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RESUMO

ARROYO, Rafael José Otero, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
junho de 2012. Producao de embrides transgénicos bovinos por meio
de microinjecdo de vetores lentivirais ou transferéncia nuclear de
células soméaticas. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Coorientador:
Luiz Sérgio de Almeida Camargo.

A principal barreira para a produgdo de animais transgénicos continua
sendo a identificagdo de sistemas mais eficazes de transgenia, incluindo a
busca por mecanismos de regulagdo que otimizem a expressao do
transgene. Baseado no principio da existéncia de diferentes técnicas para
geragdo de animais transgénicos, o objetivo do presente trabalho foi
produzir embrides transgénicos bovinos por meio de microinje¢cdo de
vetores lentivirais ou transferéncia nuclear de células somaticas
geneticamente modificadas, cuja finalidade é a geracao e selegao precoce
de embrides bovinos transgénicos. O experimento foi realizado em duas
etapas. A etapa | consistiu no estabelecimento e producdo de um vetor
lentiviral contendo o gene que codifica a proteina GFP. Ja a etapa Il foi
constituida de trés experimentos. No experimento | foi realizada a
microinjegdo do vetor lentiviral no espago perivitelineo de ovocitos de
bovinos antes da fecundacdo (T4), obtendo uma taxa de blastocisto de
5,26%, a qual foi menor (P<0,05) quando comparada ao controle (T1)
(ovocitos com complexos cumulus-ovécito € sem micromanipulagao),
controle sem microinjecdo (T2) e controle microinjetados com meio Talp
(T3). Em todos os embrides microinjetados com o vetor lentiviral foi
detectada a expressdao do gene repérter nesse caso GFP (da sigla em
inglés Proteina Fluorescente Verde) No Experimento Il, foi avaliada a
microinjegdo do vetor lentiviral no espago perivitelineo de zigotos de
bovinos, seis horas pos-fecundacgéo. Os zigotos microinjetados com o vetor
lentiviral (T4) apresentaram taxas de blastocistos nos dias sete e oito de
cultivo in vitro 3,4 e 3,8%, respectivamente. Estes valores encontrados
foram inferiores (P<0,05) aos tratamentos controle (T1) (ovocitos com

complexos cumulus-ovéocito e sem micromanipulagdo), controle sem



microinjeg¢ao (T2) e controle microinjetado com meio Talp (T3). Foi possivel
evidenciar nos zigotos microinjetados a expressdao do gene GFP em
Blastocistos no dia sete (75%) e oito (77,7%). No experimento Il foi
avaliado o efeito da tricostatina A (TSA) sobre a producdo de embrides
bovinos transgénicos utilizando-se a transferéncia nuclear com células
somaticas modificadas geneticamente por meio de vetores lentivirais. Nao
houve diferenga (P>0,05) na taxa de blastocistos de embrides tratados com
tricostatina (T1) (18,1%) quando comparada com embrides n&o tratados
(T2) (6,8%). Quando a taxa foi calculada a partir de zigotos clivados, a
producao foi superior (P<0,05) para os embrides tratados com tricostatina.
Em ambos tratamentos, todos os blastocistos gerados expressaram o gene
GFP. Deste modo conclui-se que nas condicdes do presente estudo, a
microinjegdo do vetor lentiviral nos ovécitos e zigotos seis horas pos-
fecundacdo resultam comprometem as taxas de desenvolvimento
embrionario. Eventualmente, a eficacia de tal procedimento foi comprovada
uma vez que a microinjegdo de vetores lentivirais nos ovocitos e zigotos
resultou em uma alta expressao da proteina fluorescente verde GFP.
Adicionalmente, observou-se que a TSA melhorou o desenvolvimento de

embrides clones gerados de células geneticamente modificadas.



ABSTRACT

ARROYO, Otero Rafael José, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2012. Production of transgenic bovine embryos by microinjection of
lentiviral vectors or somatic cell nuclear transfer. Adviser: Eduardo
Paulino da Costa. Co-advisers: Luiz Sérgio de Almeida Camargo.

In these days, the main barriers for production of transgenic animals are the
identification of efficient systems of transgenic, such as different
mechanisms on finding gene expression. Based on the idea of searching for
different ways of developing transgenic animals, the objective of this
research was to produce transgenic bovine embryos using the lentiviral
vector of microinjection or nuclear transfers of genetically modified somatic
cells, which have the finality of developing and quickly selecting animals
from transgenic bovine embryos. This research was conducted in two
different stages. Stage | consisted on establishing and producing a lentiviral
vector which codified GFP protein. Stage |l consisted on conducting three
different experiments. On experiment |, a microinjection was developed on
the lentiviral vector in the perivitelline space of the bovine ovocites before
fecundation (T4), obtaining 5,26 percent of blastocites. When compared with
the controle (T1) (complex ovoocites with “cumulus-ovocites and without
manipulation) the percetage was lower (P< 0,05), control without
microinjection (T2), or a control with microinjections and Talp medium (T3).
On all the microinjected embryos with the lentiviral vectors, a gene
expression of GFP (Green Fluourocent Protein) was detected. On
experiment I, a microinjection of the lentiveral vector on the perivitelline
space of the of the bovine zygote was evaluated six hours after fecundation.
The microinjected zygotes with the lentiveral vector (T4), on in vitro cultivars,
blastocite rates day seven and day eight, 3,4% and 3,8% respectively. This
values were below (P<0,05) in comparison with the control (T1) (complex
ovoocites with “cumulus-ovocites and without manipulation), controle without
microinjection (T2), or a control with microinjections and Talp medium (T3).

It was possible to recognize the microinjected zygotes with the GFP gene on
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blastocites on day seven (75%) and day eight (77,7%). On experiment lll,
the triconstatitina A (TSA) was evaluated producing the transgenic bovine
embryos using a nuclear transfer with genetically modified somatic cells with
lentiveral vector. There was no difference (P> 0.05) in blastocyst rate of
embryos treated with trichostatin (T1) (18.1%) when compared with
untreated embryos (T2) (6.8%). When the rate was calculated from cleaved
zygotes, production was higher (P <0.05) for embryos treated with
trichostatin. In both treatments, all generated blastocysts expressed the GFP
gene. In this research the microinjection with the lentiviral vector on
ovocites and zygotes after six hours later pos-fecundation affected the rates
of embryo development. It was proved that the microinjection using the
lentiviral vectors on ovocites and zygotes cause a higher expression of
green fluorescent protein (GFP). Additionally, the TSA contributed with a

better development of cloned embryos on genetically modified cells.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento, aprimoramento e uso de biotécnicas aplicadas a
reproducdo animal sdo indispensaveis para o aumento da eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos. Neste contexto, algumas biotécnicas apresentam grande
disseminacdo comercial e importdncia econdmica, como a inseminacgao
artificial, a transferéncia, criopreservacdo e producdo in vitro de embrides.
Entretanto, a clonagem ainda inicia sua inser¢ao no mercado, enquanto que a
transgenia permanece mais restrita a centros de pesquisa (VISINTIN et al.,
2008).

Historicamente, o melhoramento genético tem sido um componente
importante para o progresso dos animais domésticos. O objetivo desta
ferramenta € aumentar a frequéncia dos genes de efeitos desejaveis, visando
otimizar a produgao dos animais de interesse para o homem. Embora essa
técnica seja bastante eficaz para melhorar as caracteristicas de interesse

produtivo, como leite e carne, o ganho entre as geragdes € lento.

Recentemente, os avangos na tecnologia do DNA recombinante tém
possibilitado a obtengcédo de resultados em uma unica geragdo, bem como na
geragao de novos genotipos, ao inserir, excluir ou modificar o genoma de uma
unica geragao (EYESTONE, 1999; MOURA et al., 2011). O trabalho pioneiro
conduzido por Gordon et al. (1980) demonstrou que o DNA do virus simio 40
(SV40) heterélogo ao ser microinjetado em pronucleos de zigotos murinos,
integrou-se aos cromossomos, sendo capaz de replicar e ser encontrado nos
tecidos da prole. A estes animais geneticamente modificados deu-se o nome
de transgénicos. Concomitantemente, outros laboratérios repetiram esta
técnica, sendo que a microinje¢cao em pro-nucleos foi adotada como método de
escolha para a geragcdo de camundongos transgénicos (PALMITER et al.,
1982). Desde entdo, substanciais progresso e conquistas estdo sendo obtidos

nas pesquisas com animais transgénicos (FAN et al., 2003).

Neste contexto, se insere uma das aplicacbes da tecnologia do DNA
recombinante, conhecida popularmente como engenharia genética. Ela

possibilita o isolamento de um gene de um dado organismo e sua transferéncia



para outro, transpondo barreiras de cruzamento entre os reinos vegetal, animal,
protista e fungi. O resultado € um individuo geneticamente igual ao utilizado
para receber a molécula de DNA recombinante. Contudo, este individuo
possuira uma nova caracteristica genética, proveniente da mesma espécie ou
de outra espécie (AZEVEDO et al., 2000). O termo transgenia é definido como
a introdugao, alteracéo ou inativacdo de uma sequéncia génica no genoma de
organismos pluricelulares, sendo estas mudangas capazes de serem

transmitidas a progénie do individuo resultante (RULICKE et al., 2007).

Os animais transgénicos podem ser utilizados para a producédo de
proteinas humanas recombinantes, xenotransplantes e estudos de doencas
genéticas humanas (KUES et al.,, 2011). No setor produtivo, esta técnica
atende a programas de melhoramento genético com rapida multiplicacédo de
animais com caracteristicas desejaveis (NEVES et al., 2010). As aplicagdes
praticas dos transgénicos na produgcao animal incluem a melhoria na produgao
e composicao do leite, aumento na taxa de crescimento, melhoria na
composicao de carcaca, aumento na resisténcia a doengas, no desempenho
reprodutivo e na prolificidade (WHEELER, 2007). Ainda segundo Houdebine
(2000), a trangenia tem sido uma ferramenta utilizada na producdo de
proteinas recombinantes no leite de espécies animais, como cabras, ovelhas,
porcas e vacas. Assim, essa ferramenta contribui para o uso de animais para a
producao de principios farmacoldgicos de alto valor no mercado internacional,
em larga escala e baixo custo (RUMPF e MELO, 2005).

Dentre as diferentes biotécnicas de manipulacéo, varios métodos podem
ser utilizados para geragédo de animais transgénicos. Estas podem ser através
da transferéncia de vetores virais ou de DNA mediada por espermatozoides ou
por transferéncia nuclear a partir de células somaticas transfectadas (TNCS)
(ROBL et al., 2007). Para esta ultima técnica, fibroblastos cultivados in vitro s&o
modificados geneticamente e posteriormente fusionados com ovdcitos
receptores enucleados (MCCREATH et al., 2000). No esforco de melhorar as
taxas de embrides transgénicos por TNCS, um estudo utilizou um agente
quimico inibidor da histona deacetilase chamado tricostatina (TSA) em

embrides recém-construidos (IWAMOTO et al., 2007). A acetilagao de histonas



do DNA estd associada ao relaxamento da estrutura da cromatina, tornando-a
mais permissiva a transcricdo e replicagdo, enquanto a deacetilacdo de
histonas tem efeito oposto. No entanto, a cromatina de ovocitos maturados e
zigotos possui baixo nivel de acetilagdo, a cromatina de embrides em estagios
de pré-implantacdo apresentam niveis de acetilacdo mais elevados
(SARMENTO et al., 2004). Este fato parece estar associado a um novo padréo
de expressao embrionaria, diferente daquele observado nos gametas. Dentre
as vantagens da TSA, pode-se destacar sua reduzida toxicidade e a
necessidade de baixas concentragbes para indugdo do efeito desejado
(JOHNSTONE, 2002).

Outra metodologia utilizada em transferéncia génica sao os vetores
retrovirais, devido principalmente a alta eficiéncia de transdug&o obtida com
estes vetores para introduzir genes exdégenos (ROMANO et al., 2000). Os
lentivirus fazem parte da familia dos retrovirus, mas diferem deles na maneira
pela qual infectam as células, sendo classificados como retrovirus complexos
(WHEELER, 2008). Estes virus possuem a habilidade de infectar células
quiescentes ou que estejam em fase de divisdo (BUKRINSKY et al., 1993 ;
NALDINI, 1998; MIYOSHI et al., 1999). Recentemente, o uso dos lentivirus
para introducdo do transgene tem se consolidado como um processo mais
eficiente. A transgénese lentiviral € considerada menos invasiva aos embrides,
e tecnicamente menos exigente. Além disso, vetores lentivirais podem infectar
uma grande variedade de células de vertebrados, tornando potencialmente util
para criar animais transgénicos em numerosas espécies, incluindo aves, gatos,
porcos e primatas ndo-humanos (PFEIFER, 2004). A transducédo lentiviral &
altamente estavel e ndo evidencia o efeito indesejado de silenciamento génico
(PFEIFER et al., 2002).

Durante os procedimentos de incorporagédo de genes no genoma celular,
algumas proteinas fluorescentes, como a GFP, também conhecida como eGFP
(enhanced Green Fluorescent Protein) tem sido amplamente utilizadas como
um gene reporter. Isto ocorre uma vez que podem ser identificadas apds

exposicao a luz ultravioleta, na expressao em células vivas (CHALFIE et al.,



1994; PRASHER, 1995), indicando os embrides transgénicos antes de serem

transferidos para uma receptora (SANCHEZ et al., 2011).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar métodos de
microinjecdo de um vetor lentiviral e de transferéncia nuclear de células
somaticas modificadas geneticamente com vetores lentivirais, visando a

geragéao e selegao precoce de embrides bovinos transgénicos.



2. - REVISAO DE LITERATURA

Os Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) ou transgénicos
sdo organismos vivos (plantas, animais ou bactérias) (CLARK, 2002) que por
acao do homem tenham sequéncias de DNA de outra espécie inserida no seu
genoma (RUMPF e MELO, 2005). O objetivo desta ferramenta é proporcionar
novas caracteristicas a produgdo animal ou vegetal, tornando-os mais
eficientes e competitivos (CLARK, 2002).

