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Resumo

A infeccéo pelo virus de Epstein-Barr (EBV) esté associada a alguns tipos de canceres,
como o linfoma de Burkitt (BL) e o carcinoma de nasofaringe (NPC). O EBV é ubiquo e
infecta, de forma latente, a maioria da populacdo adulta. A laténcia bioldgica do EBV é
caracterizada por elevada restricdo na expressao de produtos virais, sendo limitada a poucas
proteinas e RNAs ndo codificantes, como os miR-BARTS. A superexpressao de miR-BART
7 no NPC regula a expressao do produto do gene supressor tumoral PTEN. O miR-BART 9,
por sua vez, regula a expressdo da oncoproteina viral LMP1 e de caderina E celular. A
regulacdo da expressdo destas proteinas sugere papel dos miR-BARTs 7 e 9 no fenbmeno
de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), importante para progressao de canceres de
origem epitelial. Dessa forma, este estudo tem como objetivo a criagdo de um modelo
experimental para verificar o papel exercido por miR-BART 7 e miR-BART 9 na aquisi¢édo
de caracteristicas favoraveis a carcinogénese. O modelo estabelecido baseia-se em células
de epitélio de nasofaringe infectadas com particulas virais selvagens ou mutadas para estes
miRNAs. A construcdo deste modelo emprega a tecnologia CRISPR/Cas9 para edi¢do do
genoma do EBV em células Akata-EBV+. As células Akata-EBV+ com genoma selvagem
ou mutado foram quimicamente tratadas para ativacdo de ciclo litico, e producdo de
particulas virais. A validacao foi realizada a partir da expressao de marcadores de ciclo litico,
BZLF1 e gp350, enquanto a quantificacdo das particulas produzidas foi realizada a partir de
curva-padrdo com o genoma B95-8. A infeccdo de células epiteliais de nasofaringe foi
avaliada a partir da estimativa do nimero de cépias do genoma viral. As células Akata-
EBV+ contendo os genomas com comprometimento da expressao dos miR-BARTs 7 ou 9
apresentaram deficiéncia na producdo de particulas virais quando comparadas as células
contendo o genoma selvagem, enquanto na infeccdo de células epiteliais de nasofaringe, o
comprometimento da expressdo dos miR-BARTs 7 ou 9 influenciou positivamente,
aumentando o nimero de copias virais nas células infectadas com as versdes editadas. Os
dados apresentados demonstram estabelecimento de modelo experimental de estudo dos
miR-BARTs do EBV, e indicam uma possivel relagdo com eventos relacionados ao ciclo

litico do virus.
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Abstract

Epstein-Barr virus infection is associated with some types of cancers, such as Burkitt
lymphoma (BL), and nasopharyngeal carcinoma (NPC). EBV is a ubiquitous virus, and
infects, latently, the majority of adult population. The EBV latency is characterized by
limited viral expression, expressing a few proteins and non-coding RNAs, such as miR-
BARTS. The overexpression of EBV miR-BART 7 in NPC was associated with regulation
of protein levels of PTEN suppressor gene. EBV miR-BART 9, on the other hand, regulates
the expression of the LMPL1 viral oncoprotein and the cellular E-cadherin. The regulation of
these proteins suggests a role of miR-BARTSs 7 and 9 in epithelial-mesenchymal transition
(EMT), which is important for progression of epithelial cancers. This study aims to create
an experimental model to verify the role played by miR-BART7 and miR-BART9 in
acquisition of features favorable to carcinogenesis. The model established is based on
immortalized nasopharynx epithelial cells infected with wild type or edited viral particles
for these miRNAs. The construction of this model employs the CRISPR/Cas9 technology
for the EBV genome editing in Akata-EBV+ cells. The EBV+ Akata cells with wild type or
mutated genome were chemically treated to activate lytic cycle and viral particles
production. The validation was performed evaluating the expression of lytic cycle markers,
BZLF1 and gp350, while the quantification of the produced particles was performed using
a B95-8 genome standard curve. The nasopharynx epithelial cells infection was evaluated
from the estimate of the viral genome copy number. The Akata-EBV+ cells containing
genomes with impaired expression of miR-BARTs 7 or 9 showed deficiency in the
production of viral particles when compared to cells containing the wild type genome, while
in nasopharynx epithelial cells infection, the impairment of expression of miR-BARTS 7 or
9 positively influenced, increasing the viral copy number in cells infected with the edited
versions. The data presented demonstrate the establishment of an experimental model for the
study of EBV miR-BARTSs, and indicate a possible relationship with events related to the

lytic cycle of the virus.
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1 Introducéo

O termo “cancer” remete a um conjunto de doencas de natureza neoplasica que
apresentam algumas propriedades compartilhadas, tais como instabilidade gendmica,
proliferagdo exacerbada, potencial replicativo indefinido, resisténcia a morte celular, entre
outras (Hanahan e Weinberg 2011). Os canceres possuem multiplas apresentacdes possiveis,

dependendo do sitio primario da doenca local e célula de origem do tumor, por exemplo.

Estima-se que 19,3 milhdes de novos casos de canceres e 10 milhdes de mortes
associadas a essas doencas ocorreram em todo mundo em 2020 (Sung et al. 2021). A
distribuicdo de casos e mortes por cancer varia de acordo com varios fatores, incluindo
regido geografica, etnia e estilo de vida (Plummer et al. 2016). Para o0 ano de 2018, foram
estimados 18,1 milhdes de novos casos (Bray et al. 2018), sendo que 2,2 milhdes (15,4%)
foram associados a infeccdes (de Martel et al. 2020). Até o momento, sdo agentes infecciosos
virais com potencial oncogénico para células humanas o virus da hepatite C (hepatitis C
virus — HCV), o virus linfotropico de células T humana tipo | (human T lymphotropic virus
— HTLV-1), o virus da hepatite B (hepatitis B virus — HBV), o poliomavirus de células de
Merkel (Merkel cell polyomavirus — MCPV), o papilomavirus humano (human
papillomavirus — HPV), o virus humano sarcoma de Kaposi (Kaposi’s sarcoma human virus
— KSHV), e o virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr virus — EBV) (IARC Working Group
2012).

Estudos seminais sobre a associacgao entre agentes infecciosos e o desenvolvimento de
neoplasias em humanos remetem ao inicio do século XX. Em um trabalho publicado em
1911, Peyton Rous propds que um agente filtravel, e ndo células transplantadas, seria
responsavel pelo desenvolvimento de sarcomas em frangos previamente saudaveis apés a
inoculacdo de filtrado acelular obtido da maceracdo do tecido neoplasico de aves doentes
(Rous 1911). Em humanos, o primeiro virus relacionado ao desenvolvimento de um cancer
foi descrito em 1964 por Anthony Epstein e Yvonne Barr, que detectaram a presenga de um
novo herpesvirus em células derivadas de linfoma de Burkitt (Burkitt Lymphoma - BL),
subsequentemente denominado EBV (Epstein, Achong, e Barr 1964). Atualmente esta bem
documentada a participacao do EBV na etiopatogénese de diversos canceres humanos, o que

sera detalhado a seguir.
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1.1 Céanceres associados ao EBV

Formalmente denominado gama herpesvirus humano 4 (Human gammaherpesvirus 4
- HHV-4), a infeccdo pelo EBV estd associada ao desenvolvimento de doengas néo-
neoplasicas, como a mononucleose infecciosa e, mais recentemente, a esclerose multipla
(Bjornevik et al. 2022), além de diversas neoplasias malignas, sendo fortemente relacionado
ao desenvolvimento do BL e do carcinoma de nasofaringe (Nasopharyngeal Carcinoma -
NPC), mas também de parcela de casos de outros canceres, incluindo a forma cléssica do
linfoma de Hodgkin (Hodgkin Lymphoma — HL), linfomas ndo-Hodgkin (notadamente em
individuos imunocomprometidos) e adenocarcinomas gastricos (Kutok e Wang 2006; Tsao
et al. 2015).

O BL pode ser classificado em forma endémica, esporadica e o BL que acomete
pacientes portadores de HIV (Human immunodeficiency virus — HIV), sendo que todas
compartilham fundamentalmente os mesmos aspectos histopatoldgicos. O BL endémico
ocorre principalmente na Africa Equatorial e esta associada ao EBV em 100% dos casos. A
forma esporadica do BL é menos frequente e tem associacdo heterogénea com o EBV: 15-
30% dos casos tem infeccdo pelo EBV na Europa e Estados Unidos, enquanto a regido
Nordeste do Brasil apresenta taxas que podem alcancar 80% (Shannon-Lowe, Rickinson, e
Bell 2017).

Apesar de ndo apresentar elevada incidéncia mundial, o NPC é endémico em regides
do Sudeste Asiético e Norte da Africa (Kutok e Wang 2006; Chen et al. 2019). Trés formas
histopatolégicas do NPC sdo descritas: 0 NPC queratinizante, o NPC ndo-queratinizante
(que pode ser diferenciado ou indiferenciado) e 0 NPC basaloide escamoso. O NPC néo-
queratinizante é o mais fortemente associado ao EBV, com virtualmente 100% dos casos
relacionados a infecgdo viral em sua forma indiferenciada. Além da infeccdo pelo EBV,
também contribuem no risco para o desenvolvimento desse cancer a exposicdo a
nitrosamidas presentes na dieta e fatores genéticos, incluindo a constituicdo haplotipica de
genes do complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex —
MHC) de classe 1. A proposito, estudos na populacdo Chinesa relataram que os haplotipos
HLA-A*02:07, A*33:03 e B*38:02 estiveram associados a maior susceptibilidade ao
desenvolvimento do NPC, ao passo que foram associados com menor risco 0s haplétipos
HLA-A*11:01, A*31:01, B*13:01 e B*55:02. (Tsao, Tsang, e Lo 2017).
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Conhecer a estrutura e ciclo biolégico do EBV é imprescindivel para melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento das doengas associadas a

infeccdo viral. Assim, informacdes basicas a respeito serdo apresentadas a seguir.

1.2 Virus de Epstein-Barr

A infeccdo primaria por EBV costuma ocorrer nos primeiros anos de vida do individuo
e tende a apresentar sintomas inespecificos, equivalentes aos de outros quadros de infeccao
viral aguda. Entretanto, situacGes de exposicdo priméria tardia ao virus (e.g., a partir da
adolescéncia) tendem a se manifestar com mononucleose infecciosa. Ap6s a infecgdo
primaria, 0 EBV mantém uma infeccdo viral latente e assintomatica que persiste durante
toda a vida do individuo. Estima-se que aproximadamente 95% da popula¢do mundial adulta
esta infectada com EBV, mas em apenas uma pequena fracdo desses casos a infeccéo viral
tende a se associar ao desenvolvimento de canceres (Kutok e Wang 2006; Young, Yap, e
Murray 2016)

A particula viral do EBV é composta por um capsideo icosaédrico em meio a proteinas
tegumentares e envolto por envelope lipidico contendo glicoproteinas celulares e virais. Seu
genoma é constituido de fita dupla de DNA com aproximadamente 180 kb, codificando mais
de 90 produtos virais. O virus tem tropismo por diversos tipos de celula, mas principalmente
linfocitos B e células epiteliais. Na infeccdo do hospedeiro o EBV inicialmente tem contato
com as células epiteliais da orofaringe. A glicoproteina gp350 expressa no envelope viral é
capaz de associar-se com a porcdo Fab de anticorpos IgA em forma polimérica ligados entre
si por meio de seu dominio J. O complexo dado pela gp350 do EBV e a IgA liga-se a uma
proteina transmembrana, (secretory component — SC) presente em células epiteliais da
nasofaringe, induzindo a entrada do EBV nas células epiteliais por endocitose (Sixbey e Yao
1992). Na célula epitelial infectada o EBV pode se replicar e liberar novas particulas virais
para infectar outras células, tais como os linfocitos B (Longnecker, Kieff, e Cohen 2013),
cuja infeccdo é mediada pela ligacdo da gp350 viral e o receptor 2 para fragmento do
complemento (Complement Receptor 2 — CR2), também denominado CD21, presente na
membrana no linfécito B (Chandran e Hutt-Fletcher 2007). A infecgdo de linfocitos B
tipicamente cursa com mudanga do DNA viral para forma epissomal e estabelecimento de

infeccdo persistente da célula, estado denominado de laténcia viral.

De modo equivalente ao observado para outros herpesvirus, o ciclo biolégico do EBV
apresenta duas fases, denominadas de ciclos litico e latente de infec¢cdo. Na infeccdo litica

ha expressédo de proteinas virais que estimulam a replicacdo do genoma viral e a sintese das




Efeitos de EBV miR-BARTS 7 e 9 em células humanas de nasofaringe 18

proteinas estruturais, culminando em geracdo de novas particulas virais e efeitos citopaticos
na célula infectada. Durante a laténcia, 0 DNA viral ¢ replicado durante a fase S do ciclo
celular, com consequente segregacdo para as células-filhas, mecanismo que permite a
permanéncia do EBV por tempo indeterminado no organismo (Hau e Tsao 2017). Esse é um
importante mecanismo para escape do virus das respostas do sistema imunitario do
hospedeiro, posto que durante o ciclo latente a expressao de genes virais e a replicagéo viral
sdo limitadas, restringindo estimulos potencialmente imunogénicos. A reativacao do ciclo
litico viral ocorre sob condicBes mais favoraveis para a replicacdo viral, identificadas
essencialmente pelo estado de ativacao celular, e sinalizacdo oferecida pelo microambiente,
como ativacao do receptor de célula B (B cell receptor — BCR), estresse oxidativo ou hipoxia
(Lietal. 2016).

Dentre os produtos virais expressos durante o ciclo latente, podem ser identificados
antigenos nucleares do EBV (EBV encoded nuclear antigens — EBNA), proteinas latentes de
membrana (latent membrane proteins — LMPSs), os pequenos RNAs codificados pelo EBV
(EBV encoded small RNA — EBERs), além de miRNAs das regibes BHRF1 (BamHI
fragment H rightward open reading frame 1) e BART (BamHI-A region rightward
transcript) (Kang e Kieff 2015). De acordo com o repertorio de produtos expressos durante
a laténcia do EBV, quatro programas principais sdo convencionalmente descritos,

denominados de laténcias tipo O, I, 11 e 11l (Quadro 1).

