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INTRODUCAO: As serinas integrases sdo proteinas de bacterifagos responsaveis pelaintegragio do
DNA viral no genoma bacteriano. Essa inser¢é@o ocorre por interagdes com o DNA viral, em uma
sequéncia denominada attP (phago attachment site), e com o DNA bacteriano, em um sitio
denominado attB (bacterial attachment site). Apos a recombinacdo mediada pela integrase, 0o DNA
viral é incorporado ao genoma da bactéria, formando os novos sitios mesclados attL (left attachment
site) e attR (right attachement site). Baseado nessas caracteristicas, as serinas integrases podem ser
utilizadas como ferramenta biotecnol 6gica para construgdo de interruptores genéticos. OBJETIVO:
avaliara funcionalidade de duas serinas integrases para inversdo de sequéncia genética flanqueada
pelos sitios de reconhecimento attP/attB integrados no genoma de células humanas (HEK293T).
METODOL OGIA: Os experimentos foram realizados para avaliar a acdo das integrases Int9 e Int13
em gene integrado ao genoma de células humanas. O gene codificador da proteina repérter GFP, em
sentido reverso complementar e flanqueado pelos sitios de uma das integrases, foi introduzido no
genoma da célula no safe harbor AAVSL. A integracdo foi mediada por clivagem com sistema
CRISPR-Cas9 e por bragos de homologia para recombinacdo homologa. Apds confirmacgdo da
integracdo da sequéncia, foi realizada a transfec¢do nas células com o vetor para expressdo das
integrase Int9 ou Int13 em cada linhagem celular j& contendo seus respectivos sitios flanqueadores
para promoverem a inversao da sequéncia codificadora de GFP. A funcionalidade do sistema foi
verificada pela emissdo de fluorescéncia, analisada em microscopio de fluorescéncia.
RESULTADOS: As células cotransfectadas com o gene repérter gfp, que foi integrado ao genoma de
HEK?293T por meio de recombinacdo homologa e, posteriormente, cotransfectadas com a integrase
Int13, apresentaram fluorescéncia quando observadas ao microscopio. CONCLUSAQ: Os resultados
observados tém potencial para a modulagdo da expressao génica e para ampliar as possibilidades de
design e aplicacdo de circuitos genéticos sintéticos em células de mamiferos.
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