O gene a ser introduzido consiste basicamente de uma construgdo de
DNA contendo uma regidao de promotor e a regidao que codifica para a proteina
de interesse. Esta regido de DNA é normalmente chamada transgene e pode
ser de outro animal da mesma espécie ou de uma bactéria ou planta (FELMER,
2004). A insergao deste gene pode ser aleatéria, em qualquer parte do genoma
ou pode ser dirigida para um sitio especifico do genoma da célula, o que é
chamado de recombinagcdo homologa. O tipo de integracdo dependera da
necessidade de se dispor do transgene. A recombinagdo homologa € utilizada
quando se pretende bloquear um gene, enquanto que na insergao aleatéria, o

gene introduzido é expresso na célula (LUZARDO, 2010).

O DNA exogeno constitui-se numa macromolécula que n&o consegue
entrar facilmente na membrana celular é integrar-se no genoma celular. Por
isso, devem ser implementados métodos mecanicos ou fisico-quimicos para
permitir a incorporacdo de DNA do exogeno. Por outro lado, para ser
transgénico, um animal deve apresentar o DNA exdgeno em todas as suas
células, incluindo os gametas, para permitir a transmissdo a progénie. O DNA
exdgeno deve, portanto, estar presente em todas as células do embrido,
independente do método utilizado para a transferéncia génica (HOUDEBINE,
2005; COLLARES, 2007).



2.1 Métodos para Transferéncia de Gene

Existem varias técnicas para a produgcdo de animais transgénicos. A
escolha vai depender do tipo de integracdo genética pretendida e da
capacidade de cada laboratério (LUZARDO, 2010).

2.1.1 Microinjecao Pronuclear

Até recentemente, a microinjeccao de DNA recombinante no pronucleo
de um ovacito fertilizado permaneceu como método de escolha para gerar um
animal transgénico. Este método inicialmente foi desenvolvido em
camundongos e depois esta tecnologia foi logo aplicada a outros mamiferos
como, coelhos, suinos, ovinos e bovinos (HOUDEBINE, 2002). A microinjegcao
envolve a injegdo de varios milhares de copias de DNA em pronucleos de
zigotos. Contudo, este método apresenta problemas que incluem sua baixa
eficiéncia (KUES et al., 2004). Tal fato esta relacionado a baixa frequéncia de
integracdo do DNA, ocorrendo em 1 a 4% dos embrides injetados (WALL,
1996). Embora este procedimento seja utilizado, € ineficiente uma vez que a
microinjegdo é seguida por uma integracdo mal controlada de DNA, que
conduz a uma variagao de rendimento de animais transgénicos e imprevisivel
expressao dos transgenes (PURSEL et al., 1993; WALL, 1996; HOUDEBINE,
2002b).

2.1.2 Transferéncia Génica Mediada por Espermatozoides (SMGT)

Os meétodos baseados no uso de espermatozodides sido conhecidos
como espermatotransgénese ou SMGT (Sperm Mediated Gene Transfer)
(LAVITRANO et al.,, 1989; COLLARES et al.,, 2005). Este método € uma
poderosa ferramenta para a transgenia animal e a biotecnologia nas espécies
em que a reproducdo ocorre por gametas, principalmente naquelas em que as
técnicas convencionais apresentam baixa eficiéncia, como suinos e bovinos

(FEITOSA et al., 2005). Para esta técnica, a membrana dos espermatozodides &



permeabilizada e incubada com as moléculas de DNA, que contém o
transgene, de modo que a cabega do espermatozoide interage com o DNA e
atua como portador do transgene. A injecdo espermatica intra-citoplasmatica
(ICSI) no ovdcito maturo permite que o transgene seja incorporado no
genoma embriondario por meio do mecanismo de reparacdo do DNA
(MOISYADI et al., 2009).

Esse método apresentou eficiéncia em peixes, aves, camundongos,
coelhos e bovinos (COLLARES et al., 2007). A eficiéncia de SMGT parece
depender, em grande parte, das caracteristicas especificas do doador de
espermatozoide, mostrando uma grande variagdo entre espécies
(SPADAFORA, 2007). Outro entrave seria a resisténcia do ovadcito, razao pela
qual é indicada somente para espécies cujos ovoécitos sdo resistentes a
manipulacdo e a injecdo. (LACHAM-KAPLAN e TROUNSON, 1995).
Claramente, sdo necessarias mais investigagdes, ja que sua eficiéncia precisa
ser melhorada consideravelmente (KANG et al., 2001; WHEELER et al., 2008).

2.1.3 Vetores Retrovirais

Os virus também podem ser usados para carregar o DNA para dentro
das células. Os retrovirus sdo os mais adequados para uma transformacéao
estavel de células de mamifero, ja que o DNA viral é eficientemente integrado
no genoma hospedeiro e ndo provoca a lise celular (WATSON, 1992). O
sucesso em inserir DNA exdgeno de modo experimental sé foi possivel gracas
a estudos anteriores feitos por Jaenisch e Mintz (1974), que injetaram DNA do
virus SV40 em embrides de camundongo. Entretanto, esses camundongos
néo incorporaram o DNA de SV40 em suas células germinativas (ROBL et al.,
2007; PARK, 2007). Contudo, estudos posteriores alcangaram a incorporagéo
na linhagem germinativa, microinjetando virus da leucemia murina Moloney
(Mo-MLV) em embrides murinos, resultando na primeira linhagem de
camundongos transgénicos (JAENISCH, 1976; WHEELER et al., 2008).

No entanto, os experimentos iniciais usando vetores retrovirais em

embrides bovinos resultaram em um sucesso limitado, ja que foram utilizados



retrovirus simples ou protétipo. Neste contexto, ocorriam variagdes, uma vez
que estavam sujeitos a modificagcdes epigenéticas e sua expressao podia ser
silenciada durante a embriogénese (JAHNER e JAENISCH, 1985; CHAN et al.,
1998; WALL, 2002). Devido a isso, a transfeccdo na fase inicial de
desenvolvimento embrionario com vetores retrovirais resultou numa integragéao
retardada e ndo homogénea nos tecidos, fato que afetou significativamente a
eficiéncia do método (HASKELL e BOWEN, 1995). Estudos posteriores
demonstram que outro tipo de vetor retroviral, derivado a partir de lentivirus,
oferece outra forma de abordagem para o transporte de material genético.
Deste modo, estes vetores passaram a ser intensamente pesquisados para
essa finalidade (WANG et al., 2010). Estes tém se mostrado altamente eficazes
para introduzir genes exdgenos em ovocitos e zigotos (KUES et al., 2011).
Hofmann et al. (2004) conseguiram a geracdo de 100% de bezerros
transgénicos expressando eGFP por meio da microinje¢cdo de vetores
lentivirais nos ovodcitos bovinos. Porém, a técnica ndo foi bem sucedida com a

transfecgao lentiviral nos zigotos bovinos.

Os primeiros animais transgénicos gerados utilizando a tecnologia de
vetores lentivirais foram desenvolvidos por Lois et al. (2002). Trabalhando com
camundongos e ratos, estes autores mostraram que a injegdo de vetores
lentivirais derivados do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), no espago
perivitelino de ovdcitos fertilizados poderia aumentar significativamente a
eficiéncia de producao de animais transgénicos. Demonstraram, ainda, que o
transgene incorporado pelo vetor lentiviral foi transmitido para a prole (geragao
F1) através da linha germinal e sua expresséo foi detectada nesta geracao
(PFEIFER, 2004; HIRIPI et al., 2010). Similarmente, um estudo feito por Wang
et al. (2010), utilizando ratos transgénicos como modelo experimental,
provaram a integragao do eGFP lentiviral pelo menos durante sete geragdes de

transmissao da linha germinativa.

Quando comparada a técnica de microinje¢do de DNA classica, a
transferéncia de genes lentiviral resulta numa taxa de quatro a oito vezes mais
elevada de animais transgénicos por embrido tratado (HOFMANN et al., 2006).

Além disso, mais de 90% da geracao FO de animais sao capazes de expressar



o transgene (LOIS et al., 2002; PFEIFER et al., 2002), provando ser uma
técnica altamente eficiente em camondongos e ratos. Esta técnica chega a
apresentar uma eficiéncia de transgénese entre 60 e 80%, podendo ser
utilizada em outras espécies (LOIS et al., 2002; PFEIFER et al., 2002), como
galinhas (MCGREW et al., 2004 ; CHAPMAN et al., 2005), macacos (CHAN et
al., 2001) e animais de grande porte. Em suinos, demonstrou uma eficacia de
70% (HOFMANN et al., 2003; WHITELAW et al., 2004) e em bovinos, atingiu
niveis de eficiéncia na geragao de transgénicos de até 100% (HOFMANN et al.,
2004).

No entanto, ainda existem algumas limitacbes a ampla utilizagdo de
lentivirais, especialmente quando se faz necessaria a utilizagao de altos titulos
virais. Um dos entraves para a utilizagdo do lentivirus seria a composicdo do
embrido de mamifero, uma vez que o lentivirus deve ultrapassar a zona
pelucida (ZP) do embrido, matriz extracelular glicoprotéica que confere
protecdo exterior ao embrido (MIAO et al., 2011), inclusive contra agentes
infecciosos (VAN SOOM et al., 2010). No entanto, neste caso, a ZP acaba
atuando como barreira fisica que evita a penetragao de lentivirus (MIAO et al.,
2011). Deste modo, o método preferido € a injecdo de particulas virais para
dentro do espago perivitelino (injegdo subzonal) (Figura 1) (LOIS et al., 2002;
PFEIFER, 2004), permitindo que o virus consiga superar a membrana do
ovécito ou o zigoto. Considerando o pequeno volume do espacgo perivitelino
entre a membrana citoplasmatica e a zona pelucida, apenas 50-100 pl. de vetor
lentivirus devem ser injetados (LOIS et al., 2002; RITCHIE et al., 2007).
Embora sejam necessarios equipamentos para inje¢cao subzonal (microscépio
invertido, manipuladores e microinjetor), este procedimento é considerado
bastante eficiente. Isto porque a técnica da retirada da ZP do zigoto, na qual
se co-incuba uma unica célula embrionaria com os vetores lentivirais, exige
elevados titulos de lentivirus. Este fato tem a desvantagem de atrasar e reduzir
as taxas de desenvolvimento embrionario, acarretando um efeito negativo na
implantacdo embrionaria (LOIS et al., 2002; PFEIFER, 2004; MIAO et al.,
2011).



10

Injecdo Subzonal (‘D

Vetores Lentivirais .3, = °

Espaco Perivitelino

Figura 1. Injecdo Subzonal. Geragdo de animais transgénicos por inje¢cao de lentivirais no
espaco perivitelino (inje¢cdo subzonal) de zigotos. A ponta do capilar avanga para dentro do
espago perivitelino, situada entre a zona pelicida e da membrana citoplasmatida do zigoto.
Fonte: adaptado de Pfeifer (2004).

2.1.3.1 Lentivirus

Os lentivirus pertencem a familia Retroviridae e compreendem virus que
utilizam a RNA-dependente-DNA-polimerase, ou seja, uma transcriptase
reversa (TR) (COFFIN et al., 1997). Esta propriedade dos lentivirus resulta na
integracdo permanente do transgene no cromossomo do hospedeiro (VAN
DEN HAUTE et al., 2003; KE et al., 2006; MOFFAT et al., 2006).

De acordo com a classificacdo do Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV), existem sete
géneros dentro familia Retroviridae: Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus (Oncovirus), Epsilonretrovirus, Lentivirus e
Spumavirus. Os trés primeiros sao classificados como retrovirus simples ou
prototipos, e os ultimos como retrovirus complexos (COFFIN et al., 1997;
GOFF, 2004; LEROUX et al., 2008). Lentivirus tém sido isolados de ovinos

(Maedi-Visna virus - MVV), caprinos (artrite caprina viral / encefalite - CAEV),
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bovinos (virus da imunodeficiéncia bovina - BIV), equinos (virus da anemia
infecciosa equina EIAV), felinos (virus da imunodeficiéncia felina - FIV),
macacos (virus da imunodeficiéncia simia - SIV) e humanos (virus da
imunodeficiéncia humana - HIV). O tipo HIV-1 é atualmente o mais estudado
(PFEIFER, 2004; GOMEZ et al., 2010).

Os vetores lentivirais tém sido desenvolvidos a partir do genoma de
HIV-1, apresentando a caracteristica de ndo possuirem as sequéncias
correspondentes aos genes virais que conferem patogenicidade, a fim de
minimizar o risco de formacgao do virus de replicacdo competente (NALDINI et
al., 1996). Para isso, € importante a eliminagcdo de genes dispensaveis a
transferéncia génica durante o processo de montagem do lentivetor, como o
gen Vpu, responsavel pelo brotamento do virus. A eliminagdo desses genes
torna o vetor mais seguro, por reduzir a sua quantidade de genes virais. Além
disso, genes estruturais e de envelope sao separados do vetor de transferéncia
(diferentes plasmideos) para dificultar a recombinagdo do virus (TENORIO et
al., 2008). A inativacéo das regides promotoras no genoma viral (LTR 5') € uma
condigdo desejavel, uma vez que torna o vetor auto inativante, incapaz de
produzir um transcrito completo, competente para encapsidagao (PARK, 2007;
TENORIO et al., 2008). Nos dltimos anos, grandes esforgos estdo sendo
realizados para tentar apagar mais sequéncias dos tipos selvagens de HIV na
transferéncia lentiviral (integragdo) e ao mesmo tempo melhorar os titulos dos

vetores e a expressao dos transgenes (OH et al., 2007)

2.1.3.2 Estrutura gendmica dos retrovirus

Estruturalmente, os retrovirus sdo um complexo de formato esférico,
constituido de uma membrana lipidica, denominada envelope, que recobre o
capsideo (TURNER et al.,, 1999). Essa estrutura € composta por proteinas
responsaveis pelo reconhecimento e interacdo com proteinas da célula
hospedeira alvo (TENORIO et al., 2008). O envelope se apoia no capsideo
através da matriz (MA), e o capsideo, além de fornecer a integridade viral,
confere a simetria estrutural (COFFIN, 1996) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura do Retrovirus.
Fonte: adaptado de Leroux (2008).

