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RESUMO

LEMOS, Diana Rangel de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Transferéncia génica mediada por espermatozoides bovinos associados a
vetores lentivirais. Orientador: Luiz Sergio de Almeida Camargo.

Para otimizagao da producéo de embrides bovinos geneticamente modificados (GMs)
foi avaliada a possibilidade de producao in vitro (PI1V) utilizando espermatozoides
como carreadores de vetores lentivirais (VLs), visto que n&o consta na literatura
relatos utilizando essa estratégia em bovinos. Foram avaliados a producédo de
embribes GMs com o transgene da proteina verde fluorescente (GFP) e
posteriormente com o gene do fator IX de coagulagdo humano (FIX) como modelo de
proteina recombinante humana (PRH), devido a importancia desta proteina para
pacientes com hemofilia B. Foi confirmada a expressao do GFP em células HEK e
MDBK, apés transducgao das particulas, entretanto nao foi possivel realizar a selecéao
das células transduzidas. O mesmo resultado foi encontrado em fibroblastos
transduzidos com o transgene FIX. A produgéo in vitro de embrides co-incubados com
VLs durante a fertilizagdo in vitro (FIV) prejudicou a taxa de clivagem e
consequentemente a de producdo de embrides. Ja quando a co-incubagao ocorreu
durante o cultivo in vitro (CIV) ndo houve diferenca estatistica (p>0.05) nas taxas de
desenvolvimento embrionario entre os tratamentos estudados. Apesar das células do
cumulus terem expressado o GFP apds incubagao com os lentivirus, 0 mesmo nao foi
observado nos embrides. Esse resultado foi confirmado a partir da extragdo do DNA,
que demonstrou auséncia de insergédo dos transgenes do GFP e FIX, o que diferiu de
resultados encontrados em estudos similares. Dessa forma, os VLs estudados foram
capazes de transfectar as células do cumulus, demonstrando sua eficiéncia na
transducao de células somaticas, entretanto, ndo houve a producdo de embrides
geneticamente modificados a partir da co-incubagao dos VLs com espermatozéides

bovinos.

Palavras-chave: Espermatozoides. Vetores lentivirais. Transferéncia génica.
Proteinas recombinantes humanas



ABSTRACT

LEMOS, Diana Rangel de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Genetic transfer mediated by bovine spermatozoa associated to lentiviral
vectors. Adviser: Luiz Sergio de Almeida Camargo.

To optimize the production of genetically modified bovine embryos (GMs), the
possibility of in vitro production (IVP) using sperm as carriers of lentiviral vectors (LVs)
was evaluated, since there are no reports in the literature using this strategy in cattle.
The production of GM embryos with the fluorescent green protein transgene (GFP)
and later with the human coagulation factor IX (FIX) gene as a model of human
recombinant protein (PRH) was evaluated, due to the importance of this protein for
patients with hemophilia B. The GFP expression in HEK and MDBK cells was
confirmed after particle transduction, however it was not possible to select the
transduced cells. The same result was found in fibroblasts transduced with the FIX
transgene. The in vitro production of embryos co-incubated with VLs during in vitro
fertilization (IVF) impaired the cleavage rate and consequently the embryo production.
However, when the co-incubation happened during in vitro culture (IVC), no statistical
difference (p>0.05) was presented in the embryonic development rates between the
studied treatments. Although cumulus cells expressed GFP after incubation with
lentiviruses, the same was not observed in embryos. This result was confirmed by DNA
extraction, which demonstrated the absence of GFP and FIX transgenes insertion,
which differed from results found in similar studies. Hence, the studied VLs were able
to transfect the cumulus cells, demonstrating their efficiency in the transduction of
somatic cells, however, there was no production of genetically modified embryos from

the co-incubation of the VLs with bovine sperm.

Keywords: Spermatozoa. Lentiviral vectors. Gene transfer. Human recombinant
proteins
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1. INTRODUGAO

O advento das técnicas de transgenia em animais ocorreu em 1980 e 1981 com
os trabalhos de Gordon e Ruddle, nos quais foram produzidos embrides murinos
geneticamente modificados. Atualmente, a tecnologia da transgenia aplicada a
animais tem como objetivo a producdo de organismos que permitam: modelar a
patogénese e comportamento de doencgas de interesse (Volobueva et al., 2019);
estudar eventos celulares e moleculares (por exemplo, regulacado génica) (Nie et al.,
2019); melhorar a produtividade de animais de interesse pecuario (Proudfoot et al.,
2019); producao de 6rgaos para transplante em humanos (Reardon, 2015; Niemann
e Petersen, 2016); produzir proteinas recombinantes de alta qualidade para fins
biotecnoldgicos e medicinais (Hunter, 2019).

Dentre as aplicagdes citadas acima, a producédo de proteinas recombinantes
humanas (PRHs) tem-se destacado devido a crescente demanda para fins
terapéuticos (Bertolini et al., 2016), cuja producdo veio como tecnologia capaz de
suprir a demanda de medicamentos de origem humana utilizados largamente na
medicina (Mitragotri et al., 2014). Tradicionalmente, ha cinco meios distintos para a
producdo de PRHs, como: a expressdao em bactérias geneticamente modificadas
(GMs); expressao em fungos GMs; expressao em plantas GMs; expressao em células
de mamiferos GMs; expressdo em animais GMs (Ma et al., 2003; Merlin et al., 2014).

Entretanto, apesar de consideraveis vantagens relacionadas a producgao
dessas proteinas em bactérias, fungos e plantas, o produto final ainda era
consideravelmente diferente em estrutura e atividade em relagdo a de origem humana
(Ma et al., 2003; Merlin et al., 2014; Gecchele et al., 2015). Como alternativa, também
pode ser realizado a producao de proteinas a partir do cultivo de células mamiferas
GMs e da utilizacdo de animais GMs como biorreatores (Hunter, 2019).

Atualmente, a produgao de animais GM pode ser realizada através de diversas
metodologias, como através da microinjecéo de construtos de DNA na fase de pré-
nucleo; edicdo génica para delegdo ou insergao de sequéncias; transferéncia nuclear
a partir de células previamente geneticamente modificadas, as quais apresentam
baixas taxas de eficiéncia, como 25% (Cherenek et al., 2005), 5,31% (Huang et al.,
2014) e 28,4% (Monzani et al., 2013), respectivamente. Entretanto, o sistema de

transducao através de retro/lentivirus apresentou resultados com melhores taxas de
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producdo de animais transgénicos em diversas espécies, como de 83% e 76,4% em
embrides bovinos (Hofman et al., 2004; Otero et al., 2018); 52% em cordeiros (Lillico
et al., 2011), e 42% em camundongos (Chandrashekran et al. 2014).

Dentro desse contexto os VLs destacaram-se pela maior eficiéncia na taxa de
modificagdo génica e produc¢ao de animais transgénicos. Essa vantagem associa-se
a sua relagao evolutiva proxima as células de mamiferos, garantindo caracteristicas
particulares, como a capacidade de integragdo genémica em células em parada
mitética, se tornando assim, uma ferramenta de grande potencial para aplicagao
biotecnolégica para produzir as alteragées gendmicas de interesse (Durand, 2011).

Em 2012 houve evidéncia da interacdo dos espermatozoides com particulas
lentivirais utilizadas para transgenia em suinos (Zhang et al., 2012), sugerindo assim
a possibilidade de uso também na espécie bovina, como uma maneira de contornar
as dificuldades relacionadas a eficiéncia na producdo de animais GMs e os custos

envolvidos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Transgenia em animais

A abordagem da transgenia em animais envolve diversos tipos de tecnologias
direcionadas para a producao de organismos geneticamente modificados. Esse foco
de produgéo se deu a partir dos estudos de Gordon et al. (1980); Gordon e Ruddle
(1981), os quais desenvolveram modelos de estudo transgénico em camundongos,
que foram posteriormente realizados também em outras espécies.

A aplicacao da tecnologia da modificagao genética dos animais pode ser usada
na pesquisa meédica para criar modelos da doenga humana. Esses modelos ajudam a
identificar as vias da doencga, assim como permitem a avaliagdo de novas terapias
(Volobueva et al., 2019). A analise da fungao génica € uma area que a utilizagéo de
animais geneticamente modificados € susceptivel a aumentar significativamente,
porque modificando um gene, suas varias fungdes em diferentes sistemas funcionais
do corpo podem ser identificadas, fornecendo assim informacdes valiosas para
aprofundar o entendimento do desenvolvimento biolégico. Além disso, os animais
transgénicos também podem ser utilizados na produgdo de proteinas de cunho
terapéutico, assim como para a produgao de xenotransplantes. Na agricultura, os



17

animais estdo sendo desenvolvidos principalmente para produzir animais resistentes
a doengas, produzir altera¢des desejaveis para as taxas de crescimento ou taxa de
conversdo alimentar, fazer carne mais magra, e melhorar as propriedades

antimicrobianas do leite para animais recém-nascidos (Niemann e Kues, 2007).

