
proliferacdo diminuida em relacdo ao Scramble (p = 0,0007). Em contraste, a
proliferacao das células editadas com miR-21 sgRNA1 ndo apresentou diferenca
(Figura 20E). Ao avaliar a apoptose inicial, ndo observamos diferenca significativa
entre as amostras editadas com CRISPR-Cas9 para MMP9 com sgRNA 1/2 e
sgRNA1 para miR-21 em relacdo ao Scramble. Porém, ambos 0s grupos
apresentaram aumento da apoptose tardia (MMP9 sgRNA 1/2 = 0,0004; miR-21
sgRNA1, p=0,02) e total (MMP9 sgRNA 1/2, p=0,0485; miR-21 sgRNA1, p=0,0061)

em relacdo ao grupo Scramble (Figura 20F-H).
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Figura 20. Citometria de fluxo para avaliacdo de proliferacdo e apoptose em
linhagens celulares de CaP metastatico. (A) Células PC-3M-luc-C6 editadas com
CRISPR-Cas9 para MMP9 sgRNA1/2 e sgRNA1 para miR-21, marcadas com
anticorpo ki67 para avaliar a taxa de proliferacdo celular. (B-D) Células do grupo
sgRNA1/2 para MMP9 e sgRNA1 para miR-21, comparadas ao scramble, marcadas
com anexina-5 e 7-AAD para avaliar a porcentagem de células nos estagios inicial e
tardio da apoptose e calcular a apoptose total. (E) Marcacéo de células da linhagem
DU145 editadas com CRISPR-Cas9 sgRNA1/2 para MMP9 e sgRNA1 para miR-21
com o anticorpo ki67 para avaliar a taxa de proliferacao celular. (F-H) Marcacéo de
células editadas por CRISPR-Cas9 para MMP9 com sgRNA1/2 e sgRNA1 para miR-
21 com anexina-5 e 7-AAD para avaliar a porcentagem de células nos estagios
inicial e tardio da apoptose e calcular a apoptose total.

Avaliamos o potencial de invasdo celular e observamos que células da
linhagem PC-3M-luc-C6 editadas por CRISPR-Cas9 com sgRNA1/2 para MMP9 e
sgRNA1 para miR-21 apresentaram um menor numero de células em comparagéo
ao grupo Scramble (MMP9 sgRNA1/2, p=0,0022; miR-21 sgRNA1, p=0,0002)
(Figura 21A). Dados similares foram encontrados na linhagem celular DU145, que
apresentou um menor numero de células editadas com sgRNA1/2 para MMP9 e
sgRNA1 para miR-21 quando comparado ao Scramble (MMP9 sgRNA1/2, p=0,0344;

miR-21 sgRNA1, p=0,0002) (Figura 21B).
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Figura 21.Ensaio de invasdo com células de CaP metastaticas. Células editadas
com CRISPR-Cas9 para MMP9 com sgRNA1/2 e miR-21 sgRNA1 em invasao (A)

PC-3M-luc-C6 e (B) DU145.

Os principais achados em relacao a expressao génica estao apresentados na

Tabela 3.
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Tabela 3. Principais achados do trabalho ap6s a edicao génica com CRISPR-Cas9
para MMP9 e miR-21.

PC-3M-LUC-C6 DU145
GENES SgRNAs
MMP9 miR-21 MMP9 miR-21
sgRNA1/2 sgRNAT1 sgRNA1/2 sgRNAT1
RECK - 0 - 1
BTG2 ox o ok 1
MARKS - 0 - 1
PDCD4 - 0 0 0
ITGB1 - 0 0 -
ITGB3 1 0 - 0
CDH1 - 0 0 -
BAX T T T T
mTOR ! ! o 1

' Subexpresso; TSuperexpresso; **Expressdo génica sem alteracdo

4.3 Crescimento tumoralin vivode células editadas com CRISPR-Cas9

para MMP9 e miR-21

Avaliamos o crescimento de células da linhagem PC-3M-luc-C6 em
camundongos Balb/c Nude e observamos que em 14 dias, células editadas com
CRISPR-Cas9 para MMP9 apresentaram uma evolugao tumoral mais lenta quando

comparado ao Scramble(Figura 22 A, B e E). Ja as células editadas com sgRNA1
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para miR-21, ndo apresentaram diferenca estatistica em comparacdo com o