Os retrovirus apresentam um genoma que codifica trés genes comuns,
gag, pol e env. O gene gag (Group-specific-AntiGen) codifica as trés proteinas
virais estruturais fundamentais: a matriz (MA), a proteina da capside (CA) e a
nucleocapside (NC) (JARRETT, 1999). O gene pol (RNA-dependent DNA
polymerase-reverse transcriptase) codifica as enzimas envolvidas na replicagcéo
e integracao viral, entre elas a transcriptase reversa (RT), aintegrase (IN) e a
protease (PR). As duas ultimas sao relacionadas principalmente a integracéo
no genoma hospedeiro (BUCHSCHACHER, 2001). A RT € uma polimerase de
DNA dependente de RNA, envolvida na replicacdo do RNA viral e essencial
para a conversao de RNA viral em DNA (LEROUX et al., 2008). Por fim, o gene
env (envelope glycoprotein) codifica as glicoproteinas do envelope (env), a
glicoproteina de superficie (SU) e a proteina transmembranar (TM) que séo
glicosiladas na maioria dos retrovirus (JARRETT, 1999; BUCHSCHACHER,
2001).

A estrutura geral de qualquer retrovirus contém, também, outros
elementos em cis. Estes incluem: Long Terminal Repeats (LTR), localizados
nas duas extremidades do genoma. Os LTR s&o constituidos de trés regides,

U3, R e U5, as quais sao necessarias tanto para integracdo na célula
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hospedeira quanto para definicdo do inicio e fim da transcricado (COFFIN et al.,
1997; TENORIO et al., 2008). Muitos elementos necessarios a transcrigdo do
provirus (promotores e intensificadores) estdo localizados na regido U3 (LOIS
et al., 2002; PRIVATO, 2005 ) (Figura 3).

HIV-1

A pol T env . | aLIR
gag N vif i ] | vpu
— . tat /’i

ey e

Figura 3. Esquema representativo da organizacdo do genoma dos retrovirus. Genoma do
virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1). Este virus apresenta DNA gendmico composto
por genes estruturais gag, pol e env, que sdo comuns a todos os retrovirus, além de dois genes
regulatérios (tat e rev) e quatro acessoérios (nef, vif, vpr e vpu). Fonte: adaptado de Gomez et
al. (2010).

2.1.3.3 Ciclo dos retrovirus

O ciclo de vida retroviral € tradicionalmente dividido em duas fases
distintas. A fase de inicio ou fase precoce inicia com a entrada do virus na
célula até a integragao do cDNA viral no genoma do hospedeiro. A fase tardia
tem inicio na transcricdo do RNA viral e termina na libertacdo de particulas
virais infecciosas (GOFF, 2004; NISOLE et al., 2004) (Figura 4). Na fase
precoce, o virus liga-se aos receptores na superficie das células hospedeiras
suscetiveis. Apds a fusdo da membrana, o nucleo viral entra no citoplasma
(RUSMEVICHIENTONG et al., 2010). Uma vez no citoplasma da célula
hospedeira, o capsideo é destruido, para que inicie o0 processo da
retrotranscricdo ou transcricdo reversa, no qual o RNA fita simples é
transformado em DNA fita dupla, através da transcriptase reversa, processo
este que normalmente comecga logo apds a entrada do nucleo do virion no
citoplasma da célula infectada (DE SOULTRAIT et al., 2002). Em seguida,
ocorre a formagao de um complexo de pré integragao (pre-integration complex
- PIC), capaz de interagir com proteinas citoplasmaticas e cariofilicas da célula
hospedeira (TENORIO et al., 2008). O PIC da maioria dos retrovirus é incapaz

de penetrar nucleos intactos e deve, portanto, aguardar para a reparticdo da
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membrana nuclear, que ocorre durante a mitose (ROE et al., 1993; LEWIS et
al., 1994). Consequentemente, um retrovirus simples, como o virus da
leucemia murina de Moloney (MLV), n&o pode atravessar a membrana nuclear
e, por conseguinte, a infecgao é restrita a célula hospedeira em divisdo. Em
contraste, vetores lentivirais podem ser importados através do poro nuclear e
podem, portanto, também infectar células que nao estejam em fase de divisao
(BLESCH, 2004; NISOLE et al., 2004). ApOs esse processo, O provirus €&
integrado aparentemente, de forma aleatéria no genoma da célula hospedeira,
através da acdo da integrase e de outras proteinas celulares (TENORIO et al.,
2008).

o

Fase Inicio Fase Tardia

Figura 4. O ciclo de vida do retrovirus.

O ciclo de vida do retrovirus é dividido em duas fases distintas: a fase inicial, e a fase tardia: (1)
Fixacao do virion a receptores da membrana da célula. (2) Adsor¢éo do virus e desnudamento
da particula. (3) Liberagdo do RNA viral. (4) Transcricdo reversa para conversdao do genoma
de RNA para DNA e formagdo do complexo de pré-integragao (PIC) (5) Penetragdo do DNA
viral no nucleo celular. (6) Integracao do DNA viral no DNA da célula hospedeira, resultando no
provirus. (7) Sintese do RNA mensageiro viral, junto com o genémico, pela RNA polimerase da
célula. (8) Processamento do RNAm. (9) Sintese das proteinas virais. (10) Montagem do virus
(11) brotamento. Fonte: adaptado de Nisole et al. (2004).
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A integracdo € necessaria para a replicagao eficiente dos retrovirus,
sendo responsavel pela capacidade dos virus entrar permanentemente na
linha germinal da célula infectada (GOFF, 2004). Apds a integragao completa
do genoma viral, o provirus € mantido na célula como qualquer gene celular
(LEWIS et al., 1994). Deste modo, o provirus utiliza a maquinaria celular para a
transcricdo primaria do RNA genbmico. Parte do RNA viral sintetizado é
processada para gerar o mRNA, que sera traduzido nas proteinas virais
apropriadas, no citoplasma (TURNER et al., 1999). No citoplasma, o0 mRNA
usa a maquinaria da sintese de proteinas celulares para produzir as longas
cadeias de proteinas e enzimas virais. Como ultimo passo, o core viral é
montado e o virus € liberado por brotamento da membrana citoplasmatica,
sendo acoplado as proteinas do envelope, originando, assim, particulas virais
maduras infecciosas (COFFIN et al., 1996; LEROUX et al., 2008).

2.1.3.4 Construcgéo de vetores lentivirais

O genoma lentivirus derivado do HIV-1 é dividido em varios fragmentos
para minimizar a formacao potencial de replicacdo competente do virus. A
producdo de vetores lentivirais baseia-se em um processo denominado de
transfecgéo transiente de trés ou quatros plasmideos (PARK, 2007), realizada
sobre uma monocamada de células aderentes chamada de células
empacotadoras. Nessas células, os plasmideos de empacotamento e de
envelope tém seus genes transcritos e traduzidos, para produzir as proteinas
estruturais e as enzimas necessarias a formacao dos virus. A grande maioria
dos lentivirais é feita por transfecgao transitéria na linhagem comercial das
células embrionarias de rim humano HEK 293 (Figura 5) (PFEIFER, 2004).

Os vetores retrovirais sdo obtidos substituindo-se as sequéncias trans,
ou seja, os trés genes virais (gag, pol e env) por um ou mais genes. O conjunto
de sequéncias cis, ou seja, as sequéncias reguladoras necessarias para a
encapsulacdo (sequéncia y), a transcricao reversa (PBS, R, PPT) e a
expressdo dos genes (LTR) sdo conservadas neste processo (PRIVATO,
2005).
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Figura 5. Producdo do vetor Lentiviral.

Os vetores lentivirais sao produzidos apds transfecgao das células HEK- 293FT com quatro
plasmidios, o plasmideo pLGW, que contém o transgene e os trés vetores plasmidiais,o vetor
envelope (Env) pMD2.G, o vetor empacotador (pMDLg/pRRE) e o vetor da proteina rev.
pRSV-Rev. Os vetores virais, que sio recolhidos no sobrenadante, sdo utilizados para. A-
modificagdo genética dos fibroblastos usados para transferéncia nuclear de células somaticas.
B- injecéo de vetores lentivirais no espaco perivitelino de zigoto. Fonte: arquivo pessoal.

s Vetores lentivirais de primeira geragao

Os vetores lentivirais de primeira geracdo sao constituidos por dois
plasmideos, sendo que o primeiro é representado pelo genoma do HIV-1
selvagem, com a exclusédo de 1 a 2 Kb de sequéncia de envelope viral,
podendo também possuir um gene terapéutico. O segundo plasmideo contém
um gene que sintetiza o envelope viral, gene esse deletado no primeiro
plasmideo. Essa estratégia obteve muito sucesso e permitiu a investigacao de
aspectos basicos da biologia do virus, como, por exemplo, o tropismo do

mesmo (TENORIO et al., 2008). Tem sido demonstrado que o tropismo dos
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lentivirus pode ser aumentado pela substituicdo da proteina do envelope viral
env pela proteina do envelope de outros virus (PFEIFER e VERMA, 2001).
Este procedimento é denomidado pseudotipagem (TENORIO et al., 2008).
Entre as proteinas usadas, podem-se citar a glicoproteina do envelope de MLV
(PAGE et al., 1990) e a proteina G do virus da estomatite vesicular (VSV-G)
(YEE et al., 1994). A substituicdo do envelope do HIV-1 pela proteina G (VSV-
G) foi um grande avango no desenvolvimento dos vetores lentivirais, ja que
reconhece fosfolipidios da membrana plasmatica e nao receptores especificos
(HOUDEBINE, 2005). O envelope VSV-G confere caracteristicas particulares
inovadoras, como a capacidade de transduzir uma ampla gama de células
hospedeiras e conferir resisténcia mecanica para as particulas virais. Assim,
elas ficam mais estaveis e podem ser concentradas através de
ultracentrifugacdo. Deste modo, obtém-se elevados titulos virais, sem perda de
infectividade. Além destas caracteristicas, o vetor lentiviral tem capacidade de
dirigir-se para uma via endocitica, tornando-se entdo, cada vez mais seguro
(BURNS et al., 1993; NALDINI et al., 1996; TRONO, 2000; COCKRELL e
KAFRI, 2007).

% Vetores lentivirais de segunda geracao

O processo de seguranca dos vetores lentivirais € obtido com a
eliminagao da maioria dos genes acessoérios (vif, vpr, vpu e nef) ndo essenciais
a replicagdo, mas importantes na patogenicidade. Estas sequéncias, no inicio
mantidas nos plasmideos de empacotamento de primeira geragao, sdo em uma
segunda etapa inativadas ou deletadas, gerando sistemas de empacotamento
de segunda geragcdo (NALDINI et al., 1996; DULL et al.,, 1998 ; PRIVATO,
2005). Vetores de segunda geragao sao constituidos por trés plasmideos: o
empacotador, o envelope e o vetor de transferéncia. (TENORIO et al., 2008).

O plasmideo empacotador possui informagdes para producdo das
proteinas Gag e Pol, sendo o gene Gag responsavel pela codificagdo das
proteinas do capsideo viral e o gene Pol responsavel pela codificacdo da
transcriptase reversa. O plasmideo envelope Env (responsavel pela codificagao
das proteinas do envelope) e o terceiro plasmideo possuem o cassete de

expressao de interesse do pesquisador, proximo ao sinal de empacotamento
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(@), para permitir a inclusdo desse RNAm na particula viral, que sera integrado
ao genoma da célula-alvo, para a produgao da proteina de interesse (DALBA et
al., 2007; TENORIO et al., 2008).

Estes vetores tém sido uteis para estudar o ciclo de replicagao do HIV,
mas permanecem sendo ainda inferiores, devido aos baixos titulos virais e alto

risco de formacéao de virus de replicagdo competente (PAROLIN et al., 1994).

% Vetores lentivirais de terceira geragao

Os vetores lentivirais de terceira geragdo podem ser gerados pela
exclusdo das sequéncias do promotor e sequéncias do potenciador dentro dos
LTRs pela delecdo de 400 pb na regidao U3 do LTR 3 ', o que enfraquece a
atividade promotora da LTR 5' apds a integragao (PARK, 2007). Estes vetores
sdo chamados auto-inativados (SIN — Self Inactivating) (KIM et al., 1998,
MIYOSHI et al., 1998; ZUFFEREY et al., 1998; IWAKUMA et al., 1999). Os
vetores de lentivirais SIN impedem o silenciamento do transgen, ja que estudos
anteriores relataram que a sequéncia ativa do promotor viral na LTR 5' pode
atrair maquinas de silenciamento da célula hospedeira para o provirus
integrado (PFEIFER, 2004). Os vetores SIN permitem niveis de expresséo
elevados dos transgenes por intermédio de promotores internos, os quais
podem ser de natureza constitutiva ou tecido-especifico (PFEIFER, 2004;
PRIVATO, 2005).

Os vetores de terceira geragdo possuem quatro plasmideos: vetor
terapéutico, empacotador (com RRE - rev responsive element, elemento de
resposta a Rev), envelope e Rev. Uma estratégia utilizada neste sistema foi a
separacdo da seqiiéncia rev do vetor empacotador (TENORIO et al., 2008).
Tal fato se faz necessario, pois a sequéncia apresenta duas fungdes principais.
Uma seria aumentar o titulo da producao viral e a eficiéncia da transducao
devido ao transporte de RNAm para o citoplasma, pela ligacao da proteina a
regido RRE do RNAm viral (POLLARD e MALIM, 1998; TENORIO et al., 2008).
A outra fungado seria estabilizar a transcricdo lentiviral (SCHNEIDER et al.,
1997; KOTSOPOULOU et al.,, 2000, WAGNER et al., 2000). Portanto, é
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extremamente importante sua presencga no sistema de vetor lentiviral de ultima

geragao.

2.1.4 Transferéncia Nuclear de Células Somaticas

A técnica de transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) ou
clonagem animal pode ser utilizada como uma alternativa para a producao de
animais transgénicos expressando uma proteina de interesse (ZHANG et al.,
2010). Uma das maiores diferencas entre a transferéncia nuclear de células
somaticas e as outras técnicas € a capacidade de selecionar e verificar a
expressdo do DNA exdgeno, quando incorporado no genoma celular antes da
utilizacado destas na transferéncia nuclear (ROH et al., 2000; LEE et al., 2005;
LUZARDO, 2010; ZHANG et al., 2010). A TNCS usa células transfectadas in
vitro com vetores para expressao de DNA, sendo este incorporado ao genoma
do animal (HOUDEBINE, 2005).