2.2 Producao de proteinas recombinantes

Dentre as aplicacgdes citadas, a produgao de proteinas recombinantes humanas
(PRHs) tem-se destacado devido a crescente demanda para fins terapéuticos
(Manesh et al., 2014), cuja produgcdo em animais traz consideraveis vantagens. Nos
ultimos 20 anos houve um aumento consideravel da parcela do mercado farmacéutico
tomada por PRHs, também chamados de biofarmacos (Bertolini et al., 2016; Picanco-
Castro et al., 2013). O mercado global de biofarmacos no ano de 2007 foi reportado
como correspondendo a 86,8 bilhdes de ddlares, com expectativa de uma taxa de
crescimento de 10,9% anuais, chegando a US$160,1 bilhdes em 2013 (Brock, 2019).
Em relatério emitido pela agéncia Research and Markets em 2015, a previsao desse
mercado para 2020 superou as expectativas anteriores, chegando a US$306 bilhdes
(LDT. R. Biopharmaceuticals, 2019). Tal relevancia para a industria farmacéutica é
indicativa da grande demanda dessa classe de medicamentos e, portanto, da também
grande demanda de desenvolvimento de métodos alternativos para a produgao
desses insumos. Até o presente momento, ainda é notavel a insipiéncia da industria
brasileira nesse setor, que corresponde a uma parcela muito pequena desse mercado
(Mota, 2014).

A producdo de PRHs apresentou-se como tecnologia capaz de suprir a
demanda de medicamentos de origem humana utilizados largamente na medicina
(Mitragotri et al., 2014). Anteriormente a introducdo das PRHSs, havia problemas na
producdo desses insumos em grande escala, ou total impossibilidade de sua
disponibilizagdo, uma vez que eram purificados, principalmente, a partir de sangue
humano. Ademais, esse método de obtencdo gerava grandes preocupacdes no que
dizia respeito a segurancga dos recipientes dessas proteinas e acabou por tornar-se
forma relevante de disseminacao de doencgas transmitidas (Tenenbaum et al., 2005).

Um exemplo disso ocorreu com a transmissdo de prions para inumeros
pacientes a partir da extragdo do hormdnio de crescimento humano, que era extraido
a partir da hipdéfise humana (Houdebine, 2018). Dentre as metodologias empregadas
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na producdo de proteinas recombinantes humanas pode- se citar: a utilizagdo de
bactérias, fungos, plantas, células de mamiferos ou animais geneticamente
modificados (Hunter, 2019; Merlin et al., 2014).

Levando-se em consideragao apenas aspectos basicos da genética e
biotecnologia, seria esperado que a tradugdo de quaisquer PRHs em quaisquer
organismos gerasse como produto proteinas exatamente iguais e de atividade idéntica
a original, uma vez que a sequéncia de material genético recombinante € a mesma.
Entretanto, apesar de consideraveis vantagens relacionadas a produgado dessas
proteinas em bactérias e fungos, a ndo homologia das vias de modificagdes pos-
traducionais entre humanos e esses organismos torna o produto final da tradugao
proteica consideravelmente diferente em estrutura e atividade (Ma et al., 2003; Merlin
etal., 2014; Gecchele et al., 2015). Isso foi observado com a alfa 1-antitripsina humana
recombinante que em condi¢gbes in vitro era ativa, porém quando injetada em
pacientes tornava-se inativa. A partir disso, foi demonstrado que a proteina produzida
por bactérias possuia metade da meia-vida, quando comparada com a molécula
extraida do sangue que apresentava uma meia-vida mais duradoura e era bioativa,
devido a sua glicolisagado (Houdebine, 2018). Apesar da complexa maquinaria celular
das plantas, proteinas produzidas por esses organismos ainda permanecem com
pequenas diferencas em relagdo a humana (Hunter, 2019). Essas modificagées pos-
traducionais em sua maioria ocorrem depois dos ribossomos terem traduzido a
informagado genética, contida no RNA mensageiro, em cadeias polipeptidicas que
entdo originam uma proteina, e essas modificagbes sao essenciais para a produgao
de proteinas recombinantes bioativas (Houdebine, 2018).

Temos entdo como alternativa para a producado de proteinas idénticas as
nativas, o cultivo de células mamiferas GMs e a utilizagdo de animais GMs como
biorreatores (Ma et al., 2003; Merlin et al., 2014).

2.2.1 Animais Biorreatores

O primeiro sistema de producdo de proteinas recombinantes foram as
bactérias, no inicio da década de 80, através da transferéncia génica, de um promotor
ativo em bactérias e da regiao codificante do gene da insulina humana, para bactérias,

o que levou a produgdao comercial da insulina humana que foi inicialmente
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comercializada em 1982. Leveduras sdo outros microorganismos caracterizados pela
sua alta capacidade de producdo de proteinas e enovelamento de maneira
apropriada, entretanto, algumas delas ndo séo capazes de realizar a glicosilagao,
enquanto outras conseguem de uma maneira nao compativel com a encontrada em
humanos. Deste modo, o sistema mais frequentemente utilizado sdo células de
mamiferos geneticamente modificadas, como por exemplo as células Chinese
Hamster Ovary (CHO) (Houdebine, 2018), e também o emprego de animais
geneticamente modificados como biorreatores.

No mercado europeu e norte-americano existem ao menos duas PRHs
produzidas por meio de animais GMs. A primeira a ser aprovada foi a Atryn®,
antitrombina humana produzida em cabras pela antiga GTC Biotherapeutics,
atualmente renomeada RevoBiologics apds aquisigao pela LFB Biotechonologies
S.A.S., e que foi estimado que possa alcangar um mercado anual de U$40-50 milhdes
nos Estados Unidos da América (Echelard et al., 2005). No Brasil foi gerado na
Universidade Estadual do Ceara (UECE) cabra transgénica que secreta no leite o fator
Estimulante de Colbnias de Granulécitos humano (hG-CSF), porem ainda sem
producdo comercial (Freitas et al., 2007). Em ambos os casos, 0os animais secretam o
produto final através do leite, que foi determinado como uma fonte de fluido de
proteinas ideal, assim como a clara do ovo no caso de galinhas. O sangue, por sua
vez teve sua aplicagdo em desuso pelo fato de que nem todas as proteinas podem
ser encontradas em altas concentragbes no sangue, apenas as proteinas estaveis
com meia-vida mais duradoura. Além disso, a presenca dessas proteinas
recombinantes no sangue poderia interferir com o metabolismo dos animais
(Houdebine, 2018).

Algumas das metodologias mais empregadas para produgdo de animais
geneticamente modificados consistem da microinjecéo de construtos de DNA na fase
de pro-nucleo, transferéncia génica mediada por células tronco embrionarias, a
transferéncia génica mediada por retrovirus, edicdo génica através de nucleases e
transferéncia nuclear a partir de células previamente modificadas por uma das
técnicas citadas. Apesar das consideraveis diferengas conceituais e técnicas entre as
ferramentas apresentadas, invariavelmente, a producdo de animais GMs ainda
esbarra nas baixas taxas de sucesso da producédo de embrides GMs e dos animais
em si (Melo et al., 2007). Além disso, a implementacgao de tais técnicas exige um alto
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custo inicial e operacional e grande habilidade técnica (Melo et al., 2007), como por
exemplo no processo de purificagdo das proteinas, o que reduz a aparente vantagem

de produgdo em animais transgénicos. (Houdebine, 2018).

2.3 Técnicas de produgao de animais geneticamente modificados
2.3.1 Microinjegao de construtos de DNA

A microinjecdo € uma técnica que foi primeiramente desenvolvida para isolar
células bacterianas em 1902 pelo bacteriologista Dr. Marshall Barber, o qual aspirou
células bacterianas e as injetou em varias células vegetais e protozoarios para estudar
os efeitos de microogranismos implantados na viabilidade dos organismos infectados
(Xu, 2019).

A partir do estabelecimento da técnica, a mesma foi, ao longo do tempo, sendo
utilizada para diversos tipos de aplicagdes biotecnoldgicas, como, inje¢ao de proteina,
RNA e com o desenvolvimento do DNA recombinante, também o DNA. (Xu, 2019).

A utilizacao da técnica para producao de animais transgénicos foi inicialmente
demonstrada através da microinjec¢ao direta de contrutos de DNA dentro do pré-nucleo
de um odcito fertilizado (Gordon et al., 1980).

O desenvolvimento da técnica envolve um processo na qual construtos de
material genético de interesse, da mesma espécie ou nao, deve ser transportado do
meio extracelular até dentro do nucleo para que a informagao possa se integrar com
o genoma do organismo em questdo (Cherenek, 2017). Esses construtos geralmente
sdo baseados na utilizagao de plasmideos, na qual um gene ou um cDNA de interesse
sdo colocados sob controle de um gene heterdlogo promotor, que sera responsavel
pela expressao do transgene.