Quadro 1: Programas de laténcia do EBV, definidos de acordo com os principais produtos virais
expressos (Heslop 2009; Kang e Kieff 2015; Thorley-Lawson e Gross 2004)

Programa Principais produtos virais expressos
Tipo 0 (Laténcia) N&o ha expressao de produtos virais
Tipo | (EBNA-restrito)) EBERs, EBNA-1, miR-BARTSs
Tipo Il (Padrdo) EBERs, EBNAs 1 e 2, LMPs 1, 2A e 2B, miR-BARTS

Tipo 1 (Crescimento) EBERs, EBNASs (1, 2, 3, LP), LMPs (1, 2A, 2B), miR-BARTs

Abreviac6es: EBNA - antigenos nuclear do EBV (EBV encoded nuclear antigen), LMP - proteina latente de
membrana (Latent Membrane Protein), EBERS - pequenos RNAs codificados pelo EBV (EBV-encoded small
RNA), miR-BART (BamHI-A region rightward transcript)

A infeccdo do EBV acompanha a via normal de ativagéo de linfocitos B. O modelo do
centro germinativo € utilizado para explicar a trajetoria do virus no organismo, desde a
infeccdo por EBV, passando por proliferacdo e diferenciacdo até a persisténcia (Thorley-
Lawson 2015). Cada programa pode ser observado em diferentes tipos de células ou doengas.

Por exemplo, o programa de laténcia tipo 111 é observado em linfocitos B naive (exceto
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linfocitos atipicos da mononucleose infecciosa), nos da doenca linfoproliferativa pos-
transplantes e em linhagens celulares linfoblastoides; o tipo Il é observado em linfécitos B
de centro germinativo e em células neoplasicas de NPC e do HL; ja o programa de laténcia
tipo | € observado em linfécitos B de memoria e em células neopléasicas do BL (Kang e Kieff
2015; Ok, Li, e Young 2015; Heslop 2009).

Diversos produtos virais sintetizados durante a laténcia viral foram descritos com
participagdo na carcinogénese induzida pelo virus. Por exemplo, EBNA2 induz a ativagdo
de diversos genes virais e celulares, culminando em proliferacdo celular. Outro exemplo é a
proteina LMP1, que possui atividade similar a do receptor CD40, proporcionando ativagao
de sinalizacdo intracelular por vias como NF-xB (principalmente) e MAPK (M.-S. Kang e
Kieff 2015). Adicionalmente, foi observado que a expressdo de LMP1 em células de NPC
esta relacionada a ativagdo do programa de transicOes epitelial-mesenquimal (Epithelial-
Mesenchymal Transitions — EMTS), o que contribui para a progressao de carcinomas por
facilitacdo de fenbmenos como a migracgdo e a invasao celular (Elgui de Oliveira, Mller-

Coan, e Pagano 2016).

Além de proteinas virais, 0 EBV também expressa transcritos que ndo codificam
proteinas (non-coding RNAs — ncRNAS), tais como os EBERs e miRNAs codificados nas
regidbes BHRF1 e BART de seu genoma. Os ncRNAs de EBV séo expressos durante o ciclo
latente e sdo importantes para a persisténcia viral por diferentes mecanismos, tais como
inibicdo da apoptose e subversdo da resposta do sistema imunitario do hospedeiro (Grey
2015). Sua acdo também interfere na homeostase celular, de modo que podem contribuir no
desenvolvimento neoplasico (Caetano et al. 2021). S&o diversos 0s processos celulares
regulados por ncRNAs do EBV, incluindo miRNAs virais. Algumas das possiveis
contribuicbes de miRNAs do EBV na carcinogénese associada a infeccdo viral sdo

apresentadas na proxima secao.

1.3 microRNAs e carcinogénese

Os ncRNAs sdo transcritos que tipicamente ndo sdo traduzidos, mesmo quando suas
sequéncias codificadoras estdo ativamente expressas nas células. A classe mais estudada de
NncRNA é a de RNAs pequenos nédo codificantes, ou microRNAs (miRNAs ou miRs), que
tipicamente atuam como reguladores negativos da expressdo génica por interferirem na
atividade de RNA mensageiros (messenger RNA - mRNA) aos quais sdo dirigidos (Shukla,
Singh, e Barik 2012).
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Um miRNA pode regular diversos genes e um mesmo gene pode ser regulado por
diversos miRNAs. Grande parte dos miRNAs s&o transcritos a partir de regides intronicas e
intergénicas. Esses transcritos primarios (pri-miRNA) sdo processados pela enzima RNase
Il Drosha em conjunto com uma proteina ligante de RNA de fita dupla, DGCRS, e
apresentam aproximadamente 70 pares de base. Esse processamento elimina parte das
extremidades 5’ ¢ 3 do pri-miRNA, gerando o0 miRNA precursor (pre-miRNA), que é
exportado do nucleo para o citoplasma pelo complexo exportina-5 e Ran-GTP. A maturagédo
do pre-miRNA ¢ realizada pela enzima dicer e o complexo ribonucleoproteico de
silenciamento induzido por miRNA (miRNA-Induced Silencing Complex — RISC) (Shukla,
Singh, e Barik 2012). A complementaridade entre 0 miRNA e mRNA alvo é possivel devido
a presenca de uma sequéncia de 8 nucleotideos (seed) na regido 5 do miRNA maduro. Apos
a identificacdo da sequéncia alvo no mRNA pelo miRNA, o mRNA pode ser imediatamente
degradado ou ser direcionado para estruturas citoplasmaticas (corpos de processamento), nas
quais ocorrera sua degradacdo (O’Brien et al. 2018).

A regulagéo da expressdo génica por miRNAs abrange diversos fendmenos celulares,
incluindo a proliferacdo e morte celular. Alterages na expressédo de miRNAs podem causar
desregulacdo desses processos e contribuir para o desenvolvimento tumoral. A expresséo
aberrante de miRNAs ja foi descrita em diversos tipos de cancer, sugerindo que miRNAs
possam apresentar atividade similar a oncogenes ou genes supressores tumorais. As
alteracbes na expressao de mIRNAs podem ocorrer, por exemplo, por anomalias
cromossoémicas, tais como delecdo ou amplificacdo do lécus que contém a sequéncia do pri-
miRNA, ou por alteracdo da transcricdo do pri-miRNA, propiciando aumento ou diminuicao

da expressao do(s) miRNA(s) correspondente(s) (Peng e Croce 2016).

Em céanceres humanos ja foram descritos mecanismos de comprometimento de
diferentes miRNAs, tais como 0s do grupamento (cluster) que contém os miRs-16-1/15a,
que atuam na repressao da expressao da proteina antiapoptética bcl-2. A delecdo ou perda
de heterozigose de miR-16-1/15a foi descrita em doencas hematoldgicas, e a restauragdo
exogena desses miRNAs ocasionou inducéo de apoptose em células leucémicas (Cimmino
et al. 2005). Também é descrita & amplificacdo de I6cus génicos que contém sequéncias que
codificam miRNAs. Esse é o caso de miR-21, que é amplificado em glioblastomas e em
consequéncia apresenta expressao elevada nesses tumores. A hiperexpressdao de miR-21

compromete a apoptose e sua inibigéo parcial (knock-down — KD) em células de gliobastoma
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proporcionou aumento desse tipo de morte celular, um efeito sugestivo de que a atividade
desse miRNA é semelhante a de oncogenes (Chan, Krichevsky, e Kosik 2005).

Canceres associados ao EBV tambem apresentam alteracfes na expressdo de miRNAs.
Por exemplo, foi relatada baixa expressdo do miR-34c-5p em amostras de NPC e em
linhagem derivada de NPC (HK-1, RRID: CVCL _7084), quando comparado com tecido ndo
neoplasico; o inverso foi observado para NOTCH1, que apresentou expressdo elevada em
NPC e diminuida nos tecidos ndo neoplasicos. A superexpressdo induzida de miR-34c-5p
em células HK-1 causou aumento de proteinas pro-apoptéticas, caspase-3, caspase9 e Bax,
e diminuicdo de expressdo de NOTCHL1 e de proteinas relacionadas a EMT, como caderina-
N e vimentina, também foi observado diminuicéo das taxas de migracdo e invasao, indicando
que os efeitos observados foram mediados pela inibicdo de NOTCH1 pelo miR-34c-5p (Xu
et al. 2020).

Pelo exposto, percebe-se que miRNAs regulam diversos processos celulares e que
podem contribuir na patogénese de canceres pela acdo que exercem na homeostasia tecidual
(Lee e Dutta 2009). Além dos miRNAs enddgenos, mais recentemente tem sido relatado que
miRNAs codificados no genoma de virus também podem exercer papel importante em
processos patoldgicos (Grey 2015). Embora diversas familias de virus tém miRNAs
codificados em seu genoma, a maioria dos miRNAs virais conhecidos até 0 momento séo
oriundos de herpesvirus (Grundhoff e Sullivan 2011), sendo que os primeiros miRNAS virais
foram identificados em 2004 no genoma do EBV (Pfeffer 2004).

A participacdo de miRNAS virais na carcinogénese ainda € pouco explorada, mas pode
oferecer dados relevantes para elucidar os mecanismos de carcinogénese viral. Em
particular, o entendimento da atividade de miRNAs codificados pelo EBV pode contribuir
para melhor compreensdo da patogénese dos diversos canceres humanos associados a

infecgdo por esse virus.

1.4 EBV, miRNA e carcinogénese
Os loci génicos BHRF1 e BART do EBV contém sequéncias que codificam 25

miRNAs precursores, dos quais se originam 44 miRNAs maduros (Figura 1). Quatro
miRNAs precursores do EBV tém origem no I6cus BHRF1, enquanto 21 se originam de
BART (Barth, Meister, e Grasser 2011). A predicdo de alvos para os miRNAs do EBV
revelou genes celulares relevantes em diferentes processos celulares, incluindo a regulagao
da transcri¢do génica, ciclo celular, apoptose, e a regulacdo de componentes de vias de

sinalizag&o intracelular (Pfeffer 2004).
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Figura 1: Representacdo do genoma do EBV com destaque para as regides BHRF1 e BART (clusters
1 e 2), onde sdo codificados a maioria dos miRNAS virais. Reproduzido de Barth et al. 2011 (Barth,
Meister, e Grasser 2011).

Diferentes genotipos do EBV podem apresentar variagcdes na expressao dos miRNAs
virais (Tsai et al. 2017). Digno de nota, o genotipo viral B95-8 possui uma delecdo gendmica
de aproximadamente 11 kb, que compromete parte da regido BART e restringe a expressao
de miR-BARTSs (Figura 1) (Barth, Meister, e Grésser 2011). Uma vez que EBV B95-8 é
capaz de transformar linfocitos B (Robertson, Tomkinson, e Kieff 1994), assume-se que a
regido BART nao é essencial para transformacao dessas células. Por outro lado, a inoculacdo
de células epiteliais AGS-BX1 (derivadas de adenocarcinoma géastrico; RRID: CVCL_0139)
com expressdo ectopica de miR-BARTs na nasofaringe de camundongos potencializou o
desenvolvimento de tumores e sua agressividade bioldgica, comparativamente as células
sem expressdo dos miR-BARTSs. Nesse estudo, todos os animais inoculados com células
expressando os miR-BARTSs desenvolveram tumores, desfecho que foi observado para
metade dos animais do grupo controle (Qiu et al. 2015). Assim, a0 menos no que se refere a
canceres de origem epitelial associados ao EBV, a expressdo de miR-BARTS pode contribuir
na tumorigénese in vivo.

Na perspectiva de que os miR-BARTs do EBV podem regular diversos processos
bioldgicos relevantes na carcinogénese, observou-se que a superexpressao de miR-BART
11 proporcionou proliferacdo em células epiteliais HK-1, derivada de NPC, e AGS (RRID:
CVCL_0139), derivada de adenocarcinoma gastrico EBV-negativo (Song et al. 2016). Por
outro lado, a expressdo dos miR-BARTS -3, -6, -8, -16, e -22 em células AGS ocasionou

reducdo em nivel transcricional e proteico de produtos celulares com agdo pré-apoptotica,
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resultado corroborado pela acdo de mimeticos desses miR-BARTSs (Kang, Skalsky, e Cullen
2015).

Os miRNAs virais podem também contribuir para evasdo de respostas imunitérias do
hospedeiro por diversas formas, incluindo alteracdo da expressao de citocinas e da interacao
dessas moléculas a seus receptores. Por exemplo, 0s miR-BARTs 1 e 2 do EBV tem como
alvo o gene IL12B, que codifica uma subunidade da IL-12, citocina que estimula a
polarizacdo de linfocitos TCD4" para perfil Th1l. A diminuicdo da sintese dessa subunidade
prejudica a acdo de 1L-12, com reflexos na diferenciacdo de linfocitos Thl e prejuizo da
resposta imunitéria citotoxica, importante contra a infec¢do viral (Tagawa et al. 2016). A
analise do perfil de expressdo de miRNAs do EBV em amostras de NPC revelou expressdo
elevada de miR-BARTS, incluindo miR-BART 1, ao passo que diversos miRNAs enddgenos
humanos tiveram sua expressdo reduzida comparativamente a amostras de epitélio

nasofaringeo ndo-neoplésico (Cai et al. 2015).

Também ha dados sobre participacdo de miR-BARTs do EBV em fendmenos
importantes na progressdo tumoral e disseminacdo de células malignas por metastase. Por
exemplo, a superexpressdo de miR-BART1 em células 5-8F (RRID: CVCL_C528) e CNE-
1 (RRID: CVCL_6888) (ambas originalmente consideradas NPC, mas derivadas de
linhagem HelLa) proporcionou elevacéo da capacidade migratéria e de invasdo in vitro, além
de diminuicdo na expressao de caderina E e aumento de caderina N (Cai et al. 2015). Em
outro estudo, foi notada elevada expressdo de miR-BART 8-3p em amostras de NPC e a
expressdo ectopica desse miRNA viral promoveu aumento das taxas de migracdo e invasdo
in vitro para células das linhagens SUNE-1 (RRID: CVCL_6946) (também derivada de
HeLa) e CNE-1, além de estar associado com o desenvolvimento de metastases in vivo. De
modo semelhante ao notado para miR-BART 1, a superexpressao de miR-BART 8-3p foi
associada a uma diminuicdo de caderina E e aumento de caderina N, achados que sugerem
acao dos miRNAs na regulacdo do programa de EMT (Lin et al. 2018).