A TNCS consiste em transferir, por meio de micromanipulag¢do, o nucleo
de uma célula somatica diferenciada, portadora de um genoma dipldide
completo, para o interior de ovdcitos enucleados, resultando na producéo de
individuos geneticamente idénticos ao animal doador de nucleo (PEREIRA e
FREITAS, 2009). A produgdo de animais pela TNCS oferece uma gama de
oportunidades no ensino basico e investigagdo aplicada, na agricultura, na
conservagao genética e na medicina humana (CAMPBELL et al., 2007). No
entanto, a producdo de ruminantes pela técnica de transferéncia nuclear
envolve multiplas etapas que podem influenciar diretamente no resultado final
(PEREIRA e FREITAS, 2009). Resumidamente, as principais etapas do
processo compreendem a maturacao in vitro (MIV) dos ovécitos, que envolve a
ruptura de membrana nuclear ou vesicula germinativa (RVG), e a sequéncia de
etapas que completam a meiose | (MI) até ocorrer a exclusdo do primeiro
corpusculo polar, atingindo a metafase da segunda divisdo meidtica (Mll)
(Otero, 2008).

Durante o procedimento de TNCS, o material nuclear ovocitario deve ser

totalmente removido ou enucleado, resultando apenas o citoplasma Deste
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modo, sdo aspirados os cromossomas constituintes do DNA hapldide da célula
germinativa feminina (ONISHI et al., 2000). Apdés enucleagdo, no espacgo
perivitelinico do citoplasma receptor é injetada uma célula transgénica ou
modificada geneticamente (BRESSAN et al.,, 2008). O procedimento de
transfeccdo e a selecdo das células que expressam o transgene é
fundamentalmente importante para o sucesso da producdo de animais
transgénicos (LUZARDO, 2010). Posteriormente, o ovoécito enucleado e a
célula transgénica doadora do nucleo sao fusionados por eletrofusdo e, apés a
fusdo, o ovdcito é ativado para que inicie o desenvolvimento embrionario até o
estadio de blastocisto, seguido da transferéncia para fémeas receptoras
(WHEELER et al., 2003, BRESSAN et al., 2008)

Na tentativa melhorar a técnica da clonagem nos bovinos, alguns
estudos tém buscado aperfeigoar a etapa de reconstrugdo (Enright et al.,
2003), por exemplo, descobrir os tipos de células doadoras mais permissivos a
reprogramacao e os protocolos para a ativagao de ovécitos reconstruidos mais
eficientes IANNACCONE et al., 2001; CHOI et al., 2002).

A célula doadora tem um papel fundamental na clonagem, podendo
determinar o sucesso ou ndo do procedimento (POWELL et al., 2004). Dentre
as células somaticas que ja foram usadas no processo de transferéncia,
podem-se citar as células da glandula mamaria, fibroblastos fetal e adulto,
células da granulosa mural, células da tuba uterina, fibroblastos da pele, células
do cumulus, células tronco embriondrias e células de Sertoli (ARAT et al., 2002,
POWELL et al., 2004; CAMPBELL et al., 2007; NEVES et al., 2010). Alguns
tipos celulares parecem ser mais facilmente reprogramados do que outros
(CAMPBELL et al., 2007). Por outro lado, as células somaticas adultas
usualmente sdo mais dificeis de serem reprogramadas do que células fetais
(HEYMAN et al., 2002). Este fato € decorrente do fato de células doadoras de
nucleo cultivadas por longos periodos poderem apresentar instabilidade
cromossbmica e encurtamento dos teldmeros, o que favorecem a perda da
funcdo de genes importantes para o desenvolvimento (GAO et al., 2003;
POWELL et al., 2004; MERIGHE et al., 2010). Em pesquisas com células

transfectadas, em que é necessario cultivo prolongado para a integragao
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estavel do gene nas células doadoras, varios pesquisadores observaram
menor taxa de desenvolvimento embrionario apds o procedimento de clonagem
enquanto outros n&o relataram essas limitagdes (ROH et al., 2000; ARAT et al.,
2001; WESTHUSIN et al., 2001; MERIGHE et al., 2010).

Uma das principais causas limitantes do sucesso na clonagem de
animais esta ligada a fase de reprogramacéo celular. Esta fase € quando deve
iniciar a divisao celular e tem como limitacdo as anomalias cromossémicas que
podem eventualmente ocorrer (GONSALVES et al., 2001). Varios estudos tém
demonstrado que a reprogramacao incompleta e a expressao génica anormal
sdao, sem duvida, uma das principais causas dos altos indices de perda
gestacional e anomalias observadas nos animais clonados (YOUNG et al.,
2001; DEAN et al., 2003; BRESSAN et al., 2011). Estas anomalias levam a
problemas como cardiopatias, placentagao anormal, hidroalantdide, deficiéncia
imunoldgica, disfuncdo renal, alteragbes no metabolismo energético e
hipertensdo pulmonar (FAIRBURN et al., 2002; CAMPBELL et al., 2007;
PEREIRA e FREITAS, 2009). A evolugao destas anomalias geralmente implica
em anormalidades e morte de animais clonados, provavelmente devido as
alteragdes epigenéticas que afetam a estrutura, composicdo e remodelagao da
cromatina. A qual define e mantém a acessibilidade para a transcricdo da
informagéo genética contida no DNA (YOUNG et al., 2001; FAIRBURN et al.,
2002).

A regulagdo do desenvolvimento embrionario € dependente das
modificagdes epigenéticas que ocorrem na célula doadora de nucleo apds a
TNCS, ja que o nucleo doador devera ser submetido aos processos de
remodelagcdo e reprogramacgao, para se comportar como um genoma zigotico
(KANG et al.,, 2001; ENRIGHT et al., 2003b; SAWAI et al.,, 2010). Na
reprogramacgédo estdo envolvidas modificagbes no material nuclear, como
estrutura da cromatina e metilagdo de novo do DNA (REIK et al., 2001). Estes
eventos sdo necessarios para que ocorra uma hova programagado de
expressdo do genoma, silenciando genes da antiga célula diferenciada e

estimulando genes caracteristicos de células embrionarias.
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Alguns estudos epigenéticos apresentam uma abordagem farmacoldgica
e mostram que alguns compostos podem alterar o padréao de metilagao que
ajudariam na reprogramacdo do nucleo transferido com o proposito de
melhorar o desenvolvimento dos embrides clonados (KISHIGAMI et al., 2006).
Estudos recentes apontam um agente quimico chamado tricostatina A (TSA). A
TSA é uma droga modificadora epigenética, com intuito de promover
hiperacetilacdo das histonas por meio da inibicio da enzima histona
deacetilase, em embrides recém-construidos (IWAMOTO et al., 2007; IAGER
et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). A acetilagdo de histonas do DNA esta
associada ao relaxamento da estrutura da cromatina, tornando-a mais
permissiva a transcricido e replicagao, enquanto a deacetilagdo de histonas tem
efeito oposto. No entanto, a cromatina de ovécitos maturados e recém-
fecundados possuem baixo nivel de acetilacdo, a cromatina de embrides em
estagios de pré-implantacdo apresenta niveis de acetilagdo mais elevados
(SARMENTO et al., 2004). Este fato parece estar associado a um novo padrao
de expressdo a ser formado no embrido, diferente daquele observado nos
gametas. Em embrides murinos gerados por TNCS e tratados com tricostatina
A, observou-se aumento dos niveis de acetilagdo na cromatina,
proporcionando melhor taxa de desenvolvimento, bem como embrides de
melhor qualidade (RYBOUCHKIN et al., 2006). Esses autores sugerem que a
hiperacetilagdo induzida pelo inibidor de deacetilase pode estimular um
remodelamento da cromatina mais efetivo, bem como a demetilagdo do DNA,
observada comumente em embrides fertilizados. Outros estudos verificaram
que embrides clones bovinos e suinos tratados com TSA melhoraram o
desenvolvimento e reduziram o nivel de metilacdo do DNA a valores
semelhantes aos observados em embrides fertilizados in vitro (IWAMOTO et
al., 2007; IWAMOTO et al., 2008; CERVERA et al., 2009).

2.2 Proteina Fluorescente Verde (GFP) como Gene Repaorter.

As proteinas fluorescentes tornaram-se uma ferramenta de investigagao

de células vivas. A proteina fluorescente mais proeminente tem sido derivada

de um tipo de agua-viva, Aequorea victoria, a green fluorescente protein
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(avGFP) (PATTERSON, 2004). A proteina fluorescente verde (GFP), emite
fluorescéncia na zona verde do espectro visivel. E comumente utilizada como
um marcador porque é de facil visualizagdo sob a luz UV (LIU et al., 2008). A
GFP é facilmente detectada, pois a sua expressédo pode ser vista nas células
vivas (CHALFIE et al.,, 1994, PRASHER, 1995). Deste modo, tem sido
amplamente usada como um gene reporter nos estudos de animais
transgénicos, constituindo-se importante marcador para verificagdo do sucesso

na insercao de genes (LIU et al., 2008).

Embora varios estudos indiquem que a expressao da GFP pode reduzir
a viabilidade das células transfectadas (HANAZONO et al., 1997), ndo tém sido
relatados  efeitos deletérios no desenvolvimento embrionario devido a
expressao da GFP (ROH et al., 2000; ARAT et al., 2001). Alguns resultados
interessantes ja foram obtidos em bovinos, caprinos e suinos, indicando que a
visualizacdo da GFP pode ser utilizada para selecionar as células
geneticamente modificadas antes da TNCS. Portanto, pode-se aumentar a taxa
de natalidade e reduzir o custo de produgdo de animais transgénicos (LEE et
al., 2005).

A GFP também pode ser util para verificar a eficiéncia de transfecgao
com vetores lentivirais, no silenciamento génico, para quantificagdo do titulo
viral, (DANN et al., 2006) ou a perda de expressao do transgene sobre tempo
ou geracdes. Num estudo feito por Kvell et al. (2010), foram gerados
camundongos transgénicos por meio de vetores lentivirais, para demostrar que
a expressao do gene GFP tinha distribuicdo uniforme sem mosaicismo. Este
pesquisadores conseguiram manter a expressdo do GFP ao longo de seis
geragdes e s6 um recém-nascido apresentou inativacdo do gene GFP. Outra
aplicagao importante é na investigacdo de interagdes materno-zigéticas, em
que o endométrio responde de forma diferente para embrides clonados em
comparagao com embrides produzidos por fertilizagdo in vitro. Os embrides
clones transgénicos podem ser identificados no endométrio no momento da
pré-implantagdo no utero por meio da expressao do GFP, levando com isto a
identificar a baixa viabilidade dos embrides clonados que expressa redugao
na taxa de implantagéo e a deficiéncia placentaria (REICHENBACH 2010).
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Este experimento foi realizado no periodo de julho de 2011 até abril

de 2012, nos Laboratérios de Reprodugao Animal (LRA), Microbiologia do
Leite (LML) e Genética Molecular (LGM) da Embrapa Gado de Leite, Juiz

de Fora — MG, Brasil, e conduzidos de acordo com o delineamento

experimental abaixo.
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EXPERIMENTO 3

Estabelecimento de linhagens de células somaticas modificadas geneticamente
“LENTIVIRUS”

!

Colheita e maturagéao in vitro de ovécitos

!

Transferéncia nuclear com células soméaticas modificadas

!

Ativagao partenogenética

!

Tratamento dos zigotos com tricostatina A

l

Avaliagdo da taxa de blastocistos

e da expressao do GFP

3.1 ETAPAI

3.1.1 PRODUCAO DO VETOR LENTIVIRAL

3.1.1.1 Preparo e cultivo das células a serem utilizadas na producéo dos

vetores lentivirais

A. Linhagem celular

Foram utilizadas células da linhagem HEK-293 (ATCC CRL 1573). Sao
células embrionarias de rim humano, que possuem como caracteristicas a
facilidade do cultivo por longos periodos, a transfecg¢ao simples e eficiente com
os mais diversos tipos de vetores, bem como a expressdo transgénica de
diversas proteinas (GRAHAM et al.,, 1977, SHAW et al.,, 2002). As células
foram cultivadas em meio “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM -
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Gibco/lnvitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,1% de

penicilina/estreptomicina, a 37 °C, em atmosfera de 5% de COs,.

B. Subcultivo

As células foram -cultivadas em frascos de cultivo T75, e apos
aproximadamente trés dias, as células atingiram confluéncia de 70%. Neste
periodo, realizou-se a primeira passagem ou O primeiro repique celular, por
meio de tripsinizagcdo. Quando se obteve uma monocamada de células com
90% de confluéncia estas foram criopreservadas para a criagdo de um banco

de células a ser posteriormente utilizado na gerag&o dos vetores lentivirais.

C. Criopreservacgao

As células das garrafas foram ressuspendidas em 1 mL de solugao de
tripsina 0,25% EDTA (SIGMA), seguindo o mesmo processo realizado para a
tripsinizagdo no subcultivo. Apdés a ressuspensao, a ag¢ao da tripsina foi
bloqueada pela adicado de meio de cultivo completo DMEM, com 10% de soro
fetal bovino (SFB), seguindo uma centrifugacao de trés minutos a 18.000 rpm.
O sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido com DMEM 20% SFB +
10% DMSO em gelo. As células foram distribuidas em criotubos e congeladas
a -70 °C com posterior transferéncia (dois a trés dias apos) para nitrogénio

liquido.

3.1.1.2 Transformacao bacteriana, isolamento das colbnias resistentes e

extragcdo do DNA plasmidial

A. Transformagao em Escherichia coli

As bactérias E. coli utilizadas foram cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia do Leite — LML/EMBRAPA — e sua transformagao com os quatros
plasmideos [(pMDLg/pRRE), (pMD2.G), (pRSV-Rev) (Addgene, EUA) e
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(pPLGW) (CIGB, Cuba)] foi realizada segundo o método de transformagao por
choque térmico estabelecido previamente. A representacdo esquematica de

cada um dos plasmideos encontram-se nos anexos.

Apds 0 descongelamento das bactérias E. coli em gelo, foi adicionado
1 pL do plasmideo em 100 pL de suspensdo de bactérias. Em seguida, as
bactérias foram incubadas em gelo por 15 minutos, submetidas a choque
térmico a 42 °C, por 2 minutos, e imediatamente colocadas no gelo, enquanto o
meio de cultura era aquecido. Adicionou-se, lentamente, aos tubos de bactérias
1 mL de meio liquido Brain Heart Infusion (BHI) sem antibi6tico. Apds delicada
homogeneizagédo, uma pequena por¢ao do conteudo foi semeada em placas de
Petri contendo 30 mL de meio-agar BHI, suplementado ou ndo com ampicilina
(50 pg/mL). Foram preparadas, para cada plasmideo, placas de controle
positivo (meio sem antibiético e bactérias nao transformadas), de controle
negativo (meio com antibiético e bactérias nao transformadas) e de tratamento
(meio com antibiotico e bactérias transformadas). As placas foram incubadas a
37 °C, durante a noite (overnigth). No dia seguinte, as coldnias das placas dos
tratamentos que possuiam maior tamanho e se apresentavam mais isoladas
foram selecionadas e cultivadas em 2 a 5 mL de meio BHI liquido e ampicilina
por 8 horas.