A insercdo do material no genoma de interesse ocorre de maneira nao
direcionada, ou seja, aleatdria. Isso pode acarretar em algumas situagdes que o gene
seja inserido em um local em que nao sera expresso ou entdo pode vir a alterar
algumas vias fisiologicas do animal (Kumar e Ratwan, 2016).

A partir da microinjegao, o desenvolvimento do embrido é realizada in vitro até
a fase de blastocisto, na qual os embrides sao selecionados e transferidos para um
animal receptor que dara origem a um possivel animal geneticamente modificado

(Cherenek, 2017). Esse animal entdo é considerado um hemizigoto, visto que o DNA
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exdgeno estara presente em apenas um dos cromossomos, ndao havendo um alelo
correspondente no cromossomo homaologo.

Dentro desse contexto, pode-se apontar dentre as vantagens da microinjecéo
pro-nuclear a possibilidade de aplicar a técnica a uma vasta quantidade de espécies,
como camundongos (Pu et al., 2019), coelhos (Cherenek, 2017) e vacas (Yum et al.,
2016), de modo que genes exdgenos possam ser expressos de maneira eficiente.
Além disso, a mesma € menos custosa quado comparada a outras técnicas para este
mesmo fim e ndo possui um limite ao certo em relagado ao tamanho do inserto de DNA
a ser utilizado na técnica, porém sabe-se que fragmentos maiores integram em menor
quantidade de cépias (Kumar e Ratwan, 2016).

Apesar disso, dentre as limitagdes da técnica pode-se citar o seu emprego
limitado apenas a fase inicial embrionaria, envolvendo excessiva manipulagdo das
estruturas e um visivel aumento no volume do pré-nucleo (Cherenek, 2017). Além das
influéncias negativas que o construto génico possa vir a desenvolver tanto no
desenvolvimento embrionario quanto nos parametros fisiolégicos do animal,
dependendo do local de integragdo, que ocorre de maneira aleatoéria. Em relagao a
insercdo, a mesma pode ser situada em um local que n&o permita sua expressao
génica, assim como pode ser integrada a diversas regides do genoma o que resulta
em padrdes variaveis de expressao (Kumar e Ratwan, 2016).

A técnica de microinjecao pré-nuclear € uma técnica amplamente aceita no
meio cientifico, favorecida pela sua simplicidade de transferir conteiudos de
micromoléculas para macromoléculas. Pode haver algumas variagbes relativas a
instrumentacado utilizada e manipulagdo, mas ainda com taxas satisfatérias de
sucesso. Desde a sua criagao a técnica colaborou na evolugédo de varios estudos e
abordagens, como de transgenia, expressdo génica e clonagem animal. As
perspectivas futuras demonstram a maior associagado de outras abordagens com a
microinje¢cao, como por exemplo, associadas ao sistema edicdo génica guiada por
RNA, e o desenvolvimento de nanomanipuladores operados por inteligéncia artificial
(Xu, 2019).

2.3.2 Transferéncia de genes mediada por células tronco embrionarias
Esse procedimento teve inicio em torno de 1981, quando foram isoladas com

sucesso células tronco embrionarias a partir de blastocistos murinos (Evans e
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Kaufmann, 1981; Martin, 1981). A partir deste feito, a técnica de microinjecéo foi
utilizada para inserir sequéncias de interesse de DNA no genoma das células tronco
através de recombinacdo homologa. E com a reinsergcdo dessas células nos
blastocistos, foi possivel obter o desenvolvimento de embrides quimeras (Du et al.,
2019).

O animal quimera é caracterizado por possuir em seu corpo duas linhagens de
células geneticamente distintas entre si (Levine e Grabel, 2017). A partir desses
animais quimeras da geragao F1, ocorrem cruzamentos direcionados para que haja a
formagado de um animal transgénico, ou seja, a modificagao genética estara presente
em todo o genoma do animal (Mehta e Sharma., 2017).

A técnica possui maior impacto no estudo de controle génico em processos de
desenvolvimento, pois através da recombinagcdo homodloga € possivel direcionar a
analise para um gene especifico, também chamado de gene targeting (Kumar e
Ratwan, 2016). Essa analise pode ser avaliada por duas metodologias: o gene
knockout, que consiste em tornar um locus especifico ndo funcional através da
insercao de uma sequéncia de DNA irrelevante, ou da delecdo de uma sequéncia, de
modo que impegam a expressao do locus especifico. E o gene knockin, que envolve
a substituicdo de uma sequéncia de DNA ou adicdo de uma sequéncia que nao
constitui o locus em questao (Doyle, 2012).

Portanto, entre as vantagens encontradas na utilizagdo de células tronco
embrionarias encontra-se a possibilidade de selecdo apenas das células em que
houve a integragéo correta do transgene, através do uso de marcadores, garantindo
assim a producao de um embrido com o transgene de interesse. O que demonstra
uma vantagem em relacdo ao método de injegao pro-nuclear visto que nessa técnica
a integracdo do transgene apenas poderia ser constatada no animal transgénico
(Mehta e Sharma, 2017).

Além disso, as células tronco embrionarias demonstram uma maior eficiéncia
no processo de recombinacdo homaologa quando comparadas ao restante das células,
o que facilita a sua aplicagado no processo (Kumar e Ratwan, 2016).

Ademais, a recombinagdo homaologa permite a integragao precisa do transgene
em um local especifico (Wakchaure et al., 2015), o que difere da integragdo em local
aleatdrio enfrentada pela injecao pro-nuclear, sendo possivel assim, a formacao de
animais knockouts, importantes para o entendimento de fungéo génica



23

Em contrapartida, a metodologia de células tronco embrionarias com fins de
transgenia apresenta a limitacdo de ser aplicada principalmente em camundongos,
devido ao fato de ser dificil o isolamento e manutengao das células, no caso de
animais domeésticos de grande porte, e também o maior intervalo de geragéo e o alto
custo para manter animais quimeras € considerado um obstaculo para aplicagao da

técnica com esses animais (Mehta e Sharma, 2017).

2.3.3 Transferéncia nuclear de célula doadora de nucleo

A técnica teve seu grande destaque em animais domésticos com o trabalho de
Wilmut et al. (1997) com o nascimento da ovelha Dolly, primeiro animal clonado a
partir de células da glandula mamaria de um animal adulto. Esse resultado permitiu
entdo a abertura de novas possibilidades atrativas para a transgenia animal (Collares
et al., 2005).

Para o desenvolvimento da técnica € necessario a principio a coleta de células
somaticas do animal que sera clonado. As células de escolha podem variar entre
diversos tecidos e de animais de idade variavel (Mishra et al., 2018). A partir disso, as
células podem ser cultivadas e selecionadas in vitro de acordo com a presenca da
manipulagédo genética desejada e, desse modo, garantir que o transgene de interesse
esteja presente e seja transmitido no animal gerado (Bressan et al., 2013).

Outro ponto da técnica inclui a utilizacdo de um odcito parado em metafase Il,
visto que os componentes criticos necessarios para inicio e direcionamento do
desenvolvimento embrionario inicial estdo presentes nessa estrutura. Com isso entao
€ realizado a etapa de enucleagao que consiste da retirada do material genético desse
odcito (Edwards et al, 2003).

A etapa seguinte a enucleagado, conhecida como reconstrugdo, envolve a
insercdo da célula doadora de nucleo no espaco perivitelinico, de modo que a
membrana da célula esteja em contato com a membrana do citoplasma (Mishra et al.,
2018). Esse complexo entdo tem por objetivo a formagado de um embrido de uma
célula, processo que muitas vezes € obtido através da administracdo de pulsos
elétricos para permitir a fusdo das membranas. Em alguns casos, esse pulso elétrico
também ja é suficiente para ativar o inicio do desenvolvimento embrionario, enquanto
em outros, € necessario a adi¢gao de outros compostos quimicos para estimular o inicio

do desenvolvimento (Edwards et al.,, 2003). Apods cultivo desses embrides
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reconstruidos, os mesmos sao transferidos para uma fémea receptora, que sera
responsavel pela gestacdo desses animais até o nascimento.

Apesar da técnica apresentar uma baixa eficiéncia na producao de animais, a
maioria dos animais produzidos s&o transgénicos, evitando a ocorréncia de
mosaicismo, o que faz dessa tecnologia muito mais eficiente que a injegéo pro-nuclear
(Bressan et al., 2013). Portanto, a associagao de técnicas de modificacdo genética
com a de transferéncia de célula doadora de nucleo permitiu um aumento na produgao
de animais geneticamente modificados, e esta associagdo ja garantiu o
desenvolvimento de animais biorreatores para produgao de proteinas recombinantes
(Baguisi et al., 1999; Monzani et al., 2013) e para animais resistentes a doengas, como
por exemplo, nascimento de bovinos resistentes a encefalopatia espongiforme bovina
(Wongsrikeao et al., 2011).