E relatado que a superexpressdo de miR-BART 7 ocasionou aumento da migraco e
invasdo na linhagem de NPC HK-1, bem como nas células de linhagens derivadas de HeLa
5-8F, CNE-1 e HONE1 (RRID: CVCL_8706) (Chan et al. 2012; Cai et al. 2015). Por outro
lado, o silenciamento de miR-BART 7 suprimiu esses processos nas linhagens 5-8F e CNE-
1 (Cai et al. 2015). Saliente-se que miR-BART 7 pode comprometer a atividade da proteina
PTEN, que regula negativamente a via PI3K/Akt/GSK-3p, indutora de EMT (Cai et al.
2015). No NPC, esse miRNA viral também foi relatado na regulacdo da expresséo do
peptideo A relacionado ao MHC-1 (Major histocompability complex class | Chain-related
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peptide A - MICA), responsavel pela ativacao de células matadoras naturais (Natural Killers
— NK), e sua expressdo ¢ regulada por TGFB1/c-myc (Wong et al. 2018). Na linhagem HK-
1 (NPC) foi observada diminui¢do da expressio de TGFB1/c-myc/MICA quando
transfectadas com miR-BART 7 sintético e houve reducdo da sensibilidade dessas células a
acao citotoxica de celulas NK em co-cultura, sugerindo que miR-BART 7 contribui para
evasdo do sistema imunitario (Wong et al. 2018).

Em relacdo a miR-BART 9, foi reportado que sua expressdo € limitada a células
derivadas de NPC e sua expressdo ectopica em celulas de NPC EBV-negativas das linhagens
BM1 (RRID: CVCL_6007), HK-1 e TW04 (RRID: CVCL_6011) proporcionou aumento da
capacidade migratoria e de invasdo in vitro, além de diminuicdo de caderina E, em niveis
transcricional e proteico (Hsu et al. 2014). Ademais, miR-BART 9 foi encontrado
superexpresso em linfoma de células T/NK nasais, e sua superexpressao em células SNK6
(RRID: CVCL_AG673) (derivadas desse tipo de linfoma), proporcionou elevacdo da
proliferacdo celular, além de aumento na expressao de LMP1 — efeito revertido em nivel
transcricional e proteico pela inibicdo de miR-BART-9 (Ramakrishnan et al. 2011). Outra
proteina regulada por miR-BART 9 é a proteina mutada na ataxia-telangectasia (Ataxia
Telangiectasia Mutated - ATM), uma quinase envolvida no reparo de fita dupla de DNA: a
expressao de ATM esteve inversamente relacionada a expressdo de miR-BART 9-3p e miR-
BART 7 -3p em amostras de NPC, que tipicamente apresentam expressao elevada dos
miRNAs virais (Lung et al. 2018).

Pelo exposto, percebe-se que os dados disponiveis subsidiam a ideia de que alguns
miR-BARTs do EBV, tais como 0s miR-BARTSs 7 e 9, podem participar em processos
relacionados a manutencdo de laténcia viral e na carcinogénese induzida pelo virus,
eventualmente contribuindo na patogénese do NPC e de outros canceres epiteliais associados
a infecgdo viral. Como os dados a respeito ainda s&o escassos, este trabalho demonstra o
estabelecimento de um modelo experimental com células imortalizadas de epitélio de
nasofaringe para investigacdo da contribuicdo de miR-BARTs do EBV na aquisicdo de

propriedades associadas a malignizagé&o.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Este estudo visa estabelecer um modelo experimental baseado em células humanas
imortalizadas de epitélio de nasofaringe para investigacao de efeitos de miRNAs do EBV no
fendtipo celular in vitro, de modo a contribuir para estudos que se proponham investigar a

patogénese do carcinoma de nasofaringe associado a infeccdo viral.

2.2 Objetivos especificos

1. Produzir particulas de EBV com comprometimento da expressdo dos miR-BARTS 7
e 9 obtido por edi¢do do genoma viral com tecnologia CRISPR/Cas9;

2. Estabelecer protocolo de inducédo de ciclo litico para producdo de particulas virais
com e sem edicdo dos miR-BARTs 7 e 9 do EBV;

3. Estabelecer protocolo para infecgdo pelo EBV de células humanas imortalizadas de

epitélio de nasofaringe.
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3 Materiais e métodos

A Figura 2 sumariza o desenho experimental deste trabalho. Experimentos adicionais

realizados durante o mestrado sdo apresentados no Material Suplementar do Apéndice.

Inducao de ciclo litico e produgao de particulas
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Figura 2: Delineamento experimental, indicando o estabelecimento dos protocolos de producéo de

particulas virais e infecgdo de células epiteliais.
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3.1 Linhagens celulares

A linhagem Akata-Cas9 (RRID: CVCL_VN88), gerada pelo grupo liderado pelo
Professor Benjamin Gewurz, da Faculdade de Medicina de Harvard, foi utilizada para edi¢do
do genoma do EBV e producdo das particulas virais selvagens (Wild Type -WT) e
geneticamente modificadas. Essa linhagem apresenta 0 genoma do EBV, um cassete de
resisténcia ao antibidtico G418 (geneticina), um gene para expressao da proteina
fluorescente verde (Green Fluorescent Protein - GFP) e uma sequéncia de cromossomo
artificial bacteriano (Bacterial Artificial Chromosome - BAC) denominado TXneoV-BAC
(Kanda et al. 2004), alem de sequéncia para expressdo da proteina Cas9 para edicdo
gendmica via tecnologia CRISPR/Cas9. Essas células foram transduzidas com gRNA para
delecdo do miR-BART 7 ou 9. A edigdo génica com CRISPR/Cas9 e sua validagdo foram
realizadas pelo doutorando Brunno Felipe Ramos Caetano, como parte de outro trabalho do
grupo ViriCan (Caetano 2022).

Uma vez geradas as linhagens celulares contendo o genoma do EBV WT e genomas
virais com comprometimento de miR-BART-7 (Akata-Cas9-AmiR-BART-7sg2) ou miR-
BART-9 (Akata-Cas9-AmiR-BART-9sg2) (Caetano 2022), particulas virais do EBV foram
geradas para infeccdo das linhagens derivadas de células humanas de epitélio nasofaringeo
NP460"T"t (RRID: CVCL_X205) — células imortalizadas pela express&o ectépica da unidade
catalitica da telomerase humana (hTert) (Li et al. 2006), linhagem gerada pelo grupo liderado
pelo Professor George Sai-Wah Tsao (Universidade de Hong Kong, China), doravante
denominada NP460 — e NP69SV4T (RRID: CVCL_F755) — células imortalizadas pela
expressdao da oncoproteina TAg (Large T antigen) do virus simio 40 (Simian virus 40 -
SV40), doravante denominada NP69 (Tsao et al. 2002), linhagem estabelecida pelo grupo
liderado pelo Professor George Sai-Wah Tsao (Universidade de Hong Kong, China), e
gentilmente cedidas pela Dr. Ethel Cesarman (Universidade Cornell, NY, USA).

A linhagem Akata-Cas9 e suas derivadas foram cultivadas em meio RPMI 1640
acrescido de 10% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum — FBS) e 0,4% de gentamicina
para controle microbioldgico, 500 ug/mL de geneticina (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) e 10 pg/mL de blasticidina (ThermoFisher) para manutengao da sele¢cdo do BAC
contendo o genoma do EBV e da proteina Cas9, respectivamente. Células NP460 foram
cultivadas empregando meio definido para crescimento de queratinocitos SFM (Defined
Keratinocyte-SFM / DK-SFM) acrescido de suplemento fornecido pelo fabricante (Defined

Keratinocyte-SFM Growth Supplement; 1mL para 500mL de meio) e meio EpiLife
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(ThermoFisher). Para cultivo das células NP460, os meios completos DK-SFM e EpiL.ife
foram misturados 1:1 e acrescidos de 2,5% de FBS e 0,4% de gentamicina. Para o cultivo da
linhagem NP69 foi utilizado meio para queratindcitos (Keratinocyte-SFM (1X) —
ThermoFisher) acrescido de fator de crescimento epidermal (recombinant Epidermal
Growth Factor — rEGF) em concentracéo final de 25ug/mL e de extrato de pituitaria bovina
(Bovine Pituitary Extract — BPE) em concentracdo final de 0,2ng/mL, apds adicdo dos
suplementos, ainda foi acrescido 5% de FBS e 1% de gentamicina. Todas as linhagens foram

mantidas a 37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% CO-.

As linhagens foram validadas quanto a autenticidade genética por meio de analise de
repeticdes curtas em tandem (Short tandem repeats — STRs) utilizando o sistema comercial
GenePrint 10 (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com instrugdes do fabricante. O
perfil de STR para a linhagem NP69 foi compativel com o previamente descrito na literatura
(Chan et al. 2008). Para NP460, o perfil foi validado a partir de informacdes cedidas pelo
grupo de pesquisa liderado pelo Prof. George Sai-Wah Tsao (Universidade de Hong Kong,
China), que generosamente cedeu a linhagem. Para a linhagem Akata-Cas9, o perfil foi
validado com base nas informacbes disponiveis na plataforma Cellosaurus

(https://web.expasy.org/cellosaurus/). Os perfis de STR obtidos para as linhagens

mencionadas estdo indicados no Quadro 2.

Quadro 2: Perfis de STR obtidos na autenticagdo das linhagens empregadas no estudo

e Akata-Cas9: AMEL: X, X; CSF1PO: 11; D5S818: 11, 12; D7S820: 10, 12;
D13S317: 8, 12; D16S539: 10, 11; THO1: 9; TPOX: 8,11; vWA: 14,16

e NP460"™": AMEL: X, Y, CSF1PO: 13, 14; D13S317: 9, 10; D16S539: 11, 12;
D21S11: 29, 32.2; D5S818: 11, 12; D7S820: 10, 11; THO1: 7, 9.3; TPOX: 9, 11;
VWA: 17, 19

e NP695V4T: THO1: 7; D21S11: 31; D5S818: 11; D13S217: 10, 12; D7S820: 11;
D16S539: 11, 12; CSF1PO: 12, 13; AMEL: X, Y; VWA: 16, 19; TPOX: 11

As celulas utilizadas nos experimentos foram também verificadas quanto a auséncia
de contaminag&o por micoplasma por meio de reacdo em cadeia de polimerase (Polymerase
chain reaction — PCR) utilizando iniciadores previamente descritos (Uemori et al. 1992).
Para a reacdo foram utilizados Tampéao PCR 10x (100mM Tris-HCL, 500mM KCI, pH8,5),
50mM MgS04, 20mM dNTP, 0S iniciadores MCGP (S —
ACACCATGGGAGCTGGTAAT; AS — CTTCATCGACTTTCAGACCAAGGCAT), em
concentragdo de 30puM, e 1U Taq DNA Polimerase convencional. A reagdo foi realizada
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utilizando as condig¢des 95°C — 3 min (1x); 94°C — 30s, 55°C — 30s, 72°C — 30s (35x); 72°C
—10 min (1x); 4°C - .

3.2 Inducéo de ciclo litico do EBV

A producéo de particulas do EBV requer inducéo de ciclo litico em células infectadas
pelo virus, o que foi realizado com base em instrucdes da literatura (Lan et al. 2007)
empregando células Akata-Cas9 tratadas com 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e
butirato de sodio (Sodium Butyrate - SB). Resumidamente, 1x10’ células foram
centrifugadas a 244xg por 5 min em temperatura ambiente, lavadas com solucdo fosfato-
salina modificada por Dulbecco (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline — DPBS) e
novamente centrifugadas como previamente indicado. As células foram ressuspendidas em
10mL de meio RPMI contendo concentracGes finais de 10% de FBS, 20ng/mL de TPA e
3mM de SB. As células foram entdo incubadas para inducéo do ciclo litico viral por 72h a
37°C em atmosfera imida e 5% CO-, seguindo-se a coleta das células e de seu sobrenadante
contendo as particulas do EBV produzidas. Sobrenadante e células foram separados por
centrifugagdo (244xg por 5 min em temperatura ambiente), o sobrenadante contendo as
particulas virais foi coletado da cultura celular e filtrado com seringa acoplada a filtro
(membrana com poros de 0,45um). As células foram lavadas com DPBS, seguido de nova
centrifugagéo (244xg por 5 min em temperatura ambiente) e retirada do DPBS, sobrenadante
e células foram armazenados a -80°C até a realizacdo dos tratamentos subsequentes.

A partir das células Akata-Cas9 submetidas a indugéo litica do EBV foi efetuada
extracdo de RNA com o reagente TRIzol (ThermoFisher). O RNA total obtido foi
ressuspendido em 20 L de adgua livre de RNAses e quantificado no equipamento NanoDrop,
as quantidades de material obtidas foram 1829 ng/uL, para a amostra sem inducéo de ciclo
litico e 157 ng/pL, para amostra com indugéo de ciclo litico. Subsequentemente, 0 RNA foi
tratado com DNase | (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e submetido a sintese de
cDNA com o sistema High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (ThermoFisher). O
cDNA foi quantificado no equipamento NanoDrop, foram obtidos 291 ng/uL e 294 ng/uL
para amostras sem inducdo e com inducdo de ciclo litico, respectivamente. Todos 0s
experimentos foram realizados de acordo com as instru¢des dos fabricantes dos insumos de

pesquisa empregados.