Apo6s a transformacdo das bactérias com os diferentes plasmideos,
efetuou-se o congelamento de aliquotas a -80 °C em 25% (v/v) de glicerol para
posterior uso, sendo a outra parte submetida aos procedimentos de

amplificagéo.

B. Amplificagdo do DNA plasmidial

De forma a propagar os plasmideos, as bactérias Escherichia coli (E.
coli), previamente transformadas com os mesmos, foram inoculadas em 250
mL de meio BHI liquido suplementado com ampicilina (50 pg/mL) e incubadas

durante a noite (overnigth) a 37 °C, sob agitagao.
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C. Extracao e purificacdo de DNA plasmidial de E. coli

A purificagdo dos plasmideos foi feita mediante o método quimico para a
purificacdo do material genético por lise alcalina (SAMBROOK et al., 2001). A
extragcao e purificagdo do DNA foram feitas em grande escala (Maxipreparados)
utiizando o Kit Qiagen Plasmid Maxi Purification Kits (QIAGEN, EE.UU.),
segundo as instrugbes do fabricante. O sedimento de DNA obtido foi
ressuspendido em agua ultrapura estéril, quantificado no NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) e armazenado a -20 °C até a sua utilizagao.

D. Digestao do DNA plasmidial

Cada amostra de DNA foi submetida a digestdo com enzima de restricao
BamHI e NCOI.

E. Eletroforese em gel de agarose

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
em tampao TBE por 2 horas e 30 minutos. Posteriormente, os géis foram
corados com brometo de etidio (Ludwig Biotec) e fotografados em foto

documentador Eagle Eye Il (Stratagene).

3.1.1.3 Montagem do vetor lentiviral

Transfecg¢ao de células HEK-293 para producédo de virus

Para producao dos vetores lentivirais foi utilizado protocolo sugerido pelo
préprio fornecedor do plasmideo (pLGW) (CIGB, Cuba) (Prof. Dr. Jorge R.
Toledo Alonso, do Department of Physiopathology, Faculty of Biological
Sciences, University of Concepcion, Chile).

Os vetores lentivirais foram produzidos por transfecgao transitéria,

utilizando quatro plasmideos: o plasmideo de empacotamento (pMDLg/pRRE),
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0 que codifica a proteina do envelope (pMD2.G), o codificador da proteina Rev
(PRSV-Rev) (Addgene, EUA) e o plasmideo contendo o transgene (pLGW)
(CIGB, Cuba).

As células HEK 293 foram cultivadas em frascos T75 (meio DMEM
acrescido de 10% de SFB) até atingirem o estado de 80% de confluéncia.
Neste estagio, realizou-se a transfeccao propriamente dita para a producéo dos
vetores lentivirais.

Cerca de 30 minutos antes do inicio do procedimento de transfecgao o
meio de cultivo foi substituido por DMEM sem SFB. Apds este periodo,
procedeu-se ao preparo do mix de transfecgdo contendo os quatros
plasmideos, cujas quantidades foram de 6ug de DNA de cada um dos
plasmideos estruturais (pMDLg/pRRE, pMD2.G e pRSV-Rev) e 12ug do
plasmideo de interesse (pLGW), totalizando 30ug por garrafa de transfecgao.

Foram preparados dois mixes separadamente: uma mescla de
polietilenoimina 18 mM (PEI, Sigma) + glicose a 5% e outra mescla de DNA
plasmidial + glicose a 5%, totalizando, cada mix, um volume de 100 uL. Foi
utilizada a relagcédo de 1 yL de solugdo de PEI (com pH ajustado para 7) para
cada 1 ug de DNA. As duas misturas foram submetidas a agitagcdo em vértex
por 1 min e deixadas em repouso por cinco minutos. Em seguida, a mescla de
PEI foi agregada ao tubo contendo a mescla de DNA e, apds agitagéo vigorosa
em vortex, todo o conteudo foi mantido em repouso por 10 minutos, tempo
durante o qual foi efetuada nova troca de meio sem SFB na garrafa (8mL).

Foi adicionado 1 mL de DMEM sem SFB ao mix e, apos
homogeneizagéo, todo o conteudo foi acrescentado a garrafa de cultivo. Apds
seis horas de transfeccdo adicionou-se SFB ao meio de forma a obter-se a
concentragcao de 10%.

Apos 48 horas o meio de cultivo foi centrifugado a 25000 rpm por uma
hora e 30 minutos a 4°C. O pellet de lentivirus foi ressuspendido em 100uL de
meio TALP-Hepes e congelado a -80 °C até a sua utilizagdo. Por outro lado nas
condigdes do seguinte experimento a titulagdo das particulas lentivirias nao foi
calculada, e a transfeccdo s6 foi considerada positiva pela observacgao direta

da fluorescéncia produzida pela GFP.
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3.2 ETAPAI

3.2.1 Producao de embrides transgénicos bovinos com vetores lentivirais

3.2.1.1 Coleta dos ovarios € manipulagao dos ovocitos

Foram utilizados 738 ovarios coletados de fémeas bovinas, sem raca
definida e em diferentes fases do ciclo estral, abatidas em matadouro
localizado na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais. Imediatamente apds o
abate e evisceragao, os ovarios foram removidos e imersos em garrafa térmica
com solugéo fisioldgica (0,9% NaCl) acrescentada de sulfato de estreptomicina
(0,05 g/L), em temperatura variando de 35 a 38 °C. Ao término da coleta, os
ovarios foram transportados em garrafa térmica até o LRA em tempo maximo

de trinta minutos.

No laboratério, os ovarios foram transferidos para uma nova solugao
fisiologica, idéntica a primeira e previamente aquecida, e colocados em banho-
maria a 37 °C. Os foliculos ovarianos (<= 10 mm) foram puncionados por meio
de agulha 25 x 12 mm acopladas a seringas de 10 mL. O liquido folicular foi
depositado em calice cbnico mantido aquecido a 37 °C. Ao término da
aspiracédo, aguardou-se entre cinco e 10 minutos para que ocorresse a
decantacdo dos ovécitos. Posteriormente, o pellet contendo os ovdcitos foi
ressuspendido em meio Talp-Hepes apos a retirada do fluido sobrenadante e
transferido para placa de Petri, mantida em placa aquecedora a 37 °C. Com
auxilio de um microscopico estereoscopico € uma micropipeta, os ovdcitos
foram transferidos para outra placa de Petri contendo meio Talp-Hepes e entao
classificados morfologicamente, de acordo com Costa et al. (1997). Apenas os
ovaocitos imaturos classificados como cumulus compacto e com pelo menos
trés camadas de células foram transferidos para uma terceira placa de Petri
contendo meio Talp Hepes, e posteriormente, utilizados nos procedimentos

experimentais.
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3.2.1.2 Maturagao in vitro (MIV)

Foram utilizados 1758 ovadcitos imaturos, divididos nos procedimentos
experimentais, classificados com cumulus compacto ou com mais de trés
camadas de células (COSTA et al., 1997), maturados em meio TCM 199
(Tissue Culture Medium 199) (Gibco/Invitrogen) suplementado com FSH
(Hormonio Foliculo Estimulante) (20 mcg/mL) e soro de vaca em cio (10%). A
maturagao foi realizada em grupos de 50 — 60 estruturas e depositados em
placas Nunc (Thermo Scientific; Cat.176740) de quatro pogos, contendo 400 pL
de meio de maturagao previamente equilibrado por no minimo duas horas em
estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera de 95% de umidade, e 5% de CO..
Os ovocitos foram cultivados nestas condicbes de temperatura e atmosfera
durante 22 a 24 horas. Apds terem sido maturados, foram divididos
aleatoriamente para comporem o Experimento |, o Experimento Il, e o

Experimento IIl.

3.2.2 Experimento | — Microinjecédo dos ovoécitos com vetor lentiviral

Para este experimento foi utilizado um total de 834 ovdcitos, distribuidos

em quatro tratamentos.

T1 = Controle. Fecundados in vitro com complexos cumulus-ovécito (CCOs)
na concentracdo de 1 x 10° espermatozoides(SPTZ)/mL, cultivados em meio
CR2 acrescido de 10% de SFB em estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera
de 95% de umidade, e 5% de COy;

T2 = Controle de Microinjetados. Células do cumulus removidas por voértex
na presenca de hialuronidase, fecundados in vitro com 1 x 10° SPTZ/mL e
cultivados em sacos plasticos (Saches de Aluminio) contendo uma mistura
gasosa de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, e umidade saturada, mantidas a
temperatura de 38,5 °C. Este grupo de ovdcitos foi cultivado para avaliar as

condicdes de cultura.
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T3 = Controle de microinjetados com meio TALP. Células do cumulus
removidas por vortex na presenga de hialuronidase, microinjetados com meio
TALP e em seguida fecundados in vitro com 1 x 10° SPTZ/mL, cultivados em

sacos plasticos nas mesmas condigdes de T2.

T4 = Microinjetados com lentivirus. Células do cumulus removidas por vortex
na presenga de hialuronidase, microinjetados com vetor lentiviral e depois
fecundados in vitro com 1 x 10° SPTZ/mL, cultivados em sacos plasticos nas

mesmas condicdes de T2 e T3.

5.2.2.1 Microinjegéo dos ovacitos pré-fecundagado com vetor lentiviral

Apds a maturagao in vitro, as células do cumulus foram removidas dos
ovécitos por adicdo de 0,1% de hialuronidase em agitagdo mecanica em
aparelho tipo vortex por cinco minutos. Em seguida, os tubos contendo os
ovaocitos desnudos foram lavados com meio TALP-Hepes e vertidos em placa
de Petri descartavel de 60 x 15 mm para recuperacdo dos mesmos. A
avaliagcdo da maturacdo nuclear dos ovodcitos foi feita pela observagao do
corpusculo polar utilizando estereomicroscopio (Nikon SMZ 645), sendo os
considerados aptos distribuidos aleatoriamente em T2, T3 e T4. Os ovdcitos
foram novamente lavados em meio TALP e mantidos em gotas de 20 ul do

meio coberto com éleo mineral até o momento da microinjegao.

A injegdo do meio TALP e o Vetor Lentiviral no espago perivitelineo
(subzonal) foi realizada pela observagdo direta em microscopio invertido
(Axiovert 135M, Carl Zeiss) equipado com um sistema de micromanipulagao
hidraulica (Nikon Narishige NT-88V3), ligado a um sistema de microinje¢do. Os
ovdcitos foram imobilizados com a pipeta de fixagdo e, com a microagulha
carregada procedeu-se a microinje¢cado subzonal com o meio TALP (T3) ou com
solugdo contendo o vetor lentiviral (T4). Durante a manipulagdo, a zona
pelucida expandiu imediatamente, e a microinje¢cdo foi considerada bem
sucedida quando a zona pelucida cresceu visivelmente (Figura 6). Apos a
injegdo do TALP ou do lentivirus subzonal, os ovdcitos foram lavados trés

vezes em meio TALP e novamente transferidos para o meio TCM. Durante este
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periodo, ovdcitos controle T1 e T2 (ndo microinjetados) permaneceram no meio

TCM. Cada tratamento foi repetido pelo menos cinco vezes.

Figura 6. Injecdo subzonal do vetor lentiviral no ovécitos.
Fonte: arquivo pessoal

3.2.2.2 Fecundagao in vitro (FIV)

Os ovdécitos controle (T1 — T2) e microinjetados (T3 — T4) foram
transferidos para gotas de fecundagcdo com 100 pL de meio FERT-TALP
acrescido de 10 Ul/mL de heparina (Sigma), sob oleo mineral
(aproximadamente 20 ovdcitos/gota). Para a fecundacao foi utilizado sémen de
touro da raga Gir, previamente avaliado quanto ao vigor, motilidade e
concentragdo. Somente doses com motilidade igual ou superior a 50% e vigor
no minimo 3 foram utilizadas, de modo que durante todo o experimento foi
utilizada a mesma partida de sémen do mesmo touro. O sémen foi
descongelado em banho-maria a 37 °C durante 30 segundos e os
espermatozoides processados pelo método do gradiente de Percoll (Nutricell)
com as concentracoes de 90% e 45% para separacao dos espermatozodides
moveis em centrifugagao, além da remogéao do diluidor e do plasma seminal. O
gradiente de Percoll foi preparado previamente e mantido em estufa
incubadora por 15 minutos antes da sua utilizagdo. O sémen foi diluido, com
concentragdo ajustada para a obtengdo de dose fecundante de 1 x 10°
SPTZ/mL, e transferido para as gotas de fecundagao (100 yL de meio FERT-
TALP). O processo de fertilizagédo in vitro foi realizado por 20 horas em estufa
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incubadora, nas mesmas condigdes da maturagcdo dos ovécitos. (A
concentragéo 1 x 10 SPTZ/mL, foi usada pelo fato que as células do cumulus
eram retirada dos ovocitos e pelo procedimento da perfuracdo da ZP antes da

fecundacao, por conseguinte se buscava ndao causar uma poliespermia)

3.2.2.3 Cultivo in vitro (CIV)

Apos a fertilizagdo, os presumiveis zigotos foram retirados da gota de
fecundacgdo, lavados em meio TALP-HEPES, e divididos em duas placas de
cultivo, onde uma foi o controle e a outra os tratamentos.

O cultivo in vitro dos tratamentos T2 — T3 — T4 foi realizado em placa de
quatro pogos tipo Nunc contendo 500 uL de meio SOF acrescido de 2,5% de
SFB, sob o6leo mineral, em grupos de 30 a 40 estruturas em cada poco.
Durante todo o cultivo, as placas contendo os embrides foram colocadas em
sacos plasticos (saches de aluminio) contendo uma mistura gasosa de 5% de
CO,, 5% de O, e 90% de N, e umidade saturada, mantidas a temperatura de
38,5°C.