Scramble (Figura 22 A, C e D). Nao observamos diferenca de peso entre os grupos.
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Figura 22. Crescimento tumoraldo modelo ortotépico de CaP. Imagens de
Bioluminescéncia de camundongos Balb/c Nude, nos dias 5, 8, 12 e 14 ap6s a
inoculacao das células PC-3M-luc-C6 na préstata dos animais.(A) Animais que
receberam as células do grupo Scramble. (B) Grupo dos animais que receberam as
células editadas com CRISPR-Cas9 sgRNA1/2 para MMP9. (C) Animais que
receberam células CRISPR-Cas9 sgRNA1 para miR-21. (D e E) Quantificacdo da
Bioluminescéncia dos 3 grupos avaliados. (F) Peso dos animais durante o
experimento(N=5 por grupo).
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5. Discussao
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CRISPR-Cas9 € uma técnica de edi¢do génica inovadora, que trouxe diversas
possibilidades de terapias e correcdes genéticas em multiplas doencas relacionadas
a mutagdes (62). Alguns trabalhos na literatura mostram que € possivel utilizar essa
técnica para correcdées de mutacdes de marcadores moleculares ja descritos na
literatura, ou até mesmo bloquear ou editar genes que podem ser possiveis

candidatos na terapia alvo molecular (68-70).

Nesse estudo, buscamos avaliar o papel da MMP9 no CaPmetastatico,
através da técnica de CRISPR-Cas9. Os achados sobre o papel da MMP9 no cancer
em geral ainda s&do controversos.Babichenko e col., encontraram uma diminui¢cao da
producdo de MMP9 em casos mais avancados da doenca(71). Porém, Cathcart e
col. demonstraram que essa é uma proteina fundamental para a angiogénese e
metastases,0 que justifica estudar mais a fundo os mecanismos moleculares da

MMP9 no CaP(72).

Para isso, padronizamos todos 0s experimentos iniciais, com a insercao dos
sgRNAs nos plasmideos e expansao dessas amostras em cultura de bactérias, para
que conseguissemos uma concentragdo suficiente desses plasmideos com o0s
sgRNAs. Apds essa etapa, realizamos as transfeccoes das sgRNAs 1 e 2 nas
linhagens celulares PC-3M-luc-C6 e DU-145, seguindo o protocolo publicado pelo
autor que desenvolveu essa técnica(65). Desta forma, ao avaliar a edicao génica por
CRISPR-Cas9, utilizando os sgRNAs 1 e 2 isoladamente, observamos resultados
inconclusivos, com um aumento da expressao génica de MMP9 com a transfeccao
de sgRNA1, nas duas linhagens celulares, € ndo observamos diferenca na
expressao génica nas amostras do sgRNA2. Entretanto, ao avaliar a expressao
proteica, ndo observamos esse mesmo aumento, 0 que pode sugerir que houve uma

edicdo génica da MMP9 nas duas linhagens celulares, resultando em baixa
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expressdao proteica, e aumento da expressdo génica desse mesmo alvo,
possivelmente como uma tentativa celular para aumentar a expressao proteica.
Alguns trabalhos na literatura mostram que a edicao génica por CRISPR-Cas9 pode

resultar em proteinas sem funcéo, ou baixa expressao(73, 74).

Optamos por transfectar os 2 sgRNAs na mesma col6nia de células, com o
intuito de editar duas regides da MMP9 e diminuir ainda mais expressao proteica.
Alguns trabalhos mostram que a edicdo génica em mais de uma regidao, pode ser
mais eficiente (75). Sendo assim, nossos dados mostraram que com a transfeccao
de 2 sgRNAs na mesma célula, houve um aumento da expressao génica de MMP9
na linhagem DU-145. J& na linhagem PC-3M-luc-C6 ndao observamos esse mesmo
aumento. Ao avaliar a expressao proteica, os resultados foram opostos, ou seja, nas
células editadas com os 2 sgRNAs houve uma diminuicdo da proteina, tanto na
linhagem DU-145 e PC-3M-luc-C6, o que pode sugerir gue o RNAm da MMP9 foi
editado, resultando em um bloqueio da traducao da proteina, porém, a célula ainda
assim, aumenta a expressao desse RNAm nao funcional para tentar reverter esse

bloqueio.

Confirmamos esses dados de expressao proteica com a imunofluorescéncia,
onde observamos auséncia de MMP9 nas duas linhagens editadas com os 2

sgRNAs, em relacdo ao Scramble, transfectado com o plasmideo sem os sgRNAs.

Apds essa etapa de validacao da edicao génica da MMP9, fizemos ensaios de
invasao celular, para verificar se as células editadas para MMP9 perdem ou reduzem
sua capacidade de invadir os poros da membrana, e observamos uma diminuicao
significativa dessas células editadas, em relacdo ao Scramble, nas duas linhagens

estudadas.
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Além disso, avaliamos também os mecanismos de proliferacdoe apoptose, e
encontramos uma diminuicdo da proliferacdo nas duas linhagens, nas células
editadas para MMP9, e aumento da apoptose, quando comparados ao Scramble.
Nao encontramos dados na literatura que mostram que a auséncia de MMP9,
diretamente, pode levar a célula a apoptose, porém, ha dados que mostram que
além da matriz extracelular, a MMP9 pode também degradar integrinas, ou seja,

proteinas que estdo presentes na parte externa da membrana celular (76).