A producéo de particulas do EBV no sobrenadante foi estimada a partir de DNA viral
extraido do sobrenadante das células tratadas quimicamente (TPA+SB) para inducdo de ciclo

litico viral, baseado em protocolo previamente descrito (Feederle et al. 2009). Em sintese, o
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sobrenadante foi tratado com DNase | (Sigma-Aldrich) na proporgdo 5U/50uL de
sobrenadante a 37°C por 1h, seguido de inativacdo enzimatica a 70°C por 10 min. O
sobrenadante foi acrescido de tampéo de lise (0.1 mg/mL de proteinase K em agua) em
proporcédo 1:1 (v/v) e incubado a 50°C por 1h, seguindo-se inativacdo enzimatica a 75°C por
20 min. A eficiéncia do tratamento com DNase | foi avaliada por qPCR em termociclador
Rotor-Gene Q (Qiagen) e AriaMx (Agilent, Santa Clara, CA, EUA), empregando reagente
GoTaq gPCR Master Mix (Promega) e iniciadores dirigidos ao gene BGLF5 do EBV,
utilizados em trabalho prévio do grupo (Ferraz da Silva et al. 2015). A Figura Suplementar
8 indica que o tratamento com DNase | foi efetivo na eliminacéo de cdpias de DNA viral
livre presentes no sobrenadante celular, mantendo-se esse protocolo nos experimentos

subsequentes.

A estimativa de particulas virais foi efetuada por meio de gPCR. A anélise da
expressdo de produtos de ciclo liticos do EBV nas células Akata-Cas9, por sua vez, foi
realizada com iniciadores dirigidos aos transcritos virais BZLF1 e gp350 (Xu et al. 2012),
além de iniciadores para o transcrito da proteina ribossomal 18S (Ribosomal Protein S18 —
RPS18), componente da subunidade 40S do ribossomo e empregado como normalizador da
expressdo génica. A expressao relativa foi calculada pelo método 224 (Schmittgen e Livak
2008). Ambos os experimentos foram realizados com duplicatas técnicas; maiores detalhes

sobre as condi¢des experimentais sdo indicados no Quadro 3.
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Quadro 3: CondicBGes experimentais de qPCR para verificacdo de inducdo de ciclo litico e

quantificacdo de particulas virais.

Propésito experimental, alvos

e iniciadores (5-3) Componentes da reagao Condigoes da reagao
Verificagao da indugao de ciclo litico GoTaq qPCR Master Mix, 95°C -2 min (1x); 95°C
EBV gene BZLF1 (proteina ZEBRA) 0,2uM de iniciadores, 200ng de - 15s, 60°C - 60s, (40x)

S TACAAGAATCGGGTGGCTTC cDNA, Agua livre de nuclease
AS: GCACATCTGCTTCAACAGAA 5P
EBV gene BLLF1 (proteina gp350)
S: TGTTACAGTGACTGCCTTTTGGG
AS: GGTGTCCCCGAGGTGAGAGT
Gene humano RPS18 (proteina 40S)
S: AGAAACGGCTACCACATCCA
AS: CACCAGACTTGCCCTCCA
Quantificagdo de particulas virais GoTaq gPCR Master Mix, 50°C — 2 min (1x); 95°C
EBV gene BGLF5 (proteina bglf5) 0,2uM de iniciadores, 3ul de — 15 min (1x); 95°C -

sobrenadante, Agua livre de 20s, 60°C - 60s (45x)
nuclease q.s.p.

S: CCTCTTTTCCAAGTCAGAATTTGA
AS: TGACCTCTTGCATGGCCTCT

A quantificacdo das particulas virais se valeu de curva-padréo preparada com diluicéo
seriada do genoma do EBV variante B95-8, disponivel comercialmente (Advanced
Biotechnologies, Columbia, MD, EUA). Foram utilizados 6 pontos cobrindo o faixa de 10ng
até 0,1pg de genoma viral purificado. O célculo do nimero de particulas virais foi estimado

com auxilio da ferramenta NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt),

que utiliza massa (em gramas) e tamanho (pb) do DNA gendmico para estimar total de moles
e numero de cépias genémicas. Como referéncia, foi empregado o tamanho do genoma do
EBV de codigo #NC_007605.1 nas bases do Centro Nacional de Informacéo Biotecnoldgica
(National Center for Biotechnology Information — NCBI) dos EUA. Uma vez estabelecido
0 namero de copias correspondente a cada ponto da curva-padrao, os valores de Ct obtidos
na amplificacdo do DNA viral (DNase-resistente) nos sobrenadantes da cultura celular foram
calculados a partir de equacao gerada com os dados da curva-padrédo com o genoma viral de
referéncia (EBV B95-8).

A inducdo de ciclo litico do EBV pode ser desencadeada a partir da ligagcdo de

anticorpos IgG ao seu receptor nas células infectadas (Takada 1984). Assim sendo, foi
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avaliada a eficiéncia de producdo de particulas virais apds inducédo de ciclo litico utilizando
diferentes concentragcdes de anticorpos anti-lgG humano em células Akata-Cas9. Essa
analise contou com células ndo-tratadas e células tratadas com TPA e SB (nas concentragdes
previamente indicadas) e o anticorpo anti-lgG (Fab) humano produzido em cabra (Sigma-
Aldrich), nas concentracGes 10, 20 e 30ug/mL, estabelecidas com base na literatura (Kraus
et al. 2020). A inducéo foi realizada de acordo com o protocolo aqui descrito, ajustado de
acordo com a quantidade de células utilizadas. Foram utilizadas 2x10° células Akata-Cas9
por condicdo, ressuspendidas em 2mL de meio de cultura. A producdo de particulas foi
avaliada a partir da estratégia de quantificagdo descrita nesta se¢do, que utiliza DNA extraido
de particulas virais para avaliacdo do alvo BGLF5 por qPCR, propiciando uma estimativa
do nimero de cépias genébmicas do EBV. O experimento foi realizado com duplicatas

técnicas e as condicOes estdo representadas no Quadro 3.

3.3 Infeccdo de linhagem celular derivada de epitélio de nasofaringe

Para criacdo de uma linhagem celular EBV-positiva derivada de epitélio de
nasofaringe foi estabelecido procedimento baseado em protocolo de infeccdo gentilmente
cedido pela Dra Suzane Ramos da Silva, pesquisadora da International AIDS Vaccine
Initiative (IAVI), New York, NY, EUA.

Em sintese, foram inicialmente obtidas as particulas virais infectantes liberadas em
sobrenadante de cultura de células Akata-Cas9 infectadas com o EBV. O sobrenadante
contendo as particulas virais foi coletado da cultura celular, filtrado com seringa acoplada a
filtro (membrana com poros de 0,45um), e armazenado a -80°C até uso oportuno. Para a
infeccdo de células NP69 com as particulas do EBV, 2x10° células foram semeadas em
placas de 12 pocos e incubadas por 24h para sedimentacdo e adesdo. Para controle da
quantidade de particulas utilizadas em cada condicdo, foi calculada a multiplicidade de
infecdo (MOI) — relacdo dada pelo numero de particulas infectantes e nimero de células
submetidas ao tratamento (Abedon e Bartom 2013). O sobrenadante utilizado neste
experimento apresentou 6,9x10° particulas/pL, valor em que se baseou o célculo do nimero
de particulas de acordo com o volume de sobrenadante utilizado em cada condicdo
experimental. O nimero obtido foi dividido pelo nimero de células, obtendo a MOI para
cada condicdo. Assim a MOI para as condi¢des 0,1; 1,0 e 10% foi de 3,5; 34,8 e 347,9,
respectivamente. O protocolo de infecgéo teve inicio com a remocdo do meio de cultura e
lavagem da monocamada celular com solucdo DPBS. Subsequentemente, as células NP69

receberam meio de cultura contendo fraces do sobrenadante contendo as particulas virais
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(0,1, 1 e 10%) acrescidas de 12ug/mL de brometo de hexadimetrina (Polybrene, Sigma-
Aldrich) e foram submetidas a centrifugagéo a 1.640xg por 60 mina 37 °C. O meio contendo
as particulas virais foi retirado, efetuando-se novo ciclo de lavagem com DPBS e adi¢éo de
meio de cultura acrescido do sobrenadante contendo as particulas virais e brometo de
hexadimetrina, repetindo-se o procedimento até totalizar 4 vezes. Ao final o meio de cultura
remanescente nas células foi substituido por novo meio para células NP69, que seguiram
para incubacdo por 48h a 37 °C em atmosfera umida com 5% CO,. Esse protocolo foi
utilizado em todas as infeccdes posteriores, estabelecendo-se o emprego de 10% (v/v) de
sobrenadante com particulas virais livres (proveniente das células Akata-Cas9) em meio
préprio de cada linhagem celular submetida a infeccdo in vitro.

A avaliagdo da infecgdo foi com DNA total extraido das células NP69 utilizando o
sistema Wizard SV Genomic DNA Purification (Promega), o DNA foi eluido em 100 pL de
agua livre de nucleases e quantificado no equipamento NanoDrop, a concentracdo de cada
amostra foi proxima a 100 ng/uL. O DNA obtido foi empregado para amplificacdo de
segmento da regido promotora do gene humano codificador de TNF-a. contendo o SNP
rs1800630, doravante denominado pTNF-a -862, além de segmento do gene BGLF5 do
EBV, que codifica proteina DNase viral, expressa durante o ciclo litico. As condi¢des
experimentais estdo descritas no Quadro 4; as reacdes de gPCR foram executadas em volume

total de 10uL com emprego do termociclador AriaMx (Agilent).

Quadro 4: Condicdes de gPCR para verificacdo de infeccdo e quantificacdo de particulas virais.

Alvo e iniciadores (5’ - 3’) Componentes da reagao Condigoes de reacao

SNP humano rs1800630 (p TNF-a -862) GoTaq qPCR Master Mix, 94°C - 5 min (1x);
S: ATGTAGCGGCTCTGAGGAATGGGTTAC  0.2uM de iniciadores, 90ng de  94°C —20s, 58°C -
AS: CTACATGGCCCTGTCTTCGTTAAG DNA, Agua livre de nucleases 20s, 72°C - 20s (40x)

q.s.p.
EBV BGLFS5 (proteina de ciclo litico) GoTaq qPCR Master Mix, 50°C - 2 min (1x);
S: CCTCTTTTCCAAGTCAGAATTTGA 0,2uM de iniciadores, 90ng de  95°C - 15 min (1x);
AS: TGACCTCTTGCATGGCCTCT DNA, Agua livre de nucleases ~ 95°C — 20s, 60°C -
q.s.p. 60s (45x)

S. Iniciador sense; AS: Iniciador antisense.

Os efeitos da infeccdo por particulas de EBV com edi¢cbes genbmicas que
comprometem nas sequéncias miR-BARTs 7 e 9 nas células NP69 foram estimados em

termos de viabilidade celular empregando ensaio cromogénico de reducdo de sais de




Efeitos de EBV miR-BARTS 7 e 9 em células humanas de nasofaringe 34

formazan com o reagente brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT; ThermoFisher). Resumidamente, 2x10° células foram semeadas por pogo em placa
de 96 pocos e cultivadas em seu meio de cultura completo por 24h, seguido por incubacgéo
com meio de cultura sem FBS por mais 24h para sincronizacéo de ciclo celular; ambos os
procedimentos foram realizados a 37 °C em atmosfera umida e 5% CO.. Subsequentemente,
foram acrescentados 10puL de MTT na concentracdo de 5mg/mL as células em cultivo,
seguindo-se nova incubacdo por 4h, remocdo do meio de cultura e adi¢cdo de 200uL de
DMSO anidro e incubacao por 10 min. Em seguida procedeu-se leitura da reacdo a 570nm
em espectrofotdmetro Bio-Rad, modelo 680 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) e

calculo da viabilidade celular baseada nos valores de absorbancia obtidos.
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4 Resultados

4.1 Inducéo de ciclo litico e quantificacdo de particulas virais

A inducdo de replicacdo litica do EBV foi verificada pela analise de expressédo de dois
genes virais tipicamente expressos durante essa etapa do ciclo biolégico viral: BZLF1, que
codifica a proteina ZEBRA, uma proteina transativadora expressa no inicio do ciclo litico; e
BLLF1, que codifica a glicoproteina gp350, expresso mais tardiamente durante o ciclo litico
(Murata 2018). Conforme demonstrado na Figura 3, a inducdo quimica de ciclo litico

(TPA+SB) proporcionou aumento da expressao desses genes, indicando que a inducéo foi

efetiva.
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Figura 3: Analise por qPCR da expressao de genes de ciclo litico do EBV em células Akata-Cas9
infectadas pelo virus e tratadas com 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) 20ng/mL e butirato
de sodio (SB) 3mM. (A) EBV BZLF1, que codifica o transcrito Zta, expresso precocemente durante
o ciclo litico viral; (B) EBV BLLF1, que codifica gp350, expresso tardiamente no ciclo litico.
Expresséo relativa em relagdo ao controle negativo (C-), que corresponde a células sem inducéo de

ciclo litico (i.e., ndo-tratadas com os compostos quimicos indicados).

A Figura 4 apresenta a curva-padrao gerada para estimativa da quantidade de particulas
virais apos inducdo de ciclo litico; os dados correspondentes estdo no Quadro 5. A estimativa
de quantidade de particulas virais foi realizada utilizando o valor médio de Ct obtido para
expressao do gene viral BGLF5 (21,46) e aplicado na equacdo da regresséo linear indicada
na Figura 5 para se determinar o valor correspondente em termos de massa gendmica. O

namero aproximado de particulas virais foi calculado com o auxilio da ferramenta online
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NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/), obtendo-se a estimativa de 6,352 x 10°

particulas virais por pL de reacéo.
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Figura 4: Curva de amplificacéo linear do gene BGLF5 do EBV por qPCR, evidenciando o numero
de cédpias de genoma viral correspondente as diferentes quantidades de vetor (genoma da variante

B95-8 do EBV - Advanced Biotechnologies) utilizadas.

Quadro 5: Correspondéncia entre massa gendmica viral (ng), valor de Ct obtido para o gene BGLF5
do EBV (gPCR) e numero de copias do genoma viral calculado para cada ponto da curva-padrao

para estimativa de nimero de particulas virais nos experimentos de indug&o de replicagdo litica.

Massa (ng) Média Ct Numero de cépias

10 18,23 5,672 x 107
100 21,92 5,672 x 108
10 24,68 5,672 x 105
102 28,65 5,672 x 104
103 32,05 5,672 x 103

10+ 35,99 5,672 x102



https://nebiocalculator.neb.com/
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Curva para quantificagdo viral
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Figura 5: Relagdo entre massa genémica (ng) e ciclo limiar médio (Ct) gerada com base em
resultados de amplificacdo do gene BGLF5 do EBV por gPCR empregando diluigdes seriadas de
DNA gendmico do gendtipo viral B95-8. A equacdo indicada foi empregada para célculo da
quantidade de particulas virais obtidas nos experimentos de indugao de replicacéo litica viral.