No tratamento T1 (controle) os supostos zigotos foram submetidos ao
desnudamento com auxilio de um pipetador e lavados em meio TALP. O cultivo
foi efetuado em gotas de 50 pL de meio CR2 acrescido de 10% SFB sob dleo
mineral, distribuidos em placas de Petri 10 x 35mm. O cultivo foi realizado em

estufa incubadora a 38,5°C, 5% de CO-, e umidade relativa de 95%.

3.2.2.4 Avaliagao do desenvolvimento embrionario

As taxas de producado embrionaria e qualidade dos embrides foram avaliadas
no oitavo dia do cultivo (D8). Utilizando estereomicroscépio (Nikon SMZ 645). A
avaliagdo dos embrides foi realizada segundo os parametros descritos no
Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (do inglés,
International Embryo Transfer Society — IETS) (STRINGFELLOW e SEIDEL,
1998).
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3.2.2.5 Avaliacao da expressao do GFP

A avaliacdo da expressdao do GFP foi realizada visualmente, em
blastocistos, por meio de exposicdo dos mesmos a luz branca e ultravioleta em
estereomicroscopio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm) ou microscopio de
fluorescéncia (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Foram calculadas as taxas

de blastocistos que expressam o GFP para os tratamentos T1, T2, T3 e T4.

3.2.3 Experimento Il — Microinjecdo dos zigotos seis horas poés-

fecundacgdo com vetor lentiviral

Para este experimento foi utilizado um total de 760 ovacitos, distribuidos

em quatro tratamentos:

T1 = Controle. Fertilizagdo in vitro com concentragao de 4 x 10° SPTZ/mL, por
um periodo de 20 horas, sem desnudamento, com cultivo em meio CR2
acrescido de 10% de SFB em estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera de
95% de umidade e 5% de CO,.

T2 = Controle de Microinjetados. Fertilizagdo in vitro com concentracédo de 4
x 10 SPTZ/mL por um periodo de seis horas, procedendo-se ao cultivo em
meio meio SOF acrescido de 2,5% de SFB, em sacos plasticos contendo uma
mistura gasosa de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, e umidade saturada,
mantidas a temperatura de 38,5°C. Esses ovocitos foram cultivados para

avaliar as condi¢des de cultura.

T3 = Controle de microinjetados com meio TALP. Fertilizagdo in vitro com
concentragdo de 4 x 10° SPTZ/mL por um periodo de seis horas procedendo-
se a microinjecao com meio TALP e cultivo em sacos plasticos nas mesmas

condicbes de T2.

T4 = Microinjetados com lentivirus. Fertilizag&o in vitro com concentragao de

4 x 10° SPTZ/mL por um periodo de seis horas procedendo-se & microinjecéo
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com vetor lentiviral e cultivo em sacos plasticos nas mesmas condi¢coes de T2 e
T3.

3.2.3.1 Fecundacgao in vitro

Apos a maturagao, os ovocitos foram fertilizados com sémen de touro da
raca Gir. Durante todo o experimento foi utilizada a mesma partida de sémen
do mesmo touro. A selecdo dos espermatozoides foi realizada por meio do
gradiente de percoll, com concentragdo espermatica ajustada para 4 x 10°
SPTZ/mL por gota de 100uL de meio FERT-TALP acrescido de 10 Ul/mL de
heparina (Sigma). Os gametas permaneceram co-incubados sob as mesmas
condigbes citadas para a MIV por um periodo de seis horas para os grupos
experimentais (T2 — T3 —T4) e por 20 horas para o grupo controle (T1). (A
concentragéo 4 x 10° SPTZ/mL, foi usada pelo fato que os ovdcitos do grupo
T2, T3, T4, s6 ficariam seis horas no meio FERT-TALP e por conseguinte se

busca obter uma maior taxa de penetracdo espermatica)

3.2.3.2 Microinjegdo dos Zigotos seis horas pés-fecundagdo com vetor

lentiviral

Apobs 6 horas do inicio da fecundagao in vitro, os supostos zigotos foram
retirados da gota de fecundagdo e submetidos a remogdo completa
das células do cumulus utilizando-se de vortex, e em seguida, transferidos para
placa de Petri descartavel de 60 x 15 mm para recuperacdo dos mesmos. Os
supostos zigotos foram novamente lavados em meio TALP e mantidos em
gotas de 20 uyl do meio coberto com O&leo mineral até o momento da
microinjegao. A injecdo do meio TALP ou do vetor lentiviral no espacgo
perivitelineo (subzonal) foi monitorada pela observacao direta em microscopio
invertido (Figura 7). As estruturas foram imobilizadas com a pipeta de fixagéo e,
com a microagulha carregada procedeu-se a microinjecdo subzonal com o
meio TALP (T3) ou com solugdo contendo o vetor lentiviral (T4). Durante a
manipulacdo, a zona pelucida expandiu imediatamente. Apds a microinjegao,
0s supostos zigotos foram lavados trés vezes em meio TALP e transferidos

para o meio de cultivo correspondente. Durante este periodo, os supostos
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zigotos do grupo controle T1 continuaram nas gotas de 100 yL de meio FERT-
TALP até completarem 20 horas de fecundacédo. Cada tratamento foi repetido

pelo menos cinco vezes.

Figura 7. Inje¢@o subzonal do vetor lentiviral no zigoto 6 horas
pos-fecundacao. Fonte: arquivo pessoal.

3.2.3.3 Cultivo in vitro (CIV)

O cultivo in vitro dos tratamentos T2 — T3 — T4 foi realizado em placa de
quatro pocos tipo Nunc contendo 500 uL de meio SOF acrescido de 2,5% de
SFB, sob 6leo mineral, em grupos de 30 a 40 estruturas em cada pogo.
Durante todo o cultivo, as placas contendo os embrides foram colocadas em
sacos plasticos fechados, contendo uma mistura gasosa de 5% de CO,, 5% de
0O, € 90% de N, em umidade saturada, mantidas a temperatura de 38,5°C.

Apods 20 horas do inicio da fecundacgao in vitro, os supostos zigotos do
T1 grupo controle foram submetidos a pipetagem para retirada das células do
cumulus e lavados em meio TALP. O cultivo foi efetuado em gotas de 50 uL de
meio CR2 acrescido de 10% de SFB distribuidas em placas de Petri 10 x 35
mm e sob 6leo mineral, em estufa de cultivo celular com 5% de CO2 e umidade
relativa de 95% a 38,5°C.
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3.2.3.4 Avaliagao da taxa de clivagem e taxa de blastocistos

Apés 72 horas do inicio da fecundagdo in vitro, os embrides contidos nas
placas de cultivo foram classificados quanto a ocorréncia ou nao de clivagem.
A taxa de producédo de blastocistos e a classificagdo morfolégica dos embrides
foi avaliada no sétimo dia (D7) e oitavo dia (D8) do cultivo. A qualidade
embrionaria foi avaliada de acordo com os critérios recomendados pela
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (STRINGFELLOW e
SEIDEL, 1998).

3.2.3.5 Avaliacao da expressao do GFP

A avaliacdo da expressdao do GFP foi realizada visualmente, em
blastocistos, por meio de exposicdo dos mesmos a luz branca e ultravioleta em
estereomicroscopio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm) ou microscopio de
fluorescéncia (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Foram calculadas as taxas

de blastocistos que expressam o GFP para todos os tratamentos.

3.2.4 Experimento Ill - Efeito da tricostatina A em embrides clones
modificados geneticamente com GFP

Avaliou-se o efeito de um inibidor de histona deacetilase (tricostatina A) em
embrides clones modificados geneticamente expressando o gene da proteina
fluorescente verde (GFP). Para este experimento foi utilizado um total de 164

ovocitos, distribuidos em trés tratamentos.

T1= NT-Trico: zigotos recém reconstruidos com células modificadas

geneticamente e submetidos a tricostatina;

T2=NT: zigotos recém reconstruidos com células modificadas

geneticamente e n&o submetidos a tricostatina;

T 3 = PART: zigotos gerados por ativagado partenogenética (controle para o

processo de ativagao dos ovadcitos e cultivo dos embrides).
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3.2.4.1 Estabelecimento de linhagens de células somaticas modificadas

geneticamente

A. Célula Doadora de Nucleo

Para a reconstrucao dos embrides foram utilizadas células de fémeas
adultas (fibroblastos) oriundas da orelha de uma vaca da racga Gir, cultivadas
em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10%
de SFB e 0,1% de antibidtico (penicilina + estreptomicina). O cultivo para
estabelecimento das linhagens celulares foi realizado por aproximadamente 14
dias, em incubadora mantida a temperatura em 37°C, 5% CO2 em ar
atmosférico e 95% de umidade. Por meio de um microscopio de fase invertido
(ICM 405, Zeiss, Alemanha), foi observado o crescimento celular e, ao
atingirem 80% de confluéncia na placa, as células foram congeladas em
solucado DMEM com 20% de SFB e 10% de dimetil sulféxido (DMSO — SIGMA)
na concentragdo de 1 x 10° células/mL, em nitrogénio liquido (Ny). Assim, um
banco de células foi formado para ser utilizado ao longo do experimento,

estando todas na segunda passagem celular.

B. Transfecc¢ao dos fibroblastos com o vetor lentiviral.

Para a transferéncia génica dos fibroblastos, foi utilizado o sistema de
vetores lentivirais contendo o gene GFP como repérter, sem gene de
resisténcia a antibiético, gerados na linhagem celular HEK-293. Os fibroblastos
foram descongelados e cultivados na presenga do vetor lentiviral por 48 h e
avaliados quanto a expressdo do GFP. Células expressando o GFP foram
selecionadas e repicadas por 12 passagens objetivando o estabelecimento de
linhagens. Apos esse processo, as células foram congeladas em DMEM com
SFB e dimetil sulféxido (DMSO) em nitrogénio liquido para posterior

reconfirmacéao visual da expressao de GFP e uso na TNCS.
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C. Microscopia de fluorescéncia.

A expressdao do GFP nas células doadoras de nucleo e modificada
geneticamente foi realizada visualmente, por meio de exposi¢cdo das mesmas a
luz branca e ultravioleta em estereomicroscépio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-
490nm) ou microscopio (Motic, BA400, filtro de 465-495nm).

3.2.4.2 Maturagao in vitro.

Os ovoécitos foram maturados em meio TCM199 com soro de vaca em
cio em incubadoras de CO, por 18h para a TNCS e 22h para ativacao

partenogenética

3.2.4.3 Transferéncia nuclear com células somaticas

Para a producdo de embrides pela TNCS, os fibroblastos modificados
geneticamente com GFP (para os tratamentos 1 e 2) foram descongelados e
cultivados em DMEM com 10% de SFB por um dia. Os fibroblastos foram,

entdo, recuperados apos tripsinizagao e utilizados para reconstrugao do zigoto.

3.2.4.4 Enucleagao, reconstrucdo e fusao

Apos 18 horas da MIV as células do cumulus foram removidas dos
ovécitos por adicdo de 0,1% de hialuronidase com agitagdo mecénica em
aparelho tipo vértex por cinco minutos. Logo depois, os ovocitos que
apresentavam o 1° corpusculo polar foram selecionados para enucleagdo. O
material aspirado foi submetido a luz ultravioleta para confirmagao da retirada

do material genético, apds coloragdo com Hoescht.
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A reconstrugao foi realizada pela transferéncia das células doadoras de
nucleo (Fibroblastos) modificadas geneticamente expressando GFP e com
auxilio de micropipeta, cada célula (GFP+) foi colocada no espacgo perivitelino
dos ovdcitos enucleados. Imediatamente apds a reconstrugdao, os complexos
citoplasma receptor — nucleo doador foram colocados e posicionados em um
manipulador elétrico de células e a fusdo foi induzida usando dois pulsos

elétrico (2,4 kV) em meio com manitol.

3.2.4.5 Cultivo in vitro dos embrides

Conjuntos de embrides reconstruidos foram cultivados em CR2a por 2
horas e os conjuntos que se apresentaram fusionados foram ativados com
ionomicina por quatro minutos seguido de quatro horas em 6-DMAP. Zigotos
recém-construidos foram cultivados em meio CR2aa com 2,5% de SFB
cobertas com 6leo, em 5% COg2, 5% Oz e 90% N, a 38.5°C

3.2.4.6 Tratamento dos embrides com tricostatina A

Durante o cultivo com 6-DMAP e nas 7h seguintes, o grupo T1 (zigotos
recém-construidos por TNCS) foi cultivado em meio contendo tricostatina A (50
nM) dissolvida em meio CR2aa sem SFB ou com 2,5% de SFB coberto com
oleo, em 5% COy, 5% Oz e 90% N, a 38.5°C, totalizando 11h de cultivo na

presenca da tricostatina A.

3.2.4.7 Ativagao partenogenética (AP)

Para avaliar a eficiéncia do processo de ativagdo dos zigotos, embrides
partenogenéticos foram produzidos e utilizados como controle (T3). Ao término

da maturacdo, as células do Cumulus foram removidas dos ovécitos em
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hialuronidase a 0,1%, seguindo-se lavagem com meio TALP-Hepes. Os
ovocitos foram incubados em estufa com 5% de CO, em ar atmosférico com
umidade saturada a 38,5 °C, por 4 minutos em solugdo de ionomicina (4,62
pM) (Sigma St. Louis, USA) em meio CR2aa. A seguir, os ovocitos foram
novamente lavados em meio CR2aa e incubados por mais quatro horas em
solugado 6-DMAP (2mM em PBS)(Sigma St. Louis, USA) a 38°C em estufa com
5% de CO, e umidade saturada. Apos esse periodo de incubacéo, os ovécitos
foram novamente lavados em meio CR2aa e cultivados in vitro em placas de
quatro pog¢os com 500 uL de meio a 2,5% de SFB, sob 6leo mineral, em estufa
incubadora com 5% CO2, 5% O, € 90% No.

3.2.4.8 Avaliagédo do desenvolvimento embrionario

A clivagem foi avaliada 72 horas apds a reconstrugdo, onde foram
considerados clivados os embrides que apresentavam duas ou mais células,
sem sinais de fragmentagdo ou degeneragao celular. As taxas de produgéo
embrionaria e qualidade dos embrides foram avaliadas em D7. A qualidade
embrionaria foi avaliada de acordo com os critérios recomendados pela
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (STRINGFELLOW e
SEIDEL, 1998).