Para comprovar esses dados, nés avaliamos a expressao génica de CDH1,
ITGB3 e ITGB1, proteinas possiveis de serem degradadas pela MMP9, e
observamos que nas células editadas com os 2 sgRNAs, houve um aumento de
ITGB3 na linhagem PC-3M-luc-C6 e aumento de CDH1 e ITGB1 na linhagem
DU145, ou seja, segundo nossos dados, a edicao génica de MMP9 pode levar ao
aumento da expressao génica de integrinas. A literatura mostra que MMPs podem
degradar, além da matriz extracelular, proteinas de jungdo e de membrana celular, o
que corrobora com 0s nossos dados, onde encontramos que houve um aumento da

expressao génica de integrinas e-caderinana auséncia da MMP9(77).

Para validar o mecanismo de apoptose e proliferacdo dessas células editadas
com CRISPR-Cas9 para MMP9, nés avaliamos a expressao génica de BAX,
envolvida na apoptose celular e mtor, que € um dos marcadores mais importantes de
proliferacao celular(78, 79). Nossos dados mostram que as células editadas com os
2 sgRNAs simultaneos apresentam um aumento da expressao génica de BAX, tanto
na linhagem DU-145 como na linhagem PC-3M-luc-C6. Em relacdo a expressao
génica da mtor, nés encontramos uma diminuicdo da expressao na linhagem PC-

3M-luc-C6 editada com CRISPR-Cas9.
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Consideramos esses resultados in vitro como promissores, no sentido de que
a MMP9 pode apresentar um papel importante para a progressao do cancer de
prostata metastatico. Além disso, nossos achados corroboram com dados da
literatura que mostram que o aumento da MMP9 estd associado a progressao de

outros tumores como o cancer de mama, tireoide e linfoma(80-82).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o aumento da expressao MMP9
foi correlacionada com pior prognéstico de CaP, sendo que pacientes com PSA

>20ng/mL apresentaram uma maior expressao em relacao ao grupo controle (83).

Além dos estudos com MMP9, fizemos também a edigdo génica do miR-21, o
qual possui como alvo direto o gene RECK, que € um regulador de MMP9 (26).
Nosso grupo ja mostrou a importancia desse microRNA para o CaP, onde
encontramos uma maior expressao do mesmo em tumores de pior prognostico(37).
Outros trabalhos também descreveram a importadncia do miR-21 em diversos
modelos tumorais, como célon e leucemia (84). Seus genes alvo estdo diretamente
ligados a apoptose e marcadores de bloqueio da proliferagcdo celular, que sao
fatores essenciais para a progressao tumoral (85). Sendo assim, decidimos bloquea-

lo com essa técnica inovadora, o CRISPR —Cas?9.

O primeiro passo foi transfectar os sgRNAs nas células e depois avaliar a
expressao do miR-21 nas mesmas, para validar essa edi¢cdo. Encontramos auséncia
de expressdao do microRNA, bem como respostas positivas para seus genes alvo
direto RECK, PCD4, e MARCS na linhagem PC-3M-luc-C6 e DU145 onde
observamos um aumento da expressao génica nas células editadas com sgRNA 1
(G1) para mir-21 em relagdo ao Scramble, mostrando uma resposta celular efetiva
ao bloqueio desse microRNA. Em relacdo ao BTG2, somente encontramos diferenca

significativa na linhagem DU145. Avaliando a expressédo génica de MMP9, que é
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regulada pelo gene RECK, observamos uma diminuicdo nas amostras editadas com
sgRNA 1 para miR-21, também nas duas linhagens estudadas. Esse resultado foi
comprovado pela imunofluorescéncia, onde observamos uma maior expresséo
proteica de RECK e menor expressao de MMP9 nas células editadas para miR-21,
quando comparadas ao Scramble, o que mostra que o mecanismo do CRISPR-Cas9

foi eficiente para o bloqueio do miR-21 nas duas linhagens celulares.

Ao avaliar o crescimento das células editadas para o miR-21, observamos
uma diferenca nos experimentos de invasao, onde houve menos células em relagao
ao Scramble. Nos ensaios de proliferagéo e apoptose, células editadas da linhagem
PC-3M-luc-C6 apresentam uma menor taxa de proliferacdo e maior taxa de
apoptose, em relacdo ao Scramble. Na linhagem DU145, ndo foi observada
diferenca na proliferacao, porém, houve uma maior taxa de apoptose tardia, quando

comparada ao Scramble.