A fim de se estabelecer a melhor estratégia de producdo de particulas virais, foi
realizado experimento de inducéo de ciclo litico do EBV com diferentes concentracdes de
anticorpo anti-lgG humano, além do tratamento quimico previamente indicado (TPA+SB).
O numero de particulas virais foi estimado conforme descrito previamente nesta secéo.
Conforme observado na Figura 6, houve elevacdo do nimero de particulas em relacdo a
células ndo-tratadas tanto para o tratamento com TPA+SB e como para inducdo com
anticorpo anti-lgG (Fab) humano nas concentrac@es de 10 e 20pug/mL. Entretanto, nao foi
percebida diferenca substancial entre o tratamento quimico e a inducdo com anti-IgG, razdo
pela qual optou-se por efetuar os proximos experimentos com a inducdo com TPA+SB.
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Figura 6: Estimativa do nimero de particulas do EBV (baseada em resultados de amplificacdo do
gene viral BGLF5 por gPCR) no sobrenadante de células Akata-Cas9 infectadas e tratadas para
inducdo de ciclo litico com 20ng/mL de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) + 3mM de
butirato de sodio (SB), ou com anticorpo anti-lgG (Fab) humana nas concentra¢fes de 10, 20 ou
30ug/mL. Dados normalizados com base no n° de particulas/uL de sobrenadante em amostra sem

tratamento com DNase e proteinase K. Resultados de um Gnico experimento.
4.2 Efeitos da infecgdo pelo EBV em células NP69SV40T

Células NP69 foram infectadas com diferentes quantidades de particulas virais do
EBV, obtidas com o emprego de diferentes volumes (0,1%; 1,0% e 10% v/v) de
sobrenadante de cultura de células Akata-Cas9 EBV-positivas submetidas a inducao quimica
de ciclo litico, conforme previamente descrito. A analise dos resultados da infeccdo
(estimada por amplificacdo de segmento do gene BGLF5 do EBV gPCR a partir de DNA
total extraido das células submetidas ao protocolo de infeccdo) revelou maior eficiéncia

guando empregado 10% do volume de sobrenadante contendo particulas virais (Figura 7).
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Figura 7: Estimativa da eficiéncia de infeccdo pelo EBV de células NP69SV4T in vitro, os eixos Y
dos gréficos estdo em escala logaritmica. A esquerda, estimativa baseada no niimero de copias do
genoma viral por pL de reagdo (estimada pela quantificagdo de copias do gene viral BGLF5 por
gPCR). A direita, quantificacio relativa do nimero de copias do gene BGLF5 do EBV em relagio
ao nimero de copias do gene TNF-a (pTNF-o -862) em células NP69SV4T infectadas com as
diferentes quantidades de virus, indicando valores de duas réplicas técnicas e sua média. Dados

referentes a um experimento.

A fim de se verificar se o protocolo estabelecido seria adequado para infecgédo pelo
EBV de outra linhagem de células imortalizadas de epitélio de nasofaringe, o experimento
de infeccdo foi reproduzido em células NP460 empregando sobrenadante proveniente de
células Akata-Cas9 infectadas e contendo 6,9x10° particulas/puL (MOI: 347,9). O sucesso na
aplicacdo do protocolo estabelecido é notado pelo resultado da amplificacdo por qPCR do
gene viral BGLF5 do EBV, apresentado na Figura 8. Nesse experimento, o0 nimero de cdpias

do genoma do EBV nas células NP460 infectadas foi estimado em 1,021x10° copias.
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Figura 8: Curva de amplificacdo linear de qPCR para o gene BGLF5 do EBV a partir de DNA total
extraido de células NP460"™" em amostras submetidas ao sobrenadante derivado de células Akata-
Cas9 infectadas, contendo particulas virais livre (EBV+) e sobrenadante de células ndo-infectadas,
como controle negativo (NC). Dados referentes a um experimento.

Os experimentos descritos até 0 momento para o estabelecimento do protocolo de
infecgdo utilizaram particulas do EBV WT. Baseado nos resultados obtidos, os experimentos
foram reproduzidos empregando as particulas virais com comprometimento dos miR-
BARTs 7 (EBV-AmiR-BART-7sg2) e 9 (EBV-AmMiR-BART-9sg2), geradas por inducédo de
ciclo litico em células Akata-Cas9 EBV-positivas submetidas a edicdo do genoma viral com
tecnologia CRISPR/Cas9. Em sintese, linhagens Akata-Cas9 EBV-WT, Akata-Cas9-EBV-
AMIR-BART-7sg2 e Akata-Cas9-EBV-AmIiR-BART-9sg2 foram tratadas quimicamente

(TPA+SB) para produgdo de particulas virais, conforme previamente indicado.

Originalmente buscava-se selecdo por antibidtico das células infectadas para
estabelecimento de linhagem estavel; por essa razdo, os sobrenadantes provenientes das
celulas Akata-Cas9 induzidas foram utilizados sem uniformizacdo de quantidades na
infeccdo de células ndo-infectadas Acata-Cas9 (controle) e NP69, em 24h e 120h. A infeccéo
com particulas EBV WT, EBV-AmIR-BART-7sg2 e EBV-AmMiR-BART-9sg2 tiveram MOIs
de 536, 56,4 e 188,1, respectivamente. Assim sendo, procedeu-se ponderacdo dos dados

pelos respectivos valores de MOI, de forma a permitir comparacao entre 0s grupos.

Os resultados apresentados na Figura 9 revelam que houve infeccéo das células Akata-
Cas9 e NP69 em todas as 3 condi¢bes (particulas do EBV WT ou com comprometimento
dos miR-BARTS 7 ou 9). Entretanto, as versdes editadas do EBV apresentaram diferentes
eficiéncias de infecgdo quando comparadas com as particulas WT em 24h pos-infeccéo (p.i.).

Particulas EBV AmiR-BART-7sg2 proporcionaram eficiéncia de infeccdo elevada quando
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comparada com a versdo selvagem nos dois tempos analisados, enquanto EBV AmiR-
BART-9sg2 apresentou eficiéncia de infeccdo diminuida 24h p.i. e aumentada 120h p.i.,
quando comparados com EBV WT.
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Figura 9: Avaliacdo do numero de copias do genoma do EBV baseada no nimero de cdpias do gene
BGLF5 estimada por qPCR, os eixos Y dos graficos estdo em escala logaritmica. A esquerda,
estimativa da quantidade de particulas virais obtidas no sobrenadante de células Akata-Cas9
infectadas com EBV ap6s indu¢do quimica do ciclo litico. Quantidade de particulas normalizada pelo
nimero de particulas/puL de sobrenadante ndo-tratado com DNase e proteinase K. As quantidades
estimadas de particulas obtidas sdo descritas a seguir: EBV WT 1,07 x10° particulas/uL, com
comprometimento do miR-BART7 (EBV AmiR-BART-7sg2) 1,1 x10° particulas/pL, e com
comprometimento do miR-BART9 (EBV AmiR-BART-9sg2) 3,7 x10° particulas/uL. Os gréaficos
intermediario e da direita apresentam a estimativa de cdpias do gene BGLF5 do EBV em células
NP695V4CT em 24h e 120h pés-infeccdo, respectivamente, comparativamente ao resultado obtido nas
células infectadas com particulas do EBV sem edicdo dos miR-BARTs (EBV WT). Resultados
ponderados pelos respectivos valores de MOI, de forma a permitir comparagdo entre 0s grupos.

Dados referentes a um experimento.

Subsequentemente, as células NP69 infectadas tiveram sua viabilidade avaliada por
ensaio de MTT (Figura 10). Os resultados obtidos demonstram que as células infectadas com
EBV WT e EBV AmiR-BART-9sg2 apresentaram taxas de viabilidade menores que células
néo infectadas em todos os tempos analisados, enquanto células infectadas com EBV AmiR-
BART-7sg2 apresentaram comportamento similar nos tempos 72h e 96h, e 120h p.i.

apresentou taxa de viabilidade levemente mais elevada que células ndo infectadas.
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Figura 10: Ensaio utilizando o reagente brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT) nas células NP69SV4O0T infectadas com particulas virais na forma selvagem (WT)
ou com edigdo dos miR-BARTs 7 (EBV AmiR-BART-7sg2) ou 9 (EBV AmiR-BART-9sg2) nos
tempos 72h, 96h e 120h ap6s a infecgdo das células. As células foram semeadas em placas de 96
pocos 24h apo6s a infeccdo, apds 24h foram privadas de soro fetal bovino (FBS) (48h p6s infec¢éo),
e entdo apos 24h, (72h pos infecgéo) foi iniciada a primeira leitura do ensaio de MTT. Absorbancia
relativa calculada ap6s normalizagéo em relacéo a células NP69SV40T ndo infectadas e expressa em
forma percentual. Dados referentes a um experimento com trés replicatas técnicas, no grafico sdo

mostradas as replicatas técnicas, média e desvio padrao.
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5 Discussao

Neste estudo foram estabelecidos um modelo e protocolos experimentais para
propiciar futuras investigacdes sobre a contribuicdo dos miR-BARTs 7 e 9 do EBV em
propriedades bioldgicas potencialmente relevantes na patogénese do NPC. O modelo é
baseado em linhagens de células imortalizadas derivadas de epitélio de nasofaringe (e.g.,
NP69SV4T NP460"™") e infectadas com particulas virais do EBV produzidas por células
Akata-Cas9 (derivada de BL (Kanda et al. 2004)), quer sejam do virus com genoma
selvagem ou editado para comprometimento das sequéncias codificadoras do miR-BARTSs
7 ou 9 empregando tecnologia CRISPR/Cas9 de edicdo genémica. Este sistema necessita de
duas ferramentas para que a edicao seja realizada, a proteina Cas9, para clivagem do genoma,
e um RNA guia (QRNA), que direciona a Cas9 para o local de clivagem. Até o momento ndo
foram relatados efeitos adicionais causados pela presenca da proteina Cas9 e do gRNA em
células Akata-Cas9, indicando que este pode ser um fator negativo em relacdo ao sistema de
edicédo. Por outro lado, a utilizagdo de duas ferramentas contribui para a aplicabilidade da
técnica, adicionalmente, o uso do gRNA torna a edi¢cdo genbmica com o sistema
CRISPR/Cas9 altamente especifica.

A producdo de particulas do EBV depende da reativacao litica viral, o que pode ser
obtido experimentalmente in vitro com tratamento com certos agentes quimicos como o SB,
um conhecido inibidor da enzima histona deacetilase, e/ou TPA, um ativador da enzima
proteina quinase C (protein kinase C — PKC) (McKenzie e EI-Guindy 2015). In vivo, a
inducdo do ciclo litico do EBV ocorre por diferentes estimulos da célula infectada, tais como
TGF-B, hipoOxia, espécies reativas de oxigénio e ativacdo do receptor de células B (B cell
receptor - BCR) (Murata et al. 2021). Por diferentes mecanismos, todos esses modos de
inducdo convergem para elevacdo da expressdo dos genes BZLF1 (Zta) e BRLF1 (Rta) do
EBV. Expressos imediatamente na deflagracdo do ciclo litico viral, esses genes
desencadeiam a expressao de proteinas do EBV envolvidas na replicacdo do genoma do
virus e producdo de novas particulas virais, fendbmeno este que se da tardiamente no ciclo
litico, quando s&@o expressas proteinas estruturais necessarias a montagem do virus na célula
infectada (Murata et al. 2021). Neste trabalho, o tratamento combinado de TPA+SB
propiciou inducdo de ciclo litico viral, o que foi constatado pela expressdao em nivel
transcricional dos genes BZLF1 e gp350 (Figura 3) — expressos nas fases inicial imediata e

tardia do ciclo litico, respectivamente.
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A ativacdo de BCR com anticorpos anti-1gG € utilizada como alternativa de indugéo
de ciclo litico do EBV para produgdo de particulas virais in vitro. Ndo ha consenso na
literatura sobre a concentracdo de anticorpo anti-lgG necessaria para inducao do ciclo litico,
sendo possivel encontrar diversas concentracfes, tais como 5ug/mL (Pang et al. 2019),
10pg/mL (Kraus et al. 2020) ou mesmo 100ug/mL (Lan et al. 2007). Como foi mostrado na
Figura 6, definimos algumas concentraces de IgG humana para estabelecer o método de
inducdo apropriado aos propdsitos deste trabalho. A inducdo com anticorpos anti-lgG
apresenta como vantagem maior similaridade com a via de ativacéo bioldgica, o que tornaria
0 modelo mais fidedigno, por outro lado, podem existir efeitos celulares ainda
desconhecidos. A inducdo quimica utilizando TPA+SB é comumente utilizada e validada
por diversos trabalhos (Anisimova et al. 1984; Takasaka et al. 1998; Lan et al. 2007,
Gonnella et al. 2015), apresenta concentracdo previamente estabelecida, o que contribui para
a reprodutibilidade dos experimentos. Adicionalmente as colocacgdes anteriores, dado que a
quantidade de particulas produzidas via tratamento TPA+SB foi similar a quantidade
produzida apds tratamento com anti-1gG, optou-se por manter a indu¢do quimica (TPA+SB)
do ciclo litico do EBV.

Uma etapa importante para validar a inducdo é a quantificacdo das particulas virais
produzidas. A deteccdo e quantificacdo de particulas virais pode ser realizada utilizando
microscopios eletrénicos, avaliagdo de material genético do virus, em ensaios como
hibridizagéo in situ fluorescente (fluorescence in situ hybridization — FISH) (Pang et al.
2019), ou por curva-padrdo empregando, por exemplo, células da linhagem Namalwa,
derivada de BL e que contém nimero conhecido de 2 copias do genoma do EBV por célula
(Feederle et al. 2006). Neste trabalho optou-se por empregar o genoma B95-8 do EBV,
comercialmente disponivel, para construcdo de uma curva-padrdo que permite estimar o
namero de cdpias virais com base na massa calculada do genoma viral. Essa abordagem
apresenta como limitacdo ser um método indireto de quantificacdo, no entanto, continua
sendo vantajosa devido a sensibilidade intrinseca a técnica de qPCR, que mesmo em baixos

niveis, é possivel verificar a presenca de DNA viral.