2.3.4 Edicao génica associada a endonucleases

Essa tecnologia foi inicialmente desenvolvida em estudos que demonstravam
que sitios de reconhecimento de meganucleases poderiam ser utilizados para induzir
quebras em dupla fita (DSB) em locais especificos e assim serem utilizados para
controlar a recombinagao (Wright et al., 2014). Apds isso, novas técnicas também
foram desenvolvidas, utilizando nucleases direcionadas por proteinas sitio-
especificas de forma a permitir a edicdo génica.

Entre as primeiras metodologias desenvolvidas pode-se citar o
estabelecimento da zinc finger nuclease (ZFN). Uma molécula simples de zinc finger
€ capaz de reconhecer trés bases consecutivas de DNA e pode ter uma interagao
cruzada com uma quarta base. A molécula hibrida é elaborada a partir de arranjos de
zinc finger que podem reconhecer até dezoito bases consecutivas e junto a isso ocorre
a associagdo com a nuclease Fokl (Wright et al., 2014), o que permite certa
especificidade na indugao e quebra da dupla fita de DNA.

A partir da quebra em dupla fita, o sistema de reparacao celular pode gerar uma
unido nao homologa que gera insergdes ou delegdes curtas ou uma recombinagao
homoldéga quando ha uma fita homadloga disponivel (Remy et al., 2010).

Através da aplicacdo da ZFN foi possivel induzir a delegdo de sequéncias no

gene da miostatina em fibroblastos e embrides suinos (Huang et al., 2014) e em
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fibroblastos bovinos para clonagem (Luo et al., 2014), porém, nado foi avaliada a
viabilidade ao nascimento.

Apesar do sucesso, a técnica enfrenta problemas de implementagao, devido a
desafios com a toxicidade, edi¢ao off-target (fora do alvo), escolha limitada de alvos e
dificuldades no design da nuclease, o que fez com que essa técnica fosse substituida
por outras (Wright et al., 2014).

Posterior ao desenvolvimento das ZFN, outra possibilidade de edi¢ado génica
foi elaborada, conhecida como TALEN (transcription activator-like effector nucleases).
Esse sistema foi originado da familia do tipo Il de proteinas efetoras da espécie
Xanthomonas spp., um grupo de patdégenos vegetais bacterianos gram-negativos
(Wright et al., 2014). A molécula possui um dominio de ligacdo a endonuclease Fokl,
que é ativa apenas como dimero, portanto pares de TALENs devem ser desenhados
para posicionar o dominio da nuclease Fokl no local alvo de edigdo génica onde entao
ocorre a quebra em dupla fita, isso garante, portanto, a maior especificidade dessa
técnica (Boettcher e McManus, 2015).

Essa técnica tem se demonstrado como uma ferramenta promissora na
utilizacdo em terapia génica, e de fato, ja foram reportados alguns trabalhos
demonstrando o seu potencial uso na terapia de algumas doengas hematopoiéticas
(Quintana-bustamante et al., 2019). Além disso, a técnica também se demonstrou
eficiente na produgdo de embrides caprinos knockout para o gene da miostatina
(MSTN), responsavel por regular negativamente a proliferacéo e diferenciacdo da
célula muscular esquelética (Zhang et al., 2018). E também para a producéo de suinos
geneticamente modificados no locus B2m através da injecdo de mRNA das TALENS.
Esses animais contendo as modificagdes produziram entao suinos com produgao nula
da proteina B2M e, com isso, ndo possuiam o complexo principal de
histocompatibilidade | (MHCI) na superficie celular dos seus linfocitos. Esses animais
deficientes de MHC1, portanto, podem ser utilizados como doadores para investigar
os efeitos de xenotransplantes e também apresentar um modelo nao-roedor para
analisar a regulacéo dos receptores de MHCI (Wang et al., 2016).

Outra possibilidade de edi¢ao génica também foi desenvolvida com o sistema
Crispr (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) - Cas9 que
consiste de um complexo formado pelo Crispr-RNA (crRNA) de ativagdo em trans

(tracrRNA), que se liga a nucleasse Cas9 e o crRNA, que define a sequéncia alvo
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especifica, através do pareamento de bases. O complexo crRNA-tracrRNA ¢ definido
como o RNA guia (gRNA), que alternativamente pode também ser produzido in vitro
como uma molécula simples de RNA (sgRNA). A interagao gerada entre o RNA guia
e a sequéncia génica complementar ativa o recrutamento da Cas9 no local especifico,
levando assim a quebra em dupla fita como nos sistemas anteriores (Klimke et al.,
2019).

O sistema Crispr-Cas9 demonstrou aplicabilidade a uma grande variedade de
animais, desde metazoarios até primatas, e a eficiéncia e simplicidade do sistema
diminuiu o tempo utilizado e o custo o que permitiu uma maior abertura para as
modifica¢des genéticas em animais. Entre algumas aplicagdes pode-se citar a entrega
do sistema Crispr-Cas9 em modelos de camundongos que possuiam a distrofia
muscular de Duchenne e através dessa modificacdo genética foi possivel
reestabelecer a expressao correta de distrofina e parcialmente recuperar a
funcionalidade dos musculos afetados (Tabebordbar et al., 2015).

Portanto, ambos os sistemas de edicdo génica TALENs e o Crispr-Cas9
demonstram grande potencial em relagao a sua eficacia na modificagdo genética,
entretanto um estudo constatou que a produgao de embrides na fase de oito células
teve maior taxa quando usado o sistema de TALENs, mas por sua vez o sistema
Crispr-Cas9 apresentou melhor taxa de edi¢do. Ja quando avaliado quanto as edi¢des
fora do alvo (off-target), o sistema TALENs teve melhor performance que a Crispr-
Cas9, o que pode ser justificado pela necessidade do duplo reconhecimento de

sequéncias para dimerizacéo da nuclease (Zhang et al., 2018).

2.3.5 Transferéncia génica mediada por espermatozoides

A técnica é baseada na capacidade dos espermatozoides de se associar e
internalizar DNA exdgeno e transferir ao odcitos durante a fertilizagdo (Kumar et al.,
2017). A utilizagao da transferéncia génica mediada por espermatozoides (SMGT) é
considerada uma ferramenta biotecnolégica simples, rapida e econémica para a
producdo de embrides geneticamente modificados. Entretanto, a eficiéncia dessa
técnica permanece baixa devido a baixa associagdo do DNA exdgeno com o
espermatozoide (Sanchez-Villalba et al., 2018).

A aplicagdao da SMGT foi primeiramente demonstrada com a producédo de
camundongos transgénicos através do trabalho de Lavitrano et al. (1989), e desde
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entdo, a técnica tem sido relatada com aplicagcdo em diversas espécies, como
caprinos (Kumar Pramod et al., 2015), suinos (Bacci et al., 2009), camundongos
(Wang et al., 2017) e bovinos (Arias et al., 2016), o que sugere que 0 mecanismo
fisiologico de captagdo desse material exdgeno seja conservado dentre as espécies
(Cavalcanti et al., 2016).

A interagdo dos espermatozoides com o DNA é mediada através de proteinas
ligantes ao DNA (DBP), que estdo presentes na superficie celular. A formagao do
complexo DNA exdgeno/DBP é dependente da expressao de MHC classe Il que
sinaliza para a internalizagdo do complexo mediada por CD4 (Lavitrano et al., 2020).

Diversas metodologias foram desenvolvidas de modo a melhorar a eficiéncia
da SMGT, como associar a utilizacdo de eletroporagcdo, como feito no estudo de
Cavalcanti et al., (2016), entretanto nao houve diferenca significativa entre o
tratamento da eletroporagdo e o de incubacdo com DNA em relacdo a taxa de
blastocistos. J& no estudo realizado por Simdes et al., (2012) foi avaliado o
desempenho da técnica com a associacao de lipofecgdo, entretanto o tratamento néo
apresentou diferenga em relacéo as taxas de clivagem, blastocisto e de embrides
geneticamente modificados. Além disso, existem relatos de outras técnicas que
também ja foram associadas, como a inser¢cdo mediada por enzima de restricao
(REMI), utilizacdo da enzima recombinase A e a utilizacdo de uma proteina de ligagao
para a transferéncia génica (Arias et al., 2016).

A partir do estudo realizado por Zhang et al., (2012) foi demonstrado a afinidade
de VLs por espermatozoides suinos, confirmando essa interagdo através de
microscopia eletrbnica apos incubacgao das particulas virais com espermatozoides.
Deste modo, passou a ser avaliada a capacidade dos espermatozdides de carrear os

VLs e, deste modo, mediar a producéo de embrides geneticamente modificados.