Na literatura esses dados sao controversos.Folinie col. demonstraram que o
miR-21 ndo apresenta um papel crucial como biomarcador para o
CaP(86).Entretanto, Damodaran e col. encontraram que esse microRNA pode estar
associado ao pior prognéstico da doenca, justamente por ter como alvo, genes
responsaveis pelo aumento da apoptose(87). Kanagasabai e col. Demonstraram que

o bloqueio do miR-21 pode diminuir a proliferagcéo e lipogéneseno CaP(88).

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, foi demonstrado que, da mesma
forma que a MMP9, existe uma correlacédo entre a alta expressao do miR-21 e pior

prognéstico para CaP (36).
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Outros pesquisadores também encontraram resultados parecidos, sendo que
esse microRNA é entdo considerado como um oncomiR, ou seja, um bom alvo

molecular para estudos como novas terapias (89).

Nosso grupo demonstrou em alguns estudos, que a alta expressdo de MMP9
pode estar correlacionada ao pior prognostico de CaP (78). Sendo assim, nds
avaliamos o papel dessa proteina em duas linhagens metastaticas do CaP e
sugerimos que ao efetuar o bloqueio direto da MMP9, pode levar a célula a um
crescimento mais lento, dificultando seu mecanismo de invasédo, o que € essencial

para a progressao tumoral.

Ao avaliar esse crescimento tumoral nos animais, células da linhagem PC-3M-
luc-C6 editadas para MMP9 apresentaram uma evolugcdo tumoral mais lenta,
comprovada pela bioluminescéncia, em relacdo ao Scramble. A edicao génica do
miR-21, embora observamos resultados promissores nos experimentos in vitro, nao
apresentou resultados significativos na evolucao tumoral. Acreditamos que a maior

eficiéncia na resposta ao crescimento tumoral esta nas células editadas para MMP9.

Para a edicdao génica da MMP9, foi preciso editar a célula em 2 regides
distintas do EXON1, sendo que quando editamos as células em apenas uma regiao,
nao foi eficiente. Essa pode ser uma limitacdo do nosso estudo, pois exige um maior

tempo e demanda dos experimentos.

Por outro lado, ndés observamos que com a técnica de CRISPR-Cas9, foi
possivel, efetuar o bloqueio permanente da MMP9 e miR-21, e acompanhar a
morfologia e tempo de crescimento das células editadas em relacdo ao controle, o
que nao é possivel em experimentos onde sao feitos tratamentos constantes ou

transientes para inibir a expressdao de marcadores moleculares. Com o sistema
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CRISPR-Cas9, pudemos efetuar o bloqueio definitivo dos alvos em estudo, o que
trouxe dados mais consistentes de resposta a um possivel tratamento com essa

técnica inovadora.

Alguns autores relatam que futuramente, com mais estudos, poderemos
projetar novos inibidores como alvo a MMP9, para tratamento do cancer (90). Nosso
estudo demonstra que essa importante e inovadora ferramenta de edicdo génica,
pode contribuir com o blogueio da MMP9 em células tumorais, e retardar o

crescimento ou até mesmo inibir o potencial metastatico de células tumorais.
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Conclusao
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Com esses resultados, concluimos que a metodologia utilizada para
construcao e transfeccao dos plasmideos com os sgRNAs para a edicao da MMP9 e
miR-21 foi efetiva,pelos resultados positivos do GFP presente nas células
transfectadas, o que mostra a validacao da transfeccéo, e com os resultados da
expressao proteica, concluimos que as linhagens celulares estudadas foram
editadas para o gene da MMP9 pela metodologia de CRISPR-Cas9, com a

transfeccdo simultanea de 2 sgRNAs, e também do miR-21, com o sgRNA 1.

A edicdo génica da MMP9 e do miR-21 pelo método de CRISPR-Cas9
aumenta a apoptose e diminui a proliferacao, invasao e aumenta a expressao génica
de ITGB3, ITGB1 e CDH1 em linhagens celulares de CaP metastatico PC-3M-luc-C6

e DU 145.

Células editadas com CRISPR-Cas9 para miR-21 aumenta a expressao
génica e proteica do seu principal alvo direto RECK, diminui MMP9 e aumenta a
expressao génica dos alvos PDCD4, BTG2 e MARCKS nas linhagens DU-145 e PC-

3M-luc-C86.

A edicao génica por CRISPR-Cas9 para MMP9 retarda in vivo o crescimento

tumoral.
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