Estabelecida a forma de quantificacdo do genoma viral (discriminando-se o EBV
intracelular ou na forma de particulas livres, o que foi possivel pela utilizagdo de amostras
diferentes, células infectadas ou sobrenadante de cultura celular, respectivamente), foi
estabelecida a estratégia experimental de infeccdo in vitro de células humanas de epitélio de

nasofaringe. Para se alcangar maior eficiéncia de infecgdo pode ser realizada a concentracao
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das particulas virais por ultracentrifugacdo; nesse caso, a infeccdo pode ser realizada com
adicao das particulas as células alvo, e incubagdo por tempo determinado (Janz et al. 2000).
Uma alternativa a ultracentrifugacdo € o enriquecimento da quantidade de particulas
utilizando filtros para centrifuga, mas esse procedimento pode ocasionar perda substancial

das particulas produzidas.

Optamos por efetuar a infeccdo utilizando sobrenadante celular contendo particulas
virais, sem concentracdo. A fim de elevar a eficiéncia de infeccdo, o protocolo adotado
emprega etapas sucessivas de centrifugacdo celular ap6s adicdo das particulas virais
juntamente com brometo de hexadimetrina. Esses procedimentos favorecem o contato
célula-virus, de modo a se elevar as taxas de infeccdo. Inicialmente foi realizado uma etapa
de padronizacéo para verificar qual o volume de sobrenadante celular contendo as particulas
virais seria utilizado na infeccdo. Trés volumes foram determinados, como esperado, a
condicdo que apresentou maior eficiéncia de infeccdo foi 10% do volume contendo
particulas virais, como representado na Figura 7, por meio de estimativa do nimero de copias
do genoma do EBV em células NP69 e ap6s quantificacdo relativa utilizando um gene
humano como referéncia. Em sintese, o procedimento adotado permitiu estabelecimento de
um modelo de estudo da infeccdo de células epiteliais de nasofaringe pelo EBV, por outro
lado, a possibilidade de uma baixa taxa de infeccdo devido a baixa concentracdo de particulas
virais no sobrenadante celular, dificulta a observacao de alguns pardmetros importantes para
avaliar a infeccdo, e posteriormente a agdo dos miR-BARTs do EBV.

Dentre as linhagens epiteliais derivadas de nasofaringe disponiveis para estudo, a
linhagem NP460 constitui um melhor modelo de estudo em relagéo as células NP69 devido
a forma de imortalizacdo. A linhagem NP460 € imortalizada pela expressao da unidade
catalitica da telomerase humana, enquanto a NP69 é imortalizada pela expressdo da
oncoproteina TAg (Large T antigen) do virus simio 40 (SV40). A utilizacdo da linhagem
NP69 para estudo do processo de carcinogénese é menos interessante devido a expressao da
oncoproteina viral do SV40. Quando estabelecida, parametros de similaridade com células
epiteliais primarias foram avaliados e concluiu-se que este era um bom modelo de estudo
para tumorigénese do NPC (Tsao et al. 2002), entretanto, faltam informagdes sobre
interaces da proteina TAg nesta linhagem. Dessa forma, pode haver interferéncia nos
processos celulares pela expressdo da oncoproteina do TAg, dificultando a distin¢cdo dos

efeitos causados pela infecgdo pelo EBV ou pela expressdo da oncoproteina.
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Os resultados apresentados na Figura 8 revelam que infec¢cdo da NP460 com 0 mesmo
protocolo estabelecido para células NP69 foi eficiente, demonstrando que o procedimento é
adequado para diferentes linhagens de células humanas imortalizadas de epitélio
nasofaringeo. Inicialmente os experimentos de infeccdo empregaram sobrenadante contendo
particulas livres do EBV em sua forma selvagem (WT), sendo subsequentemente empregado
para analise da infeccéo pelas formas editadas para os miR-BARTs 7 e 9. A indug&o de ciclo
litico nas células Akata-Cas9 infectadas pelo EBV revelou uma menor producdo de
particulas virais nas células com comprometimento dos miR-BARTs 7 (EBV-AmMIR-BART-
75¢92) ou 9 (EBV-AmiR-BART-9sg2) em relacdo as células contendo o genoma viral em sua
forma selvagem (EBV WT) (Figura 9). Esse resultado sugere que o comprometimento da
expressao dos miR-BARTSs 7 e 9 interferiu de forma substancial no processo de producéo de
particulas, causando diminui¢do pronunciada na quantidade de particulas geradas por células
infectadas por EBV-AmiR-BART-7sg2 ou EBV-AmiR-BART-9sg2 apds inducédo de ciclo
litico. Por outro lado, é importante destacar que esse resultado é proveniente de um Unico
experimento, portanto, para afirmar com propriedade, outros experimentos iguais deveriam
ser realizados. Por fim, caso fosse confirmada a participacdo dos miR-BARTs 7 e 9 no
processo de producdo de particulas virais, a realizacdo de outros ensaios, alguns citados
anteriormente nesta se¢do, como microscopia eletronica, seriam de grande importancia para

enriquecer a analise.

Subsequentemente, as particulas EBV WT, EBV AmiR-BART-7sg2 e EBV AmiR-
BART-9sg2 foram utilizadas para infeccdo de células NP69. A infecgdo foi efetiva em todas
as condicdes experimentais; 120h p.i. as células infectadas com as versdes editadas do EBV
apresentaram aumento do ndmero de copias do genoma do EBV comparativamente as
células infectadas com EBV WT (Figura 9). Os resultados preliminares apresentados neste
trabalho sugerem uma possivel participacdo dos miR-BARTs 7 e 9 do EBV estimulando a
producdo de particulas, dado que a deficiéncia desses causou uma diminuicdo da quantidade
de particulas produzidas, indicando papel regulatorio na expressdo de componentes do ciclo
litico, no entanto, ndo ha dados na literatura que corroborem essa hipétese, os dados
existentes demonstram regulacdo de componentes de ciclo litico por miR-BARTs do EBV
de forma a contribuir para manutencéo da laténcia viral (Jung et al. 2014). Diferentemente
dos dados de producdo de particulas, a deficiéncia de expressdo dos miR-BARTs 7 e 9
causou maior eficiéncia de infeccdo, indicando que esses miR-BARTSs contribuem para

dificultar a infeccéo de novas células.
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Ainda séo escassos os dados sobre os efeitos dos miR-BARTs 7 e 9 em células
infectadas pelo EBV. Os dados existentes sdo relativos a atuacdo em processos
carcinogeénicos, apos desenvolvimento da doenca, por exemplo, é descrito que miR-BART
7 tem expressédo elevada no plasma de pacientes com NPC (Zhang et al. 2015; Gao et al.
2018), sugerindo que esse miRNA do EBV possa ser um biomarcador atil na deteccdo e
monitoramento do NPC. Em trabalho publicado em 2020, Lu e colaboradores relataram que
a superexpressao de miR-BART 7-3p em plasma de pacientes com NPC esteve relacionado
a maior risco para desenvolvimento de metastases. Ademais, pacientes com superexpressao
de miR-BART 7-3p e grande quantidade de DNA do EBV apresentaram menor taxa de
sobrevivéncia em relagdo a pacientes com baixa expressao (Lu et al. 2020).

Em células TRAIL-resistentes de cancer de pulm&o de células ndo pequenas (non-
small cell lung cancer - NSCLC) das linhagens A549 (RRID: CVVCL_0023), Calu-1 (RRID:
CVCL_0608), H1299 (RRID: CVCL_0060) e H460R (RRID: CVCL_UW76), miR-BART
7 foi descrito com expressdo aumentada quando comparado as células TRAIL-sensiveis das
linhagens H292 e H460S (Wang et al. 2019). A inibi¢do de miR-BART 7 causou diminuicao
da proliferacdo e aumento de apoptose dessas células TRAIL-resistentes (Wang et al. 2019).
Além do papel deste miRNA na migracdo e invasao das linhagens derivadas de HeLa CNE-
1 e 5-8F (Cai et al. 2015), miR-BART 7 também foi associado a inducdo de caracteristicas
similares a de células tronco, in vitro. A expressdo ectopica de miR-BART 7 nas linhagens
CNE-2 e 5-8F (ambas HeLa), induziu aumento de expressdo (em nivel transcricional e
proteico) de marcadores de células tronco, como ABCG2, Nanog, OCT4 e SOX2, e aumento
na quantidade de células de populacdo lateral, caracterizadas por alto indice proliferativo e
capacidade de auto renovacdo (Cai et al. 2019).

A superexpressao de miR-BART 9-5p no plasma de pacientes com NPC (Gao et al.
2018) também foi relatada, fortalecendo hipoGteses sobre sua participacdo no
desenvolvimento e evolugdo desses canceres. miR-BARTY regula a expressdo da proteina
MALT, envolvida na ativacdo de linfocitos via receptor de célula B (BCR) por meio da
ativacdo de NFkB (Chen et al. 2019). Uma vez que a ativacédo de linfdcitos B esta associada
a reativacao do ciclo litico do EBV (Murata e Tsurumi 2014), participar da inibi¢do desse
processo sugere que miR-BART 9 pode ter papel na manutencao da laténcia viral. Ademais,
miR-BART 9 foi descrito com elevada expressdo em amostras de carcinoma gastrico quando
comparado a tecido ndo neoplasico. O knock-down desse miRNA em células SNU-719,
derivadas de adenocarcinoma gastrico, promoveu aumento da proteina caderina E e diminuiu

expressao de vimentina, assim como a proliferacéo e invaséo celular (Tsai et al. 2017).
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A participacdo dos miR-BARTs 7 e 9 na carcinogénese induzida pelo EBV em
humanos tem sido relatada por diferentes grupos de pesquisa (Cai et al. 2015; Wong et al.
2018; Hsu et al. 2014; Ramakrishnan et al. 2011; Lung et al. 2018). Ainda assim, a
importancia desses miRNAs do EBV na aquisicdo de caracteristicas permissivas a
malignizacéo de células de epitélio de nasofaringe requer maior investigacdo. Novos estudos
nesse contexto podem se beneficiar dos dados gerados neste trabalho, que descreve o
estabelecimento de modelo experimental e protocolos para inducdo de ciclo litico, producédo
e quantificacdo de particulas virais e infeccao de linhagem de celulas epiteliais derivadas de

nasofaringe.

Com as devidas adaptacGes, 0 modelo e protocolos propostos podem ser utilizados
para diversas analises de parametros comumente investigados para elucidar mudancgas no
fenotipo de células humanas cultivadas in vitro, tais como proliferacdo e morte celular,
migracdo, invasdo e capacidade de formacdo de colGnia, etc. Esses parametros sao
importantes pois sdo frequentemente afetados durante o processo de carcinogénese,

incluindo a carcinogénese do NPC.
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6 Concluséao

O presente trabalho demonstra o estabelecimento de protocolos para:

1. Producdo de particulas virais do EBV, com o genoma na forma selvagem ou
com comprometimento da expresséo dos miR-BARTs 7 e 9;

2. Estabelecimento de protocolo de inducdo de ciclo litico para producdo de
particulas virais com e sem edi¢do dos miR-BARTs 7 e 9;

3. Estabelecimento de protocolo de infeccdo de células imortalizadas derivadas

de epitélio de nasofaringe pelo EBV.

Esses protocolos permitirdo o estudo da funcdo dos miR-BART 7 e 9 em diferentes
contextos, desde a infeccdo viral até o envolvimento na patogénese do carcinoma de

nasofaringe.
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8 Apéndice

8.1 Preambulo

Nesta secdo sdo apresentados resultados adicionais, referentes aos experimentos
realizados durante o treinamento de mestrado para construcao de vetores contendo RNA-
guias requeridos para edicdo génica com tecnologia CRISPR/Cas9. Os vetores foram
construidos visando a edi¢do dos miR-BARTSs 7 e 9 no gen6tipo M81 do EBV, que possuli
alta similaridade com outros gen6tipos virais isolados de amostras de NPC (Tsai, Ming-Han
et al. 2013), além de apresentar maior tropismo de infeccéo de células epiteliais (Tsai et al.
2017). Assim, esses construtos sdo contribuicdo valiosa para enriquecimento do modelo
experimental para estudo dos efeitos da importancia da expressédo dos miR-BARTs 7 e 9 do
EBV em células de epitélio de nasofaringe. Esse gendtipo foi generosamente cedido para o
ViriCan pelo grupo liderado pelo Prof. Dr. Henri-Jacques Delecluse (Centro Alemé&o para
Pesquisa do Cancer, Heldelberg, Alemanha), clonado no vetor-base pMBO131 (Tsai, Ming-
Han et al. 2013).

O EBV MB81 ndo estd presente em nenhuma linhagem celular disponivel no
biorrepositorio do grupo ViriCan, de modo que seria necessario estabelecer linhagem
infectada especificamente com esse genotipo para analises sobre suas propriedades
bioldgicas. Nessa perspectiva, diversos experimentos visando a transfeccdo do vetor
pMBO131-EBV-M81 em células HEK293 foram realizados sem sucesso durante o
mestrado. As dificuldades operacionais foram atribuidas ao elevado tamanho do vetor
contendo o genoma viral, 0 que compromete ou mesmo inviabiliza a transfeccdo celular
baseada em carreadores lipidicos. O vetor pMBO131-EBV-M81 contém todo o genoma do
EBV, além de sequéncias codificadoras de genes de resisténcia para bactérias e células

eucariotas, bem como sequéncia codificadora de GFP.