3.2.4.9 Avaliagao da expressao do GFP

A avaliagcdo da expressédo do GFP foi realizada visualmente, em blastocistos,
por meio da exposicdo dos mesmos a luz branca e ultravioleta em
estereomicroscopio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm) ou microscopio de
fluorescéncia (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Foram calculadas as taxas

de blastocistos que expressam o GFP para os tratamentos T1, T2 e T3.
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3.3 Andlise estatistica

As variaveis qualitativas (taxas de clivagem, de blastocistos e de
embrides que expressaram GFP) foram comparadas em tabelas de contigéncia
e analisadas pelo teste do qui-quadrado a 5% de probabilidade (SAMPAIO,
2002). As taxas de desenvolvimento embrionario do experimento Ill, em que
foram realizadas quatro repeticdes, foram avaliadas por meio de analise de
variancia. As médias das variaveis foram comparadas utilizando o teste F,

adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo expostos de acordo com os itens apresentados no

Material e Métodos.

4.1 Etapa |

4.1.1 Producéo do vetor lentiviral

O plasmideo pLGW foi avaliado quanto a sua integridade, pureza e

perfil de restricdo (auséncia de DNA cromossémico bacteriano) em corrida

eletroforética com gel de agarose 0,8%.

pLGW BamHI Neol MP

Marcagor
1 Kb
(invitrogen)

7558pb {1291

5300pb 5050k

mEiniil

1018 k —]

|

Figura 8. Eletroforese do plasmideo pLGW expandido.

Eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TBE durante 2 horas e 30 minutos, corado
com brometo de etidio e analisado sob luz ultra-violeta. pLGW - plasmideo nao digerido do
fragmento de 7558 pb. (2) BamHI - plasmideo digerido com a enzima de restricdo BamHI e
liberagdo do fragmento de 600 pb.(3) NCOI — plasmideo digerido com a enzima de restrigdo
NCOI e liberagao do fragmento de 300 pb.(4) MP — marcador em escada de 1 kb (invitrogen).



45

4.1.2 Montagem do vetor lentiviral

A fim de gerar particulas lentivirais foi realizada a co-transfeccédo das
células embrionarias de rim humano HEK-293, utilizando quatro plasmideos: o
plasmideo contendo o transgene pLGW, e os plasmideos auxiliares contendo
0S genes virais necessarios para a montagem da particula viral, pMDLg/pRRE,
pMD2.G e pRSV-Rev. O plasmideo pLGW, que contém a sequéncia de DNA
correspondente a GFP foi utilizada como um gene marcador para determinar a
eficiéncia do método de transfeccdo. Foram realizados os procedimentos de
transfeccao polietilenoimina (PEI), que € um polimero catiénico amplamente
utilizado como um portador para a entrega de DNA. Este polimero condensa o
DNA em particulas carregadas positivamente, que se ligam a residuos de
superficie anionicos celulares e sido levados para dentro da célula por
endocitose (VANCHA et al., 2004; GAO et al., 2007), mediando a transfecgao
das células eucariodticas. Toledo et al. (2009) avaliaram a eficiéncia de
transfeccdo do PEI sobre a eficiéncia de outro agente de transfecgdo, como o
fosfato de calcio (CaPO4). Os resultados mostraram que o PIE apresentou uma
taxa superior a 90% de eficiéncia de transfeccdo de genes comparado aos
métodos de CaPO4. Os rendimentos de titulo viral foram de cerca de 1 x 107
mililitros por particulas lentivirais infectantes.

Por outro lado, foi demostrado que as células expressaram de maneira
estavel os plasmideos que continham os genes gag, pol, rev e env. Alguns
trabalhos demonstram que a utilizacdo da proteina VSV-G desempenha um
papel fundamental neste processo, uma vez que esta interage com os
componentes de fosfolipidos da membrana plasmatica da célula hospedeira e
nao com receptores especificos, aumentando assim uma ampla gama de
células hospedeiras. (NALDINI et al.,, 1996; BUCHSCHACHER e WONG-
STAAL, 2000). Além do mais, os vetores lentivirais podem ser concentradas
através de ultracentrifugacdo obtendo elevados titulos virais e mantendo a
capacidade de infectar as células (BURNS et al., 1993).

No presente experimento, foi verificada a produgcao de GFP na cultura
celular linha 293 ao fim de 48 horas apods a transfecgdo, por meio de

observacgéo direta em microscopio de fluorescéncia (Figura 9).
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Figura 9: Andlise da fluorescéncia da GFP, na linha celular HEK-293.

Geracao de particulas lentivirais mediada pelo método de transfeccdo PEI na linha celular 293
(A) Células de campo claro (Fotografias tomadas de estereomicroscopio) Aumento de 40X. (B)
células expostas a radiacdo ultravioleta em estereomicroscépio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-
490nm), fluorescéncia verde produzida pela GFP. Aumento 40X. Fonte: arquivo pessoal.

4.2 ETAPAII

Producéo de embrides transgénicos bovinos

4.2.1 Experimento | — Microinjecao dos ovocitos com vetor lentiviral.

Na primeira etapa experimental, foram utilizados 834 ovdcitos
distribuidos em quatro tratamentos, como exposto na Tabela 1. Foram

realizadas cinco repeticées por tratamento.
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Tabela 1- Produgdo de embrides transgénicos, por meio do método de

microinjecao de vetores lentivirais nos ovocitos maduros de bovinos

Ovocitos 02 Meio n D8 % GFP+ (%)
T1. Ar atm. CR2 308 66 (21,4)2 0
T2. 5% SOF 191 31 (16,2)? 0
T3. 5% SOF 145 26 (17,9) 0
T 4. 5% SOF 190 10 (5,3)° 10 (100%)

T 1: Controle 1; T 2: Controle sem microinjegdo T 3: Controle TALP microinjetado; T 4:
Microinjetado lentivirus.

Valores com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas (P<0,05) pelo
teste do qui-quadrado.

As taxas de blastocistos encontradas no D8, no presente experimento
foram de 21,4%, 16,2% e 17,9% para os tratamentos T1, T2 e T3,
respectivamente. Estas taxas nao diferiram (P>0,05) entre si, mas diferiram do

percentual encontrado no T4 (5,3%).

Observa-se que as taxas de blastocistos encontradas no T1 e T2
(21,4% e 16,2%, respectivamente) ndo diferiram entre si (P>0,05), confirmando
que as condi¢des atmosféricas e o meio utilizado nao interferiram na producéao
de blastocistos. Desta forma, ndo se pode atribuir a estes quaisquer variagdes

nas taxas de desenvolvimento dos embrides.

As taxas obtidas em T2 e T3 (16,2 e 17,9%, respectivamente) ndo foram
diferentes (P>0,05), confirmando que o procedimento de microinjegdo com
meio TALP (T3), que inclui a perfuragdo da ZP, ndo é capaz de causar

qualquer prejuizo ao desenvolvimento embrionario. Portanto, apesar de
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provocar injurias na ZP, a microinje¢cao com meio TALP se mostrou incapaz de

provocar qualquer efeito sobre o avang¢o do desenvolvimento embrionario.

Ja a taxa de blastocisto de 5,26% encontrada no grupo microinjetado
com lentivirus (T4) foi significativamente menor que os outros tratamentos.
Deste modo, pode-se inferir que a microinjecao do lentivirus pode ter causado
um efeito prejudicial ao desenvolvimento embrionario, contribuindo para uma
reducdo nas taxas de formacgao de blastocistos. Estes resultados diferem dos
encontrados por Chan et al. (1998), que microinjetaram vetores retrovirais do
virus Mo-MLV contendo o envelope da glicoproteina G (VSV-G) inoculado no
espaco perivitelineo de ovocitos bovinos, alcangando 21% de blastocistos nos
ovécitos microinjetados. Estes mesmos autores (2001), microinjetaram vetores
do virus Mo-MLV contendo o gene GFP dentro do espago perivitelino de

ovocitos de macacos obtendo 76% de desenvolvimento embrionario.

A utilizagdo de vetores derivados do retrovirus simples, como virus da
leucemia murina de Moloney, tem resultado no aumento consideravel nas taxas
de transferéncia de genes. Entretanto, os retrovirus simples estdo sujeitos a
modificagdes epigenéticas e, eventualmente a expressao retroviral pode ser
silenciada durante o desenvolvimento embrionario (JAENISCH, 1976) ou logo
apos o nascimento (CHAN et al., 1998). Em contraste, a utilizagdo de vetores
lentivirais resultaram em taxas de transgénese elevadas sem revelar o
silenciamento génico. Hofmann et al. (2004) conseguiram taxa de 25% de
desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocistos, microinjetando

vetor lentiviral no espaco perivitelineo de ovécitos bovinos.

A maturacdo nuclear dos ovocitos bovinos envolve a ruptura do
envelope nuclear e a sequéncia de etapas que completam a meiose | (MI) até
ocorrer a extrusdo do 1° corpusculo polar, atingindo a fase de Metafase Il (MIl).
(OTERO, 2008). Durante o processo de injecdo, os vetores lentivirais
estabelecem contato com a cromatina, resultando em maior eficiéncia na
integragdo do gene no genoma. Deste modo, os genes tém a probabilidade de
serem inseridos antes da fecundagédo (CHAN et al., 1998). A partir disto, pode-

se concluir que elevada eficiéncia deste processo tem sido associado a
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auséncia do envelope nuclear em ovécitos naturalmente estacionado em
metafase Il meidtica (CHAN et al., 2001).

Deste modo, a baixa taxa de blastocistos obtida no grupo microinjetado
com lentivirus T4, quando comparada aos outros tratamentos pode ser devido
algum fator que tenha ocasionado um efeito deletério na expressdao do
desenvolvimento embrionario. Isto seria possivel, tendo em vista que,
eventualmente, os titulos de vetor e volume injetado desempenham papéis
cruciais na eficiéncia da transferéncia de genes (CHAN et al., 2001).. Outro
aspecto que poderia ter influenciado seria o fato de nao ter calculado a
titulacdo das particulas lentivirais 0 que poderia possivelmente ter contribuido

para a baixa taxa de blastocisto.

Em relacdo a analise de expressdo do gen reporter (GFP) em
blastocistos derivados de lentivirus injetados nos ovécitos maturos de bovinos,
foi demonstrado que o GFP foi expresso no trofectoderma bem como na massa
celular interna. Portanto, em todos os embrides microinjetados (100%) foi
detectada a presenca do GFP (Figura 10), confirmando deste modo que
procedimento de microinjec¢cdo do Lentivirus é eficiente para incorporagédo de
um fragmento de DNA no genoma ovocitario. Estes resultados corraboram com
Hofmann et al. (2003), que microinjetaram vetores lentivirais antes de
fertilizacao in vitro para permitir a integracao viral no genoma de bovino antes
da fecundacao. Este autor descreve ainda que a injegao subzonal em ovaocitos
maduros de bovino resultaram na expressao de GFP em 92% dos blastocistos.
Posteriomente, Hofmann et al. (2004) obtiveram uma taxa de expressao de
GFP em 83% dos blastocistos, resultando no nascimento de quatros bezerros
transgénicos, conseguindo desta forma 100% da expressdao do eGFP,

demonstrando, entio, a eficiéncia deste mecanismo.
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Figura 10: EmbriGes de bovinos microinjetados com vetor lentiviral
Andlise de expressdo da GFP em embrides bovinos microinjetados com vetor lentiviral.
Embrides no estadio de blastocisto no dia 8 (Bl D8). Micrografia de campo claro (A) e de campo
escuro (B) com ampliagédo de 100 X, tomadas durante a exposigao a radiagao ultravioleta no
microscopio (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Fonte: arquivo pessoal

Para ter seguranga de que as células embrionarias infectadas vao
transferir os transgenes para as células filhas, a injecao subzonal é realizada o
mais precocemente possivel. Desta forma, mais rapidamente as células irdo se
desenvolver para um animal transgénico (geragao FO). Neste processo, o
virus integra seu genoma nas ceélulas germinativas e o transgénico podera ser

transmitido a descendéncia (geragao F1) (Pfeifer, 2004).

Os resultados obtidos com a produgdo de animais transgénicos
(relacionados ao emprego de lentivetores) tém sido bastante satisfatérios e
podem ser considerados promissores. Este método surge como alternativa
para modificar geneticamente animais de uma forma mais rapida e rentavel
(PARK, 2007). A transgénese lentiviral poderia ser implementada para a
producdo de suinos transgénicos como modelos de doencas e de animais
doadores para o xenotransplante. Os vetores lentivirais também sao
importantes para o melhoramento genético de animais domésticos, assim como
para as pesquisas relacionadas a farmacéutica (WELLS et al., 1999;
HOFMANN, 2003; PARK, 2007).
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4.2.2 Experimento Il — Microinjecdo dos zigotos seis horas pos-

fecundacgédo com vetor lentiviral

Nesse experimento, foi avaliada a capacidade de produg¢ao de embrides
transgénicos de bovinos, microinjetandos com vetores lentivirais no zigoto seis
horas pés-fecundacao. Nesta etapa experimental foram utilizados 760 ovdcitos
bovinos, distribuidos em quatro tratamentos. Os resultados encontram-se

expostos na Tabela 2.

Tabela 2. Produgdo de embrides transgénicos, pelo método de microinjecéao

de vetores lentivirais nos zigotos seis horas pés-fecundacao

D7 D8

: , X
Rep Meio N Clivagem BL D7 BLD8 GEP+ GFP+

)

T1 5 CR2aa 269 72,1% (194/269)° (319‘}'2563)3 19,0% (51/269)°
0,

T2 7  SOF 232 45,0% (76/169)° (2143’233/2")8 12,5% (29/232)"
0,

T3 7 SOF 209 49,0% (75/153)° (2162/’2403)3 16,3% (34/209)*"

75,0% 77,8%

T4 7 SOF 233 40,8% (69/169)° 3,4% (8/233)°  3,8% (9/233)° @8  (719)

T 1: Controle 1; T 2: Controle sem microinjecdo; T 3: Controle TALP microinjetado; T 4:
Microinjetado Lentivirus
Valores com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas (P<0,05) pelo

teste do qui-quadrado.