2.3.6 Transferéncia génica mediada por retrovirus

Uma década apds identificagdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
como sendo o causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), estudos
demonstraram o potencial dos lentivirus de serem otimizados para utilizagdo na
terapia génica. Estudos foram realizados em relagdo a possibilidade de utilizar os
lentivirus para infectar células especificas e quanto a funcdo desenvolvida pelas

proteinas do HIV durante a infecgdo e replicagdo, principalmente na dinamica
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estabelecida para importar o pro-virus para o nucleo da célula hospedeira (Naldini et
al., 2016).

A partir disso, foram entdo desenvolvidos dois sistemas de vetores retrovirais:
o y-vetor retroviral, derivado do virus da leucemia murina (MLV) e os vetores lentivirais
(VL), derivados principalmente do virus do HIV. Entretanto, o sistema de lentivirus
apresenta algumas vantagens, como a possibilidade de transduzir células em de
parada mitética, como neurdnios, o padrao de inser¢ado apresenta menor risco de
desenvolver mutagdes e eles podem ser concentrados gerando uma maior titulagao,
devido a estabilidade da glicoproteina do virus da estomatite vesicular (Merten et al.,
2016).

Os lentivirus pertencem a familia Retroviridae e sao caracterizados pela
presenca de um genoma RNA que é convertido em DNA na célula transduzida a partir
de uma enzima chamada, transcriptase reversa. Esses virus possuem trés genes
basicos para manutengéo de sua sobrevivéncia e atividade, sendo eles, os genes gag,
pol e env. O gene gag codifica as proteinas estruturais, o pol codifica as enzimas
necessarias para transcricao reversa e integragao no genoma da célula hospedeira,
enquanto env é responsavel pela produgédo relacionada as glicoproteinas virais
presentes no envelope (Milone e O’Doherty, 2018).

A primeira geracdo de vetores produzidos era composta por uma parte
significante do genoma HIV, com os genes pol e gag e outros genes acessorios. Ao
envelope viral foi adicionada a proteina do virus da estomatite vesicular (VSV-G) o
que garantiu a infecgdo do virus em maior quantidade de células. Em seguida, houve
o desenvolvimento de uma segunda geracgao de vetores, considerados mais seguros,
devido a retirada de genes acessorios, vif, vpr e nef, relacionados a sobrevivéncia do
virus, mas isso nao impedia a transferéncia do material genético para a célula
hospedeira. Ja na terceira geragdo desenvolvida, o genoma viral foi separado em
quatro plasmideos, o que diminuia a chance de recombinac&o para produgao de um
virus competente. Um deles composto pelos genes gag e pol, outro expressando o
gene rev, importante para a replicagao viral, outro carreando o gene env e um ultimo
plasmideo constituido pelo cassete de expressdo do transgene, associado a um
promotor heterdlogo (Merten et al., 2016; Milone e O’'Doherty, 2018).

Além disso, esses vetores de terceira geracdo também tiveram a regido
promotora (U3) da regiao 3’ LTR removida e com isso a propriedade SIN (Self
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Inactivating) também foi adicionada, o que aumentou a seguranga para utilizagao,
visto que diminuiu o risco de recombinagao para formacao de lentivirus com replicagao
competente e também diminuiu a interferéncia do promotor (Naldini et al., 2016).

Os vetores lentivirais tornaram-se atrativos pela possibilidade de aplicagao
clinica, devido a sua capacidade de transduzir de maneira eficiente células nao
proliferativas ou que se proliferam lentamente (Milone e O’Doherty, 2018), através de
um sistema considerado simples (Kumar e Ratwan, 2016). Além disso, esses vetores
sao capazes de realizar a integragao estavel do seu material genético, permitindo a
expressao constante do transgene ou realizacdo de knockdown de genes de interesse
(De Bruyns et al., 2016). A propagacao do transgene para as geragdes subsequentes
por longo periodo e com uma expressao constante ja foi observado no trabalho de
Chandrashekran et al. (2014) em que foi demonstrada a expressao da proteina GFP
em uma gama de tecidos murinos por até trés geragdes. Também foi demonstrado a
possibilidade de se trabalhar com sequencias em torno de até 12 a 15kb (Zheng et
al.,, 2018). Em contrapartida, algumas desvantagens desse sistema incluem a
restricdo em relagao ao local inespecifico de inser¢cao do transgene, o que pode vir a
causar efeitos indesejados, como ativacao de protooncogenes (Zheng et al., 2018).

Vetores virais ja sao amplamente utilizados para produzir proteinas
recombinantes humanas em células mamiferas em cultivo, como as Chinese Hamster
Ovary (CHO) cells (Bandaranayake e Almo, 2013).

Nos ultimos anos, houve substancial desenvolvimento de tecnologias
relacionadas a transgenia com vetores lentivirais, entretanto, a produg¢do dos VLs e
sua aplicagao para obtencao dos organismos GMs (OGMs) ainda possui dificuldades
inerentes ao estabelecimento de um protocolo otimizado para produgdo dos VLs;
exigéncia de conhecimento amplo de técnicas de biologia molecular; e baixa eficiéncia
da producdo de organismos efetivamente modificados (Matrai et al., 2010; Persons,
2010).

Atualmente, a produgcdo de animais geneticamente modificados (AGMSs)
empregando VLs é feita invariavelmente por dois métodos: injecdo no espacgo
perivitelinico dos VLs no zigoto em fase de pré-nucleo ou no odcito apds a maturagao,
a partir dos quais ja foram gerados bovinos expressando o gene da proteina verde
fluorescente (Hofman et al., 2004; Otero et al., 2018); infecgcdo em células para

posterior utilizagdo como doadoras de nucleo para a clonagem animal.
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De maneira a contornar as dificuldades relacionadas a producédo de animais
GMs, passou a ser estudado, a partir do trabalho de Zhang et al., (2012), a capacidade
dos espermatozoides carrearem VLs de modo a mediar a produgao de embrides GMs.
Dentro desse contexto, o0 mesmo grupo promoveu a otimizagdo do protocolo e
corroboraram com os achados anteriores, produzindo evidéncia da producao de
animais GMs a partir dessa técnica via inseminacao artificial (Cai et al., 2012). Os
autores relataram encontrar, por quantificagdo com qPCR, uma média de 62+3
particulas virais por 100 espermatozoides, sendo a adesdo desses virus ao
espermatozoide confirmada por microscopia eletrénica. O transgene empacotado no
virus utilizado nesse estudo foi encontrado em 10,17% dos animais produzidos por
inseminacao (Zhang et al., 2012). Em estudo mais recente, verificou-se que
espermatozoides de camundongos incubados por 3h com VLs em uma concentragao
de 108 particulas virais/mL também poderiam gerar animais geneticamente
modificados via fecundacgao in vitro, alcangando uma proporgao de 42% dos nascidos
(Chandrashekran et al., 2014).

A partir dos estudos iniciais com espermatozoides como carreadores dos vetores
lentivirais em suinos e camundongos, evidencia-se a possibilidade de uso também em
bovinos via fecundacéo in vitro. Entre as vantagens, ha o fato de que bovinos séo
capazes de produzir grande quantidade de leite por onde podem ser extraidas as
PRHSs, o que demandaria poucos animais para atender as demandas comerciais, visto
gque uma vaca tem a capacidade de secretar 8000 litros de leite por ano, o que
potencialmente corresponderia a uma producao de 40 kilos de proteinas de interesse
farmacéutico por ano (Houdebine, 2018). Em estimativa de producéo, verificou-se que
trés vacas seriam suficiente para atender o mercado norte-americano de antitrombina
lll, j& com cabras seriam necessarias 35 (Wall et al., 1997), o que facilitaria 0 manejo
e adogédo de medidas de biosseguranga com os animais em menor numero; além
disso, a fecundagao in vitro permite a produgao dos embrides em laboratério e a
analise da modificacdo génica antes de transferir para receptoras no campo,
contribuindo ndo apenas na reducgao de custos e garantindo somente o nascimento
de animais com a modificagdo génica desejada, como também contribuindo para a
biosseguranga pelo maior controle de todo o processo em laboratério do que na

inseminacgao artificial no campo. Contudo, ainda ndo ha estudos que comprovem a
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capacidade de se gerar embrides bovinos geneticamente modificados por fecundagéo

in vitro com espermatozoides carreando vetores lentivirais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho dos vetores de expressao com o gene fator de coagulagdao humano
IX

Os vetores de expressao contendo o gene de interesse, fator IX de coagulagao
humano (GenelD 2158) dispostos na Figura 1, foram previamente desenhados com a
ferramenta Vector Builder (Vectorbuilder.com). Foram construidos dois plasmideos
(Figura 2 e 3) sobre o molde inicial do vetor de expressao pLenti-6.3, sendo um dos
vetores produzido com o cDNA do gene de interesse regulado pelo promotor da beta-
caseina bovina e o outro com o promotor da beta-caseina caprina. Os construtos de

DNA foram sintetizados pela GeneOne Life Sciences.

pLWE2-FIX

5LTR | |RRE WPRE LTR Y

B-caseina
cabra

pLenti 6.3-FIX

B-caseina
bovino

Figura 1. Diagramas dos vetores lentivirais (pLWE2-FIX e
pLenti6.3-FIX) construidos sobre o molde inicial do vetor de
expressao pLenti-6.3p.
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Figura 2. Mapa do plasmideo recombinante pLWE2-FIX com o gene do fator IX de coagulagéo
sanguinea humana dirigido pelo promotor [3-caseina de cabra (software SnapGene Viwer 2.0.1).
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Figura 3. Mapa do plasmideo recombinante pLenti6.3-beta casein-FIX com o gene do fator IX de
coagulagdo sanguinea humana dirigido pelo promotor R-caseina bovina (software SnapGene Viwer
2.0.1).