Adicionalmente, quando a construcdo do vetor de gRNA para edi¢cdo dos miR-BARTS
7 e 9 foi concluida, células Akata-Cas9 apresentaram diminui¢do de viabilidade quando
transduzidas com os construtos gerados. Esse evento foi relacionado a expresséo da proteina
reporter fluorescente DsRed contida no vetor-base utilizado para produgdo dos construtos
contendo os gRNAs para miR-BARTs 7 e 9. O papel citotdéxico de DsRed ja havia sido
previamente relatado (Zhou et al. 2011). Dessa forma, esses construtos gerados durante o
periodo do mestrado ndo puderam ser utilizados, sendo necessaria a construcao de novos

vetores para realizacéo a edi¢do génica do genoma do EBV empregando CRISPR/Cas?9.
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Dados esses percalgos, optou-se por alterar o projeto original de modo a se empregar
a linhagem Akata-Cas9 para realizacdo da edicdo génica para delecdo dos miR-BARTs 7 e
9 (procedimentos realizados pelo doutorando Brunno Felipe Ramos Caetano (Caetano
2022)), e posteriormente para producdo das particulas virais editadas, as quais foram
utilizadas para o estabelecimento do protocolo de infeccdo de células epiteliais de

nasofaringe.

Assim, a seguir serdo descritos 0s procedimentos dos experimentos relacionados a
producdo dos construtos de gRNAs para delecdo dos miR-BARTs 7 e 9.
8.2 Construcao de vetores de RNAs-guia para edicdo CRISPR/Cas9

O desenho das sequéncias gRNA para os miR-BARTSs 7 e 9 foi realizado utilizando a
plataforma Chop-Chop (https://chopchop.cbu.uib.no/) (Labun et al. 2019). Essa ferramenta

possibilita producdo de sequéncias de gRNA baseadas em sequéncias de mMiRNAs

depositadas na base de dados miRBase (http://www.mirbase.org/) (Kozomara, Birgaoanu, e

Griffiths-Jones 2019) e um genoma de referéncia, tendo sido utilizado o genoma de EBV
das células Akata (NCBI Genbank Acc. #KC207813, "Human herpesvirus 4 strain Akata,
complete genome”). Dentre as sequéncias de gRNA obtidas foram selecionadas as que
apresentavam parametros indicativos de maior efetividade do gRNA. A plataforma utiliza
algoritmo que gera pontuagdo com valor entre 0 e 1 para expressar a eficiéncia do gRNA (da
menor para maior eficiéncia predita, respectivamente), levando também em consideracdo o
nivel de autocomplementaridade do oligonucleotideo e sua composicdo, visando proporcao

equilibrada de nucleotideos citosina e guanina (Pereira 2016).

A clonagem do gRNA foi planejada para insercdo das sequéncias selecionadas no
vetor-base pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-P2a-Bsr (AddGene Cod. #83919; doravante
denominado pLV-gRNA), que propicia expressdo dos RNAs-guia dirigida por regido
promotora U6. A insercdo dos gRNAs no cassete de clonagem empregou a enzima de
restricdo BsmBI, de modo que foram adicionadas sequéncias as extremidades do gRNA para

permitir a ligagdo com as extremidades coesivas do vetor apds a digestdo enzimatica.

Apbs digestdo do vetor pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-P2a-Bsr com BsmBI (New
England Biolabs - NEB, Ipswich, MA, EUA), foi efetuado seu tratamento enzimético com
fosfatase antartica (NEB) para evitar sua recircularizagdo. Paralelamente foi realizado o
anelamento das sequéncias dos gRNAs de miR-BARTs 7 e 9. Os duplexes gRNA-miR-
BART7 e gRNA-mMiR-BARTY foram entdo submetidos a fosforilagdo da extremidade 5’

utilizando a enzima T4 polinucleotideo quinase (T4-PNK, NEB). Com o vetor digerido e o
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as sequéncias dos gRNAs aneladas e fosforiladas, foi realizada reagéo de ligagéo para o
gRNA-mMIiR-BART7 e gRNA-miR-BART9 utilizando a enzima T4 DNA ligase (NEB).

Foram utilizadas quantidades na propor¢do 1:3 de vetor/inserto. O Quadro Suplementar 1

indica as condicGes experimentais desses experimentos.

A verificacdo da ligacdo do inserto com o vetor foi verificada por meio de PCR

empregando enzima Tag DNA polimerase convencional e condi¢Ges experimentais

indicadas no Quadro Suplementar 2.

Quadro Suplementar 1: Discriminacdo de condi¢des experimentais da clonagem dos vetores pLV-
DsRed-gRNA-miR-BART7 e pLV-DsRed-gRNA-mMiR-BART9

Propésito experimental

Componentes da reagao

Condicoes da reagao

Digestao do vetor pLV-U6-gRNA-
Ubc-DsRed-P2a-Bsr com a enzima
BsmBI

Tratamento do vetor pLV-U6-gRNA-
Ubc-DsRed-P2a-Bsr digerido com
fosfatase antartica

Anelamento dos oligos gRNA-
BART7

Fosforilagdo duplex gRNA-BART7
com T4 polinucleotideo quinase (T4
PNK)

Ligagao duplex gRNA-BART7 com
vetor pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-
P2a-Bsr

Anelamento dos oligos gRNA-
BART9

Fosforilagdo duplex gRNA-BART9
com T4 polinucleotideo quinase (T4
PNK)

Ligacéo duplex gRNA-BART9 com
vetor pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-
P2a-Bsr

NEB Buffer 3.1, 0,5 U de enzima
BsmBlI, 500 ng vetor; Agua miliQ g.s.p.

Fosfatase antartica buffer, 5U de
enzima fosfatase antartica

60pM de oligonucleotideos gRNA-
BART7 sense e antisense, tampéo T4
ligase, Agua miliQ q.s.p.

1150ng de duplexes gRNA-BART7,
tampao T4 PNK, 10mM de ATP, 10U
T4 PNK

Tampéo T4 DNA ligase, 50ng vetor,
389,6pg gRNA-BART7, 1U T4 DNA
ligase, Agua miliQ q.s.p.

60pM de oligonucleotideos gRNA-
BARTY sense e antisense, tampéo T4
ligase, Agua miliQ q.s.p.

520ng de duplexes gRNA-BARTY,
tampao T4 PNK, 10mM ATP, 10U T4
PNK

Tampéao T4 DNA ligase, 8,2pg vetor,
73,05pg gRNA-BARTY, 1U T4 DNA
ligase, Agua miliQ q.s.p.

Volume: 25pl; Incubagéo a
55°Cpor1h

Incubagdo a 37°C por 30
min seguida de inativagao a
80°C por 20 min

Volume: 20pl; Incubacéo a
95°C por 10 min seguida de
resfriamento gradual até
temp. ambiente

Volume: 25pl; Incubacéo a
37°C por 30 min seguida de
inativagdo 65°C por 20 min

Volume 20ul; Incubagéo a
16°C overnight seguida de
inativagdo a 65°C por 20
min

Volume: 20pl; Incubagéo a
95°C por 10 min seguida de
resfriamento gradual até
temp. ambiente

Volume: 25pl; Incubagéo a
37°C por 30 min seguida de
inativagdo 65°C por 20 min

Volume 20yl; Incubagdo a
16°C overnight seguida de
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Propésito experimental

Componentes da reagao

Condicoes da reagao

inativagdo a 65°C por 20
min

Quadro Suplementar 2: Condi¢des experimentais de PCR de confirmacdo de ligacdo, PCR de

col6nia e PCR de confirmacao de miniprep

Propésito experimental

Componentes da reagao

Condigoes da reagao

PCR confirmagao ligagao (5 — 3') (20

ML)

hU6.F - GAGGGCCTATTTCCCATGATT
9Seq.R - AGAAGAAGAAGGTGGAGAGA
PCR de colénia (5" - 3) (20 L)

hU6.F - GAGGGCCTATTTCCCATGATT
9Seq.R - AGAAGAAGAAGGTGGAGAGA

PCR confirmagao purificagdo (5' — 3)
(20 uL)

hU6.F - GAGGGCCTATTTCCCATGATT

9Seq.R - AGAAGAAGAAGGTGGAGAGA

10x Class Five Buffer 30mM MgCI2,
0,2mM dNTP, 0,3uM iniciadores,
1,25U Class-Five Taq DNA
Polymerase, 4l Reagao de ligacdo

10x Class Five Buffer 30mM MgCl2,
0,2mM dNTP, 0,3uM iniciadores,
1,25U Class-Five Taq DNA
Polimerase

10x Class Five Buffer 30mM MgCl2,
0,2mM dNTP, 0,3uM iniciadores,
1,25U Class-Five Taq DNA
Polimerase, 1ul Miniprep

94°C -5 min (1x); 94°C
-30s,55°C-30s,72°C
- 60s (35x); 72°C - 7
min (1x); 4°C -

94°C - 10 min (1x);
94°C - 30s, 55°C - 30s,
72°C - 60s (35x); 72°C
— 7 min (1x); 4°C - =

94°C -5 min (1x); 94°C
-30s,55°C-30s,72°C
- 60s (35x); 72°C - 7
min (1x); 4°C -

Os produtos da ligacdo para producdo dos vetores pLV-gRNA-miR-BART7 e pLV-
gRNA-miR-BART9 foram transformados em bactérias quimicamente competentes One
Shot Stbl3 E. coli (ThermoFisher), seguindo as orientacGes do fabricante. Sucintamente, o
produto da reacdo de ligacdo foi acrescentado ao tubo contendo as bactérias, que
posteriormente foi incubado em gelo por 30 min. As bactérias foram entdo submetidas a
choque térmico com incubacdo a 42°C por 45s e entdo mantidas em gelo por 2 min.
Subsequentemente foi adicionado 500ul de meio S.0.C (meio SOB suplementado com
glicose) e incubadas a 37°C, 14xg por 1 h. As bactérias transformadas foram plaqueadas em
placas de agar solido contendo ampicilina (100ug/ml) e incubadas a 37°C overnight. Para
confirmar a presenca do inserto no vetor, foi realizado um PCR de colénia (PCR colony)
utilizando os iniciadores hU6.F e gSeq.R, conforme condigdes experimentais detalhadas no

Quadro Suplementar 2.

Em seguida, duas colonias foram selecionadas para realizacdo de purificacdo
plasmidial com o sistema QIlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de
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acordo com instrugdes do fabricante. As concentracbes foram determinadas por
espectrofotometro NanoDrop® (ThermoFisher). Para confirmacdo da presenca do inserto
nos vetores pLV-gRNA-miR-BART7 e pLV-gRNA-mMiR-BARTY9, o DNA proveniente da

purificacdo foi utilizado em nova PCR utilizando os iniciadores hU6.F e gSeq.R (Quadro

Suplementar 2).

A confirmacdo da sequéncia e orientacdo do gRNA nos vetores ap6s a clonagem foi
efetuada por sequenciamento Sanger efetuado pelo servico especializado do Instituto de
Biotecnologia (IBTEC) da UNESP, empregando os iniciadores hU6.F e gSeq.R e
equipamento ABI3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As sequéncias obtidas
foram alinhadas com um vetor modelo para pLV-gRNA-miR-BART7 (Figura Suplementar

1) e pLV-gRNA-miR-BARTY (Figura Suplementar 2) construido utilizando o software

Geneious.
LKD.1 5
h.l!'-, F
[ ZELL z
i e
L | :
! F %
& s
i T T hUBCpro-F
P re Ty
B N
I ' S DsRed-M
g tPETACTS . o EREd TR
' . léxP . e
CMV-F y ERMA Scaffold 3 & o T_mCherryF
\ i o gRMA-BARTY 0N ;,-'r»-"v
= ¥ T ~HIV-1 Psi ~ g promoter L -
& 5 o P AN ___~DsRedl-C
2 -
£ ™5 LTR {truncated) fhe w7
. T
I ~CWW pramaoter ) ) w
_ FZA- B2
; -ChY enhance 1(
RS marker A== l pLV-DsRed-gRNA-miR-BARTT i
PReMArkerg - 10,804 bp loxP-p gt
= & T | =% z-WPRE-R
Lo~ =AmpR promoter .g'-' s -5 -5
= - . Faclor Xa site- 128
Amp-R ——=" ‘_?é, i
;i S LTR (truncated) g ¥
i v bGH paly T e
i_‘T"_,...f_-‘: X lac promoter ) ﬁ'-;dlf'f- promaoter ';:\'{f':;f:.n__Iju|uei_:_.i:[|{.:_ KS nrimer
EA ac aperator SW40 ari | &
i SWAD Al signal
CAP Binding site |
EM7T promoter < .
0 g
e flech e Yo N
% x-.‘“ . BGH-re
L] i
kel N,
h113 Reverse aber \ " F1ori-R
M1 3/pUC Reverse- RN Prori
W B,Li0 pBABE 3'
SVAdpro-F
40pa-A

Figura Suplementar 1: Mapa do vetor pLV-gRNA-miR-BART7, construido utilizando o software

Geneious. O mapa contém anotacGes da sequéncia dos gRNASs e das estruturas necessarias para sua

expressao.
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Figura Suplementar 2: Mapa do vetor pLV-gRNA-miR-BART?Y, construido utilizando o software
Geneious. O mapa contém anotacdes da sequéncia dos gRNAs e das estruturas necessarias para sua

expresséo.

8.3 Construtos de gRNA para edicdo de miR-BARTs 7e 9

A construcdo das sequéncias dos gRNAs foi realizada a partir das sequéncias dos miR-
BARTSs 7 ou 9 e do genoma do EBV. Na plataforma Chop-Chop foram obtidas sugestoes de
sequéncia de gRNAs para miR-BARTs 7 e 9, representadas no Quadro Suplementar 3. As
sequéncias preditas com maior eficiéncia de edi¢do (posi¢do 1 no quadro) para miR-BART
7 e miR-BART 9, foram avaliadas quanto a presenca de alvos espdrios (off-targets) nos
genomas do EBV e humano. Essas sequéncias de maior eficiéncia predita de edicdo foram
selecionadas para seguimento do estudo, posto que ndo foram identificadas interacdes

indesejaveis relevantes.