3.2 Amplificagao, extragao e purificagao dos construtos de DNA

Os vetores de empacotamento, pRSV-Rev; pMDLG/pRRE; pMD2.G (Adgene,
EUA) foram clonados em Escherichia coli DH5-alfa. Os vetores de expressao
descritos anteriormente foram amplificados em Escherichia coli SBTL3. A cultura das
bactérias e extracdao dos plasmideos foi realizada conforme recomendacdes do
fabricante utilizando o Kit MaxiPrep (Qiagen). A identidade dos construtos de DNA foi
confirmada por ensaio de restricdo e corrida eletroforética em gel de agarose a 1%,

sendo os fragmentos de restricdo analisados conforme critérios resumidos na Tabela
1.
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Tabela 1. Tamanhos dos fragmentos de restricdo e enzimas utilizadas para caracterizagédo dos vetores

utilizados na producéao das particulas virais.

Construto Enzima Tamanhos dos Tamanho néo
fragmentos (pb) cortado (pb)
pRSV-Rev Pvull 1340 e 2840 4171
pMDLg/pRRE Apall 1246 e 7644 8895
pMD2.G Apall 1246 e 4576 5824
pLWE2-FIX Clal 1251 e 11458 12709
pLenti 6.3-FIX Apall 1246 e 8832 10078
pLGW-GFP BamHI 6963 e 595 7558

Pb: pares de base

3.3 Cultura de células para empacotamento

As células HEK 293 FT (ThermoFisher, EUA) foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Gibco); 2mmol/L de I-glutamina (Sigma-Aldrich, EUA); 100 U.I/mL
de penicilina (Sigma-Aldrich, EUA); e 100ug/mL de estreptomicina. As células foram
mantidas em incubadora Thermo Fisher com pressao parcial de CO2 de 5% e

temperatura de 37°C.

3.4 Co-transfeccao dos vetores virais

As células HEK 293 FT, previamente descritas, foram descongeladas e
expandidas até que houvesse um numero de células suficiente para plaquear 5x10°
células em cada um dos pogos em placa de 6 pogos. Para cada vetor de expressao,
pLGW-GFP; pLWE2-FIX; e pLenti 6.3-FIX, foi utilizada uma placa e a co-transfecgao
foi feita em triplicata. Para a co-transfec¢do, 4ug de cada um dos plasmideos foi
diluido em 465 microlitros (ul) de meio Opti-MEM (GIBCO, EUA) e, em seguida,
adicionados 30uL de FUGENEHD (Promega). Em seguida, o complexo DNA- Fugene
foi adicionado as células e permaneceram incubadas com ele por 48 horas. As
concentracdes e protocolo foram utilizados conforme orientagao do fabricante com
adaptacgdes seguindo o protocolo otimizado para producéo vetores lentivirais de Wang
(Wang.e Mcmanus, 2009).
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3.5 Concentracao das particulas virais

Apos 48 horas de incubacgao a 37°C e 5% de CO», o sobrenadante da cultura
de células utilizadas para o empacotamento dos vetores lentivirais foi coletado e
processado com o sistema de concentragao lentiviral Lenti-X Concentrator (Clontech,
EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante e, posteriormente, os concentrados

virais foram congelados em ultrafreezer Thermo-Fisher a -80°C.

3.6 Titulagao das particulas virais por qRT-PCR

Os RNA dos concentrados virais foram extraidos com o QIAmp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, EUA) de acordo com as especificacbes do fabricante, e realizada a
sintese do cDNA com o Superscript Il First-Strand (Invitrogen, EUA).

A titulagao dos vetores lentivirais produzidos foi feita a partir da reacgao de
polimerase em cadeia quantitativa em termociclador de tempo-real (7200, Applied
Biosystems). Para isso, foi utilizado 3ng de cDNA obtido na etapa anterior e o kit
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Os primers utilizados estao
dispostos na Tabela 2 e foram desenhados de forma que a temperatura de

anelamento fosse calculada para 62°C.

Tabela 2. Primers construidos para a quantificagdo das particulas virais.

Alvo génico nos vetores de Primers Tamanho de
expressao fragmento
(bp)
Fator de coagulagéo IX F: TTGCTCCTGTACT GAGGGATA 112
(PLWE2-FIX) R: ACGGGTGAGCTTA GAAGTTTG
Promotor da beta-caseina caprina F: TGAGTTGCGTCTGACTGTTATC 101
(PLWE2-FIX) R: GAAATGCAATCCACTCCAGTATTC
GFP F: CACATGAAGCAGC ACGACTT 214
(PLGW-GFP) R: AGTTCACCTTGAT GCCGTTC

F: Sequéncia direta; R: Sequéncia reversa

Foi estabelecida a curva padréo através de diluicdo seriada com o plasmideo
pLWE2, o qual foi relacionado com o numero de coépias do plasmideo em cada

diluicdo. A partir desse resultado, foi calculada a média da triplicata dos valores
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obtidos através da curva padrao, o que correspondeu ao numero de copias da amostra

de particula viral em cada mililitro de solugéo.

3.7 Producgao de células transduzidas

As particulas virais foram utilizadas para transdugdao de células HEK 293
(Human Embryonic Kidney cells), MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney cells),
originarias de rim de humano e bovino, respectivamente, e fibroblastos bovinos

crescidos em cultivo celular.

3.7.1 Transdugao com a particula viral pLWE2-FIX

As células do fibroblasto foram descongeladas e transduzidas com a particula
viral pLWEZ2-FIX testando dois valores de multiplicidade de infec¢cao (MOI), a fim de
estabelecer a quantidade adequada de particulas virais necessaria para estabelecer
uma transducao eficiente em relacdo ao numero de células presente. A MOI foi
calculada através da multiplicacdo do volume de solugao de virus pela titulagao viral
dividida pela quantidade de células no pogo (0,3 x 108 células). Foi escolhido para
teste os valores de MOI 5 e 10 referentes a adicdo de 71 e 142 pl, respectivamente,
de solugéo viral a uma concentragdo de 2,1 x 107 cépias por mililitro.

A transducao das células foi realizada apds troca do meio de cultivo completo
(10% Soro Fetal Bovino, 1% de glutamina, 1% Streptomicina/Penicilina, 88% DMEM)
por meio de cultivo com adigcdo das particulas virais durante 18 h. As células
transduzidas foram cultivadas em meio de cultivo completo por 48 h e submetidas a
selecdo com antibiotico de resisténcia, blasticidina (Santa Cruz Biotechnology),
presente na particula viral.

As células foram observadas em microscépio invertido (Axiovert 135 M- Carl
Zeiss) no D4 (inicio da selegao) e D9 (cinco dias ap6s inicio da selegéo) para avaliar

0 seu desenvolvimento.

3.7.2 Transducgao com a particula viral pLGW-eGFP

A transducao das células foi realizada apds troca do meio de cultivo completo
(DMEM, suplementado com 2mM L-glutamina, 1% de penicilina e 10% de soro fetal

bovino), por meio de cultivo com adigdo das particulas virais a uma concentracéo de
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2 x 107 particulas por mililitro durante 18h. As células transduzidas foram cultivadas
em meio de cultivo completo e observadas em microscopio de fluorescéncia (Axiovert
135 M- Carl Zeiss).

3.8 Delineamento experimental

O estudo foi dividido em dois experimentos. No experimento 1, lentivirus (LV)
foram incubados com odécitos maturados in vitro e espermatozoides durante a
fertilizacao in vitro (FIV) por 18h, de modo a estabelecer trés grupos: FIV-controle (FIV
sem incubacgao de lentivirus); FIV-FIX (FIV com LV pLWE2-FIX); FIV-GFP (FIV com
LV pLGW-GFP). No experimento 2, os lentivirus foram co-incubados com zigotos
presuntivos durante o cultivo in vitro (CIV) por 22h, estabelecendo assim trés grupos:
CIV-controle (CIV sem nenhum lentivirus); CIV-FIX (CIV com LV pLWE2-FIX) e CIV-
GFP (CIV com LV pLGW-GFP)

3.9 Producao de oé6citos maturados para fertilizagao in vitro

Foram utilizados od6citos (n=670) obtidos de ovarios de vacas e novilhas
abatidas em matadouro-frigorifico comercial com Servigo de Inspecgao federal (SIF).
Eles foram maturados in vitro por 22h em estufa incubadora com 5% CO2 em ar
usando meio de maturagcéo (TCM 199) enriquecido com 10% soro fetal bovino (ou
soro de vaca em cio) e 10 pyg/mL hormdnio foliculo estimulante (FSH). Ao final da
maturagao, os oocitos foram transferidos para o meio de fertilizagao in vitro de maneira

aleatoria.

3.10 Capacitacao dos espermatozoéides bovinos

Foram utilizadas palhetas de sémen comerciais congeladas. Apds
descongelamento das palhetas em banho-maria a 37°C por 30 seg, os
espermatozoides foram selecionados por gradiente de concentragdo usando Percoll
90% e 45% por 7 min de centrifugacdo a 8000 rpm. Os espermatozoides foram
avaliados quanto a motilidade (0-100%) e vigor (0-5) por microscopia 6ptica (Nikon
Eclipse E200) em aumento de 20 e 40x. Apdés a centrifugacdo, o pellet com

espermatozoides foi recuperado e suspenso em solugdo de fecundagao (FERT).
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Espermatozoides (2 x 108/mL) foram entéo transferidos para a gota dos odcitos para

ocorrer a fertilizagao in vitro.

3.11 Fertilizagao in vitro (FIV)

Odécitos maturados in vitro e os espermatozoides capacitados passaram pela
etapa de fertilizagao in vitro por 18h em incubadora a 38,5 °C em 5% CO2 em meio
Fert-TALP.

3.12 Cultivo embrionario in vitro (CIV)

Ap0s a fertilizagdo in vitro os zigotos presuntivos foram incubados a 38,5 °C em
20% Oz em ar. Foi realizado o feeding e avaliagdo da taxa de clivagem no dia 4 ap6s

inicio da fertilizacao in vitro e avaliagao da taxa de blastocistos nos dias 7 e 8.

3.13 Avaliacao da expressao de GFP em embrides bovinos fertilizados in vitro

Embrides cultivados in vitro foram visualizados em microscopia de epi-
fluorescencia em microscépio invertido para identificacao da fluorescéncia do GFP.

As avaliacdes foram realizadas nos dias 4 e 8 apds a fertilizagao in vitro.

3.14 Analise de PCR para deteccao do gene FIX e GFP em embrides

Os embrides e as células do cumulus presentes foram analisados quanto a
presenga do transgene FIX e GFP nos dias 4 e 8 de desenvolvimento (n = 20 por
tratamento) via PCR. Os embrides e células foram lavados em PBS e transferidos
para tubos de 0,6mL, onde permaneceram congelados até a sua utilizagdo. Para
digerir a membrana celular e ocorrer a liberagdo do DNAg, 10uL da solugdo de
extracdo de DNA (5X tampéao de PCR e 0,2 mg/ml, de proteinase K) foram adicionados
as amostras e incubados por 15 min a 56°C, e, em seguida, 10 min a 95°C para inativar
a proteinase K antes da realizacdo do PCR. A amplificacao foi realizada utilizando a
enzima Phusion Taqg DNA polimerase e os primers desenhados para os transgenes
descritos anteriormente na Tabela 2. As etapas de amplificacao foram: 98°C por 30
seg, seguido de 35 ciclos a 98°C por 5 segundos, 65°C por 10 segundos e a extenséo
final foi 72°C por 20 segundos. A presencga de fragmento amplificado foi confirmado

através de corrida eletroforética em gel de agarose a 2%. Amostras de plasmideo com
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o0 gene de expressdo foram utilizados como controle positivo da amplificacédo e a

amostras sem presenca do alvo foram utilizadas como controle negativo (NTC).

3.15 Analise estatistica

Dados de desenvolvimento embrionario (clivagem, blastocistos e expressao de

GFP) foram comparados por analise de Qui-quadrado, de acordo com a normalidade

dos dados.

4 RESULTADOS

4.1 Amplificagao, extragao e purificagao dos construtos de DNA

Na Figura 4 é possivel observar os fragmentos gerados que foram comparados

aos fragmentos esperados descritos anteriormente na Tabela 1.
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Figura 4. Corrida eletroforética em gel de agarose a 1% dos fragmentos de restricdo utilizados para

caracterizagao dos vetores utilizados na produgdo das particulas virais.
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4.2 Titulagao das particulas virais por gqRT PCR
A curva de amplificacao feita através de uma diluigdo seriada com o plasmideo
pLGWE2 esta apresentada na Figura 5 e a curva padrao na Figura 6. O valor obtido

para o coeficiente R? foi de 0.998083 e para o coeficiente slope foide  -4.590497.

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001
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Figura 5. Curva de amplificacéo referente a diluigdo seriada do plasmideo pLWE2-FIX.
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Figura 6. Curva padréo referente ao plasmideo pLWE2-FIX.

A quantidade de cdpias obtidas foi de 2.10 x 10 copias/uL, o que corresponde

a 2.10 x 10° copias/mL.
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4.3 Producao de células HEK, MDBK e Fibroblastos transduzidos
4.3.1 Transdug¢ao com a particula viral pLWE2-FIX

Na primeira avaliagao apés retirada das particulas virais (D4), notou-se que as
células do tratamento com MOI 5 apresentou uma taxa de proliferagcao similar ao do
grupo controle, enquanto as células do tratamento com MOI 10 apresentou uma taxa
menor.

Entretanto, apds adigao do antibiético de selecdo ao meio de cultivo das células
foi observado no D9 que as células de ambos tratamentos haviam morrido, enquanto

as do controle apresentavam-se confluentes na placa (Figura 7).

Figura 7. Imagem de microscopio invertido com objetiva de 10x de fibroblastos apds sele¢cdo com
antibiotico. A: Dia 4 (D4) de fibroblastos controle; A2: Dia 9 (D9) de fibroblastos controle; B: D4 de
fibroblastos tratados com multiplicidade de infecgdo (MOI) de valor 5; B2: D9 de fibroblastos
tratados com MOI de valor 5; C: D4 de fibroblastos tratados com MOI de valor 10; C2: D9 de
fibroblastos tratados com MOI de valor 10.
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4.3.2 Transducdo com a particula viral pLGW-eGFP

Apos transducgéo de células HEK e MDBK com o vetor pLGW, foi detectada a
expressdo do GFP em ambos cultivos celulares (Figura 8). Entretanto, também n&o
foi possivel selecionar as células apds adigado do antibidtico blasticidina ao meio de

cultivo, pois todas as células morreram.

MDBK

HEK

Figura 8. Imagem de microscépio invertido com objetiva de 20x de células
transduzidas. 1A: Células MDBK sob luz fluorescente demonstrando expressao
do GFP em algumas células; 1B: Células MDBK sob luz clara demonstrando
morfologia das células; 2A: Células HEK sob luz fluorescente demonstrando
expressdao do GFP em algumas células; 2B: Células HEK sob luz clara
demonstrando morfologia das células.

4.4 Producgao in vitro de embrides

Os resultados referentes a taxa de producao in vitro dos embrides bovinos produzidos

foram resumidos de acordo com a Tabela 3 e 4.
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Tabela 3. Efeito de co-incubacdo de vetores lentivirais durante a fertilizagdo in vitro (FIV) no

desenvolvimento embrionario

Grupo N Clivagem (%) Blastocisto D7 (%) Blastocisto D8 (%)
FIV-Controle 111 58.56° 27.632 27.632
FIV-FIX 128 43.75° 5.33° 6.67°
FIV-GFP 132 51.512b 7.23° 6.02°

a b | etras diferentes entre as linhas demonstra diferenga (P<0.05). GFP: proteina verde
fluorescente; FIX: fator IX de coagulacdo humana; D7: dia 7 de desenvolvimento; D8: dia 8 de

desenvolvimento

Tabela 4. Efeito da co-incubagao de vetores lentivirais durante o cultivo in vitro (CIV) de

zigotos presuntivos no desenvolvimento embrionario.