Quadro Suplementar 3: Sequéncias e escores de gRNAs para knockout de miR-BARTs 7 e 9 no

genoma do EBV.
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Auto-

Posicao Sequéncia Loci Exon Fita %GC Compl. Eficiéncia

gRNAs miR-BART7
1 GCATCATAGTCCAGTGTCCAGGG  seq:50 1 + 50 0 0.59
2 AGTGCACTGTCCCTGGACACTGG  seq:60 1 - 60 3.00 0.57
3 TAAGAATTGTTTCATAGTCAAGG seq:21 1 - 25 1.00 0.54
4 TTGTTTCATAGTCAAGGTCCAGG  seq:15 1 - 40 2.00 0.53
5 CATAGTCAAGGTCCAGGATCAGG  seq:9 1 - 50 1.00 0.50
6 TGCATCATAGTCCAGTGTCCAGG  seqi49 1 + 50 0 0.49

gRNAs miR-BART9
1 GTTTGTACTGGACCCTGAATTGG seq:9 1 + 45 1.00 0.47
2 CTGAATTGGAAACAGTAACTTGG  seq:23 1 + 35 0 0.46
3 TGGATTCTGTAACACTTCATGGG  seq43 1 + 35 0 0.45
4 AAGTTACTGTTTCCAATTCAGGG seq:21 1 - 30 0 0.42
5 TTGGATTCTGTAACACTTCATGG seq:42 1 + 35 0 0.38
6 CAAGTTACTGTTTCCAATTCAGG seq:22 1 - 35 0 0.37

A adigdo de sequéncias das extremidades coesivas da enzima BsmBI as extremidades
do gRNA foi realizada para possibilitar a clonagem do inserto no vetor pLV-U6-gRNA-Ubc-

DsRed-P2a-Bsr. A sequéncia final esta representada na Figura Suplementar 3.
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gRNA-miR-BART7

BsmBI BsmBI Start End

(2590) (4475) ()] (27)
H
Yecwor + - ( Product )
(= (=]
...Cta ggtgtee. .. AMACCCA. . .AAC ...CtaAAACCCA. .. AACGGTGLLL. ..
...gattttg aaa... GGT...TTGCCAC ...gatTTTGG6T...TTGCCACaaa. ..
Extremidades coesivas Sequéncia Extremidades coesivas
5°_3° 3°-5°
AAAC CCCTGGACACTGGACTATGATGC -
- GGGACCTGTGACCTGATACTACG CCAC

gRNA-miR-BART9

BsmBI BsmBI Start End
(2590) (4475) (o) (27)
H
Jecor + - ( product )
(=] (]
...Cta ggtgrte. .. AAACCCA. .. AAC ...CLaAAACCCA. .. AACGGTGLLL. ..
...gattttg aaa... GGT...TTGCCAC ...QatTTTGGGT. .. TTGCCACaaa. . .
Extremidades coesivas Sequéncia Extremidades coesivas
5-3 3-5
AAAC CCAATTCAGGGTCCAGTACAAAC -
- GGTTAAGTCCCAGGTCATGTTTG CCAC

Figura Suplementar 3: llustracdo da clonagem dos gRNAs para miR-BART7 e miR-BART9 no
vetor pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-P2a-Bsr. Sdo descritas as sequéncias dos gRNAS, na coluna
central, e as sequéncias das extremidades coesivas da enzima BsmBIl que foram adicionadas as
sequéncias dos gRNAs, nas colunas laterais.

Os experimentos de clonagem foram iniciados ap6s a obtencdo das sequéncias de
gRNA-BART7 e gRNA-BARTY. O anelamento das sequéncias dos gRNAs para os miR-
BARTSs 7 e 9, obteve concentracdo de 115,5 ng/ul e 104 ng/ul, respectivamente, determinada
por espectrofotometria UV. Em seguida foram realizadas a fosforilacdo dos duplexes,
digest&o do vetor e reacdo de ligacdo. A reacdo de ligacdo foi validada por PCR, cujo produto
foi analisado em gel de agarose 1%. Conforme observado na Figura Suplementar 4, foi
identificada uma banda compativel com o tamanho esperado de 643 pb, indicando sucesso

na ligacdo do duplex de gRNA ao vetor.
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pLV-gRNA-mMiR-BART7 pLV-gRNA-mMiR-BART9
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Figura Suplementar 4: Gel de agarose 1% contendo o produto da PCR de confirmacéo da ligagdo
para os vetores pLV-gRNA-miR-BART7 e pLV-gRNA-miR-BART9. O vetor vazio foi utilizado
como controle do experimento, para verificar quanto a presenca de recircularizagdo do vetor digerido
usado na ligagdo. O produto gerado apresenta 643pb.

A reacdo de ligagdo foi entdo utilizada na transformacdo de bactérias quimicamente
competentes, seguindo-se PCR de colonia para verificacdo da presenca de vetor com o
gRNA-mMiR-BART7 ou gRNA-miR-BART9 nas bactérias antibiotico-resistentes. Os
resultados indicados Figura Suplementar 5 revelam multiplos clones com resultado
compativel a presenca dos construtos esperados, tendo sido isolados os clones 9 e 11, de
pLV-gRNA-miR-BART7, e os clones 3 e 8, de pLV-gRNA-miR-BART?Y, para purificagcdo
plasmidial. As concentracfes e grau de pureza dos plasmideos obtidos estdo indicados no

Quadro Suplementar 4.
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pLV-gRNA-miR-BART7
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Figura Suplementar 5: Gel de agarose 1% contendo o produto do PCR colony. Para cada construto
sdo mostradas colonias bacterianas, sendo as colonias 1, 2, 3, 4,5, 6, 8, 9, 11 e 12 positivas para a
presenca do vetor pLV-gRNA-miR-BART?7, e as colbnias 3, 8, 9 e 11 positivas para o vetor pLV-
gRNA-miR-BARTY, devido a banda de aproximadamente 650pb, tamanho préximo ao esperado
(643pb).

Quadro Suplementar 4: Concentragdes e razdes de pureza do DNA obtido na extragdo plasmidial

das colbnias selecionadas

Construto Bactérias A260/A280 A260/A230  []ng/uL
transformadas
pLV-gRNA-miR-BART7  Colonia 9 193 207 2385
Colonia 11 185 223 549,9
pLV-gRNA-miR-BART9  Colonia 3 1,89 225 5295
Colénia 8 1,89 227 3395

Apos purificagdo plasmidial, foi realizada nova PCR para obtencdo de amplicon para
sequenciamento Sanger. O resultado da PCR (Figura Suplementar 6) revelou tamanho
compativel com esperado para presenca do inserto nos construtos pLV-gRNA-miR-BART7
e pLV-gRNA-miR-BART9 (643pb).
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pLV-gRNA-miR-BART7 pLV-gRNA-miR-BART9
Vetor
Vetor 09 ” 03 08 b

vazio

8

Agarose 1% com NEOgreen
1% agarose stained in Ethidium Bromide
Agarose 1% com NEOgreen

1% agarose stained in Ethidium Bromide

58888888 3 ¢
5888888 8

0.5 pg/lane
1X TAE

Figura Suplementar 6: Gel de agarose 1% contendo o produto da PCR de confirmacdo de
purificagdo plasmidial dos construtos pLV-gRNA-miR-BART7 e pLV-gRNA-miR-BART9. As
bandas apresentam tamanho aproximado de 650pb, tamanho similar ao amplicon gerado (643pb).

Para validacdo da clonagem, os vetores construidos foram submetidos a
sequenciamento. O alinhamento mostrou a presenca das sequéncias e orientacdo corretas de
ambos gRNAs em seus respectivos construtos, pLV-gRNA-miR-BART7 e pLV-gRNA-
miR-BART9, como mostrado na Figura Suplementar 7.

pLV-gRNA-miR-BART7

) 2570 2580 25% 2600 2610 2620 2630 2640 265
Consensus sCCTTA AACTTGCTA CTAGCTCTAAAACCCCCTGGACACTGGACTATGATGC ll'rGleTTTCGT( C CCAC /n/\\}r’\Tr‘\Ti\Tfu‘« A GC(

T
Coverage 1
J 0.
25 2579 2589 259 2609 4476 4485 44% 4506
< gRNA Scaffold o BRNABARTZ o~ _________USpromoter |

e pLV-DsRed-gRNA-miR-BART7 JMG.“&G-!AA_GGm-GGmGMGIGGIG_G__'ﬂAKGWG-

[+ seq-pLVDsRed-BART7 - gSeqR

) 2570 2580 25% 2600 2610 2620 2630 2650
Consensus CTTA TAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCCCTGGACACTGGACTATGATGCGGTGT TTCGTCCTTTCCACAAGATATATAAAGC

Coverage I

CTTA TAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCCCTGGACACTGGACTATGATGCGGTGT TTCGTCC CCACAAGATATATAAAG(

\AA WA AAAA _L__LAQAALJAAAJ\QQAL A_M AA/\MM\M\ANM

C¢ REVseq-pLVDsRed-BART7 - hU6F —CTTA 'v—v—rT ACTTGCTA T-—rcr GCTCTAAAA T -.—-y— GTCC

Ce pLV-DsRed-gRNA-miR-BART7

Figura Suplementar 7: Eletroferogramas do sequenciamento dos amplicons gerados por PCR com
os iniciadores gSeq.R e hU6.F e alinhamentos empregando como referéncia os construtos planejados
pLV-DsRed-gRNA-BART7 e pLV-DsRed-gRNA-BARTY. Estdo evidenciadas a presenca da
sequéncia integral e a orientacdo correta de insercdo dos gRNAs para edi¢do de miR-BARTs 7 e 9
no vetor-base pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-P2a-Bsr, resultado que valida geracdo dos respectivos

construtos lentivirais.
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pLV-gRNA-mMiR-BART9

L) 2580 2550 2800 ZE10 2820 2E30
Consensus ACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCAATTCAGGGTCCAGTACAAACGGTGTTTCGTCCTTTCCACA,
&

Coverage
a0

L] 15}0 15|90 ZGFO l€:10 16:20 ZE:EIO
C# plV-UbC-ds.. AT TGETATTTETAGCOTOTAAAACCOAATTOAGGGTOCAGTACAAACGGTGTTTEGTOCTTTEOCADA
CERNA scafold . mREARTOERNA -

DAY A AT YA AN, D=5y T - ;
o QOGO 0 v.o e ~
L« FIDBFRZ D.. ACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCAATTCAGGGTCCAGTACAAACGGTGTTTCGTCCTTTCCACA,

AN L ) { I. kY
Ce REVBFR1_CO.. ACTTGCTATTEICTAGCTCTAAAACCCAATTCAGGGTCCAGTACAAACGGTGTTTCGTCCTTTCCACA

Figura Suplementar 7 (Continuacgéo).
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8.4 Auvaliagdo do tratamento de sobrenadante viral com DNase
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Figura Suplementar 8: Curva de amplificacdo linear do gene BGLF5 do EBV por gPCR utilizando
amostras de sobrenadante celular de células Akata-Cas9 tratado com DNase (DNase) e controle
negativo (NC) (legendas em vermelho), verificando a presenca de DNA viral livre no sobrenadante

celular apds indugéo de ciclo litico (TPA+SB) e controle negativo (NC) (legendas em preto).
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8.5 Recursos de pesquisa

Quadro Suplementar 5: Recursos e reagentes

Recurso Fonte Ref.

Akata-Cas9 Dept. Infectious Diseases, Harvard RRID: CVCL_VN88
University

Anti-lgG humano Merck/Sigma-Aldrich 15260
Blasticidina (10 mg/mL) Thermo Fisher Scientific A1113903
BsmBlI New England Biolabs R0580
Class Five Taq DNA Polimerase NeoBio CV-1015
Defined Keratinocyte SFM (1x) Thermo Fisher Scientific 10744019
DMSO Thermo Fisher Scientific 20688
DNase | Sigma-Aldrich AMPD1-1KT
EBV (B95-8 strain) purified Virus Advanced Biotechnologies Inc 10-115-000
EpiLife medium, with 60 Thermo Fisher Scientific MEPI500CA
Fosfatase antartica New England Biolabs M0289S
Geneious Sofyware Biomatters
GenePrint® 10 System Promega B9510
Geneticina Thermo Fisher Scientific 10131035
Gentamicina Thermo Fisher Scientific 15710064
GoTaq gPCR Master mix Promega A6001
High Capacity cDNA Reverse Thermo Fisher Scientific 4368814
Transcription kit
Keratinocyte SFM (1x) Thermo Fisher Scientific 17005042
LB agar, powder Thermo Fisher Scientific 22700041
Luria Broth Base (Miller's LB Thermo Fisher Scientific 12795084
Broth Base), powder
MTT Thermo Fisher Scientific M6494
NP460hTert Hong Kong University, China RRID: CVCL_X205
NP69SV40t Cornell University, NYC RRID: CVCL_F755
One Shot SthlI3 E. coli Thermo Fisher Scientific C7373-03
pLV-U6-gRNA-Ubc-DsRed-P2a-Bsr AddGene 83919
Polybrene Sigma-Aldrich H9268
Proteinase K Thermo Fisher Scientific 25530015
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen 27106
RPMI 1640 medium Thermo Fisher Scientific 31800105
SB Sigma-Aldrich B5887
Soro fetal bovino Sigma-Aldrich F7524
T4 DNA ligase New England Biolabs M0202S
T4-PNK New England Biolabs MO0201S
TPA Sigma-Aldrich P1585
TRIzol Thermo Fisher Scientific 15596026
Wizard SV Genomic DNA Promega A2360

Purification System
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Quadro Suplementar 6: Iniciadores

Nome

Sequéncia (5’ - 3’)

EBV gene BZLF1 (proteina ZEBRA)
EBV gene BLLF1 (proteina gp350)
Gene Humano RPS18 (proteina 40S)
EBV gene BGLF5 (proteina bglf5)
SNP humano rs1800630 (pTNF-a -862)

Iniciador para vetor pLV-gRNA - hU6.S
Iniciador para vetor pLV-gRNA - gSeq.R

S: TACAAGAATCGGGTGGCTTC

AS: GCACATCTGCTTCAACAGAA

S: TGTTACAGTGACTGCCTTTTGGG
AS: GGTGTCCCCGAGGTGAGAGT

S: AGAAACGGCTACCACATCCA

AS: CACCAGACTTGCCCTCCA

S: CCTCTTTTCCAAGTCAGAATTTGA
AS: TGACCTCTTGCATGGCCTCT

S: ATGTAGCGGCTCTGAGGAATGGGTTAC
AS: CTACATGGCCCTGTCTTCGTTAAG
GAGGGCCTATTTCCCATGATT

AGAAGAAGAAGGTGGAGAGA