Grupo N Clivagem (%) Blastocisto D7 (%) Blastocisto D8 (%)
CIV-Controle 65 63.08 20.83 29.17
CIV-FIX 122 60.66 22.54 25.35
CIV-GFP 111 54.95 17.91 17.91

Nao houve diferenca entre as linhas (P>0.05). GFP: proteina verde fluorescente; FIX: fator IX

de coagulacdo humana; D7: dia 7 de desenvolvimento; D8: dia 8 de desenvolvimento

4.4.1 Embrides produzidos para expressao do GFP

Foi possivel constatar, através da observacdo em microscopio invertido (Figura
9), nos dias 4 (D4) e 8 (D8) de desenvolvimento, a presenga da expressdo do
transgene GFP nas células do cumulus dos embrides clivados dos grupos submetidos

a co-incubagao com VLs.
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Luz clara Luz fluorescente Luz clara Luz fluorescente

Embrides

Células do cumulus

Dia 4 [ Dia 8

Figura 9. Imagens de embrides e células cumulus no quarto e no oitavo dia apds a fertilizagédo do grupo FIV-
GFP. Embribes clivados da fertilizagao in vitro com co-incubagdo com pLGW-GFP sob luz clara(A) e sob luz
fluorescente (B), sem expressédo de GFP. Células cumulus do mesmo grupo, sob iluminagéo clara (C) e sob
luz fluorescente (D), mostrando expressao de GFP. Blastocistos oriundos de fertilizag&o in vitro (FIV) com
co-incubagdo com pLGW-GFP sob luz clara (E) e sob luz fluorescente (F), ndo mostrando expressao de
GFP. Células cumulus do mesmo grupo, sob luz clara (G) e sob luz fluorescente (H), mostrando expressao
de GFP. Aumento de 40x

4.5 Analise de PCR para deteccao do gene GFP e FIX em embrides e células do
cumulus
Foi realizada a amplificagcao utilizando primers especificos para as regides do
GFP e FIX, e foi constatada a presenga dos transgenes em duas amostras de células
do cumulus do grupo CIV-GFP e CIV-FIX (Figura 10). Nao foi detectado os transgenes
em amostras de embrides clivados e blastocistos dos grupos FIV-GFP, FIV-FIX, CIV-
GFP e CIV-FIX.



45

GFP embrides clivados

T

FIV

Controle positivo: pLWE2

CIV-FIX embrides clivados
CIV-FIX células do cumulus

@2
o
o
g
=
I}
w
5}
2
By
=
g
5}
e
&
B
>
=
I

CIV-GFP embrides clivados
CIV-GFP células do cumulus

wn
=
3
g
3
o
o
°
w
3=
)
o
¥
™
9
>
=

Controle positivo: pLGW
Controle negativo: NTC
Controle negativo: NTC

200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Figura 10. Imagem de eletroforese em gel de agarose a 2% de fragmentos de PCR
amplificados para o alvo do transgene GFP (A) ou Fator IX (B) das amostras de embrides
e células do cumulus. FIV-GFP: fertilizacao in vitro com LV pLGW-GFP; CIV-GFP: cultivo
in vitro com LV pLGW-GFP; FIV-FIX: fertilizagdo in vitro com LV pLWE2-FIX; CIV-FIX:
cultivo in vitro com LV pLWE2- FIX; NTC: no template control.

5. DISCUSSAO

A demanda na producao de proteinas recombinantes humanas corresponde a
uma parcela importante no mercado farmacéutico, porém a producdo dessas
proteinas utilizando AGMs ainda apresenta como principal desafio o baixo indice na
geracao desses animais, muitas vezes devido a dificuldade na implementacao de
técnicas de transgenia e seu alto custo. Entretanto, espera-se um crescimento na
utilizacao de AGMs como biorreatores, visto que possuem potencial para producao de
grandes quantidades de proteinas recombinantes e, assim, implicando na diminuigéo
dos custos, tanto operacionais quanto do produto final. Na literatura, diversas técnicas
e padrdes de otimizagdo s&o discutidos com objetivo de aumentar a taxa de sucesso
na geragao desses animais, porém nao existem relatos de producgao in vitro (PI1V) de
embrides geneticamente modificados utilizando espermatozoéides bovinos como
carreadores de VLs.

A partir da produgao das particulas virais, foi realizada a transdugao de células
utilizando as particulas virais contendo o gene de expressao da proteina verde
fluorescente (GFP). Apesar de ter sido possivel confirmar visualmente a expressao do
GFP nas células (HEK e MDBK), o que indica a capacidade de infecgao das particulas
virais, nao foi possivel selecionar as células transduzidas que deveriam apresentar

resisténcia para o antibiético blasticidina. Resultado similar também foi encontrado
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com a transdugdo das particulas virais com o gene de expressao do fator IX de
coagulagao humana (FIX). Esse resultado difere de achados de outros trabalhos que
utilizaram vetores lentivirais para estabelecimento de linhagens celulares
(Mohammedian et al., 2019; Mao et al., 2015; Sarkis et al., 2006). Entretanto, também
ja foram relatadas dificuldades na expressdo do transgene de interesse devido ao
baixo numero de copias, padrao de metilagdo e modificacdo das histonas o que pode
levar ao silenciamento do transgene (Chen et al., 2015; Chanda et al., 2017).
Trabalhos anteriores demonstraram que VLs precisam ser microinjetados no
espaco perivitelinico ou co-incubados com embrides sem a presencga da zona pelucida
para serem efetivos (Pfeifer e Hofmann, 2009). Entretanto, estudos com
camundongos demonstraram que os VLs ao serem incubados com semen fresco
podem ser utilizados na fertilizacdo para produgdo de animais transgénicos
(Chandrashekran et al., 2014, Chandrashekran et al., 2016). E outro estudo
demonstrou que a associacédo de VLs com sémen fresco de suino também podia ser
aplicado na inseminacao artificial gerando leitdes transgénicos (Zhang et al., 2012).
Ambos estudos citados anteriormente utilizaram sémen fresco, enquanto, no
presente trabalho foi utilizado sémen congelado de touro selecionado. Experimentos
prévios realizados pela nossa equipe em que se fez a co-incubacdo dos
espermatozoides com as particulas virais em etapa anterior a FIV apresentaram
resultados insatisfatorios de motilidade e vigor. Essa ocorréncia pode ser justificada
devido a membrana do espermatozoide ser considerada um local primario de dano
em semen criopreservado, principalmente devido a perda de esterdis e deste modo
podendo prejudicar a viabilidade, motilidade, integridade do DNA, levar a alteragcbes
no acrossoma e mitocondria, e gerar estresse oxidativo nos espermatozoéides. (Papa
et al., 2015; Ushiyama et al., 2016; Gurler et al., 2016). Portanto, foi adotado a co-
incubacao das particulas virais com os espermatozoides durante a FIV, de modo a
favorecer as taxas de fertilizagao dos espermatozoides associados as particulas virais.
A partir da incubagao lentiviral dos trabalhos de Zhang et al. (2012) e
Chandrashekran et al. (2014) foram obtidos embrides fluorescentes, ou seja,
confirmando a expressao da proteina GFP, porém neste trabalho a expressao da
proteina GFP foi confirmada apenas nas células do cumulus dos embrides cultivados,

demonstrando a eficiéncia dos VLs na transducgao de células somaticas.
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Resultados da producéao in vitro de embrides demonstrou que as particulas
lentivirais reduziram a taxa de clivagem e de blastocistos, quando co-incubadas
durante a FIV. Entretanto, quando os VLs foram adicionados para co-incubacgéo
durante o cultivo in vifro com zigotos presuntivos n&o houve alteragdo no
desenvolvimento embrionario. Esses resultados sugerem que os VLs prejudicam a
competéncia do espermatozéide durante a FIV, e como consequéncia, comprometem
também a clivagem e o desenvolvimento embrionario em sequéncia.

O resultado também foi avaliado a partir da extracdo de DNA de células do
cumulus e embrides. Foram detectadas duas amostras positivas de células do
cumulus, uma para o gene GFP e outra para FIX. Ja em relagdo aos embrides, ndo
foi constatada a presenca de insertos, o que pode estar relacionado a ndo associagao
do espermatozoide com os VLs, ou a zona pelucida ter funcionado como uma barreira
para a entrada dos VLs. O experimento realizado com a co-incubacao dos VLs durante
o CIV confirmou que a zona pelucida funciona como uma barreira impedindo a entrada
dos VLs nos zigotos bovinos.

Esse achado diferiu do trabalho de Chandrashekran et al. (2014), que a partir
da FIV, os embrides apresentaram inser¢céo do transgene no genoma e transferéncia
estavel por até trés geracdes. Entretanto, Chandrashekran et al. (2014) produziram os
lentivirus com stem cell factor (SCF) em sua membrana, uma proteina com a
finalidade de se ligar ao receptor c-kit expresso na membrana dos espermatozoides
murinos. Assim, é possivel que para os lentivirus utilizados nesse trabalho fosse
necessaria uma avaliacdo da interacdo dos espermatozoides bovinos com os
lentivirus.

Assim, concluimos que no presente estudo a co-incubacgado de VLs durante a
FIV ou CIV falhou em realizar a entrega do transgene em embrides bovinos,
demonstrando que a zona pelucida funciona como uma barreira para a penetracao
dos VLs em zigotos. Além disso, foi constatado que a presencga de VLs durante a FIV
foi prejudicial ao desenvolvimento embrionario, afetando a taxa de clivagem e

blastocistos.
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