Em relacdo as taxas de clivagem obtidas observa-se que o T1
apresentou uma maior taxa (P<0,05) do que a observada nos ovocitos do T2,
T3 e T4, com (72,1%, 45,0%, 49,0% e 4°,8%, respectivamente). Tal fato pode
ser explicado pela manipulagao a qual foram submetidos os possiveis zigotos,
do T2, T3, T4, ja que, apos seis horas do inicio da fecundacgdo in vitro, os
supostos zigotos foram retirados da gota de fecundacdo e submetidos a

remocdo completa das células do Cumulus. Este procedimento se faz
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necessario para permitir micromanipulagdo destes, no entanto, acaba
prejudicando o desenvolvimento inicial embrionario. Entretanto, foi possivel
notar que os valores de clivagem mais elevados para T1 em relagéo aos outros
tratamentos (T2 e T3) néo refletiram em maiores taxas de blastocistos Bl D7
entre estes tratamentos. Do mesmo modo, no T4 foi verificada a expressao do

GFP simultaneamente a de observacao da taxa de clivagem (Figura 11).

Figura 11: Embrides de bovinos microinjetados com vetor lentiviral.

Anadlise da expressao da GFP em embrides clivados. Micrografia de campo claro (A) e de
campo escuro (B) Embrides clivados expostos a radiacao ultravioleta, estereomicroscépio
(Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm), fluorescéncia verde produzida pela GFP. Aumento 40X.

Fonte: arquivo pessoal.

Observa-se que a taxa de blastocistos no dia 8 (BL D8) para os ovdcitos
fecundados do T1 (19,0%) e do T3 (16,3%) foi superior (P<0,05) que a
observada nos outros tratamentos. Na verdade, o valor superior de T1 no D8 é
um reflexo das maiores taxas de clivagem e maiores taxas de blastocistos
apresentadas anteriormente nos dias trés e sete, respectivamente. A taxa
superior do T1 pode ser explicada pelo fato que este grupo controle nao foi
sometido a nenhuma manipulacédo tanto de remocao das células do cumulos
como também permaneceram por 20 horas co-incubados com o0s
espermatozoides enquanto os grupos T2, T3 e T4, somente permaneceram por
seis horas co-incubados com os espermatozoides. A similaridade entre as
taxas de BL no D8 entre o T2 e T3 indicam que o procedimento de
microinje¢cdo com meio TALP (T3) nédo foi capaz de causar danos aos

embrides, a ponto de interferir no seu desenvolvimento, quando sao
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comparados ao desenvolvimento no D8. Portanto, mesmo provocando um
dano localizado (perfuragdo da ZP), acredita-se que esse procedimento n&o
seria capaz de provocar morte embrionaria. Entretanto, quando sé&o
comparados o T2 e T3 com o grupo microinjetado com lentivirus (T4),
cultivados em mesma atmosfera gasosa e utilizando os mesmos meios de
cultivo, pode-se notar que os valores significativamente menores de T4 néao
estao relacionados ao mecanismo de microinjecdo mas sim a presenca das
particulas de lentivirus. A partir deste fato pode-se inferir que esta particula,
quando inoculada em zigoto, se mostra prejudicial ao desenvolvimento dos
embrides até o estagio de blastocisto inicial. No entanto, a transgénese
lentiviral pela infeccdo dos zigotos tém sido ajustada para algumas espécies
alvo. Os primeiros estudos usando vetores lentivirais microinjetados em zigotos
relataram uma maior eficiéncia para gerar roedores (LOIS et al., 2002;
PFEIFER et al., 2002) e suinos transgénicos (WHITELAW et al., 2004;
HOFMANN et al., 2003).

Em contraste, transferéncia de genes em zigotos bovinos, bem como em
zigotos de primatas ainda n&o apresentaram resultados satisfatérios
(WOLFGANG et al., 2001; PFEIFER, 2004). A baixa eficacia de transgénese
lentiviral em macacos resultou na transferéncia de genes apenas em tecidos
extra-embrionarios (WOLFGANG et al., 2001). Ja em bovinos, Hofmann et al.
(2004) injetaram vetores lentivirais no espago perivitelino de zigotos e apenas
22% dos zigotos infectados desenvolveram até o estadio de blastocistos,
resultando, no nascimento de quatro bezerros mas nenhum deles transgénico.
Nesse estudo, a possivel causa da baixa eficiéncia pode ter sido a idade dos
zigotos que foram utilizados tendo em vista que os zigotos foram utilizados 18h
apo6s a fecundacao in vitro.

Sabe-se que a penetracdo espermatica durante a fecundacao in vitro
inicia-se com quatro horas de cultivo, a formagao dos pronucleus inicia-se com
quatro horas e dura até 11 horas enquanto a sintese de DNA (fase S) inicia-se
com 14 a 15 horas pés-fertilizagdo com duragao de 8 a 10 horas (LAURINCIK
et al., 1998). Neste sentido, deve-se considerar a influéncia da fase do ciclo
celular e do estado da cromatina sobre a integracédo de retrovirus. Alguns
retrovirus, como o HIV, podem se integrar em células que ndo estdo se

dividindo, mas a cromatina descondensada ou aberta pode facilitar o acesso e
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a integragao correta do genoma viral (BUSHMAN et al.,, 2005, CIUFFI e
BUSHMAN, 2006).

Ao se considerar um zigoto, os vetores lentivirais teriam uma integragéo
mais eficiente entre 14 a 24 horas apés inicio da fecundacédo, na fase S, onde
os sitios de integragao estariam acessiveis. Para isso, os zigotos deveriam ser
expostos aos vetores antes das 14 horas, ao contrario do avaliado no trabalho
de Hofmann et al. (2004). Este pode ser uma dos motivos pelo qual o uso dos
vetores em ovocitos maturados, seguidos da fecundagdo, foram mais
eficientes. Dessa maneira, acredita-se que uma das possiveis razdes para a
ineficiente transdugdo dos zigotos bovina poderia ser pelo genoma lentiviral
nao ser capaz de penetrar de forma eficiente no pronucleo bovino (PFEIFER,
2004). E provavel que no caso dos zigotos bovinos, a integracdo lentiviral
poderia ser significativamente retardada na presenga de uma membrana
nuclear (NALDINI et al.,, 1996; HOFMANN et al., 2004). Outra possivel
explicacdo para a baixa eficiéncia € que a infecgcao retroviral pode atrasar a
clivagem dos embrides, diminuindo assim a capacidade de integragdo do
complexo de pré-integragdo (CHAN, 1998). Isto pode ser um dos motivos pelo
qual o uso dos vetores em ovdcitos maturados, seguidos da fecundagéo, foram
mais eficientes. Estes achados corraboram com os resultados encontrados no
presente experimento.

O fato de T4 apresentar as taxas de blastocistos no D7 e no D8 inferior
aos outros tratamentos pode ser explicada, pelo fato do vetor lentiviral ter
causado, provavelmente, um efeito deletério na formacao de blastocistos. Isto
foi anteriormente confirmado por Chan et al. (2001) e por Wolfgang et al.
(2001) que relataram que as diferengas biolégicas de cada espécie animal
assim como aspectos basicos da técnica como o tempo, o ponto-de injec¢ao e
a quantidade do titulo lentiviral usado para a microinjec¢do. Estas condi¢des
podem representar um aspecto negativo no desenvolvimento embrionario
quando inocula-se o vetor lentiviral. Entretanto, alguns estudos indiquem que a
expressao da GFP pode reduzir a viabilidade ou interferir no desenvolvimento
de embrides transfectados (Hanazono et al., 1997).

Diferentemente de quando inoculado em ovaocitos, os genes do GFP nao
sdo totalmente expressos em blastocistos quando estes s&o micorinjetados em

zigotos. No presente estudo, foi possivel evidenciar que este gen foi expresso
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em Bl 7d e Bl 8d em 75,0 e 77,8% dos casos, respectivamente. Apesar da
maioria dos embrides expressar esse gen marcador, pode-se observar que
algumas estruturas acabam nao expressando-o (Figura 12). Esses achados
corraboram com Hofmann et al. (2003), que ao microinjetar vetores lentivirais
em zigotos de suinos conseguiram 70% de leitbes nascidos vivos
transportando o transgene, sendo que 65% destes suinos expressavam a GFP.
Estes mesmos autores relataram 45% da expressdo da GFP em blastocistos
de embrides bovinos. Ja Lois et al. (2002) conseguiram 90% da expressao do
GFP em pelo menos 80% dos camundongos transgénicos gerados. Whitelaw
et al. (2004) geraram suinos transgénicos utilizando vetores lentivirais
desenvolvidos a partir do genoma da anemia infecciosa equina, obtendo 31%
de animais transgénicos a partir de zigotos injetado com virus no espaco peri-

vitelino e 95% dos animais fundadores exibindo fluorescéncia verde.

Figura 12: Embrides de bovinos microinjetados com vetor lentiviral.

Andlise de expressao da GFP em embrides bovinos microinjetados com vetor lentiviral.
Embrides no estadio de blastocisto no dia 7 (BL D7 ). Micrografia de campo claro (A) e de
campo escuro (B) Embrides expostas a radiagdo ultravioleta, estereomicroscépio (Nikon,
SMZ800, filtro de 450-490nm) fluorescéncia verde produzida pela GFP. Aumento 40X. Fonte:

arquivo pessoal.

A expressdo do GFP pode ser uma ferramenta interessante para
resolver uma infinidade de perguntas na biotécnicas e na biologia do
desenvolvimento embrionario. Pode ser usado para estudar as modificacoes
epigenéticas, tais como a metilacdo do DNA (HOFMANN et al., 2006;
REICHENBACH et al., 2010). Além disso, € uma tecnologia promissora para
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estudar os processos biolégicos ja que permite uma visualizagdo precisa da
estrutura anatdbmica dos animais transgénicos expressando gene (eGFP), com
o fim de obter acesso a 6rgéos e tecidos in vivo (AL-GUBORY e HOUDEBINE
2006). Outra importante aplicacdo da expressao da GFP em embrides bovino
transgénico € a investigacao das interagdes materno-embrionaria (SPENCER
et al., 2008; BAUERSACHS et al., 2009).

Em estudo recente, Reichenbach et al. (2010), investigaram a
transmissdo de GFP através da linha germinal masculina e feminina em
bovinos. Uma fémea transgénica fundadora foi submetida a tratamento de
superovulagdo e inseminacdo com sémen de um touro nao transgénico,
resultando no nascimento de um bezerro transgénico expressando GFP.
Também foi utilizado o sémen de um touro transgénico fundador para realizar a
FIV, em ovécitos de vacas nao-transgénicas. Assim, 93% dos blastocistos
produzidos da fertilizagcdo in vitro expressaram o GFP. Isto culminou no
nascimento de um bezerro transgénico expressando alto nivel consistente de
GFP. Desta forma, foi demonstrando que o padrdo de heranga da integragéo
lentiviral na linha germinativa de animais fundadores é consistente com as
regras mendelianas. Ja Wang et al. (2010) constataram que o nivel de
expressdo GFP é capaz de se manter relativamente constante pelo menos em

sete geragdes de camundongos transgénicos.

4.2.3 EXPERIMENTO Ill. Efeito da tricostatina em embrides clones

modificados geneticamente com GFP

Para a realizagédo deste experimento, os fibroblatos bovinos transgénicos
foram produzidos a partir da transfeccdo com vetor lentiviral contendo o
transgene GFP (Figura 13), os quais foram cultivados até a 12 passagem e
criopreservados em DMSO. Antes da TNCS as células foram descongeladas e
cultivadas por 24 h. As células que se apresentavam positivas para GFP foram
usadas como doadoras de nucleo nos embrides tratados ou ndo com

tricostatina.

Os resultados da traducdo viral em células dependem de diversos

fatores, como concentragao celular inicial plaqueada, tipo celular, concentragao
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viral adicionada ao cultivo, entre outros. Assim como nas transfecgoes,
portanto, a positividade de células expressando o transgene apés a tradugao é
variavel (BRESSAN et al., 2008b). Essa caracteristica permite a quantificagao,
o0 posicionamento gendmico e a confirmacado da expressdo do transgene,
possibilitando o estabelecimento de linhagens de interesse. Assim, quando as
células dadoras transfectadas sdo adequadamente selecionadas, levam
eventualmente ao nascimento de proles exclusivamente portadoras da
modificagdo genética (BORDIGNON et al.,, 2003; HYUN et al., 2003;
LISAUSKAS et al., 2007; BRESSAN et al., 2008). Em um estudo conduzido por
Tang et al. (2012), fibroblastos transgénicos para uso em transferéncia nuclear
(TN) foram gerados por transfec¢éo lentiviral em ovelhas. O presente estudo
mostrou que 99,4% das células trasfectadas exibiram fluorescéncia verde.
Ainda observou-se que cerca de 20% os ovdcitos reconstruidos desenvolveram

até estadio de morula, expressando GFP.
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Figura 13: fibroblastos de bovinos modificados geneticamente com GFP. (A) Células
doadoras de nucleo (Fibroblastos) modificadas geneticamente, campo claro. (B) Imagem
referente a fluorescéncia verde produzida pela GFP, expostas a radiacdo ultravioleta
estereomicroscopio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm). Aumento 40X. Fonte: arquivo
pessoal.

Neste experimento, foi avaliado o efeito do tratamento da TSA sobre o
desenvolvimento de embrides clones bovinos, reconstruidos com células
somaticas geneticamente modificadas com GFP. A tabela 3 mostra os
resultados de clivagem, producdo de blastocistos e taxa de embrides

expressando a proteina GFP. Nao houve diferenca (P>0,05) na taxa de
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blastocistos de embrides clones tratados com tricostatina (18,1%) quando
comparada com embrides nao tratados (6,8%). Quando a taxa foi calculada a
partir de zigotos clivados, a produgao foi superior (P<0,05) para os embrides
tratados com tricostatina. Em ambos tratamentos, todos blastocistos gerados
expressaram a proteina GFP, ao contrario dos embrides partenogenéticos. A
Figura 14 mostra blastocistos clones tratados com tricostatina e expressando o
GFP.

Tabela 3. Desenvolvimento in vitro de embrides clones transgénicos tratados
com inibidor de histona deacetilase (tricostatina) nas 11-12 primeiras horas
apods reconstrugao

Tratamento N° Clivagem Blastocistos Blastocistos sobre Propor¢éo

(%) (%) clivados de embrides
GFP+
NT-Trico 49 66,1114,4° 18,1+4,0° 26,7+3,8° 100%
NT 55 72,9+11,3° 6,8+2,3° 10,3%3,6" 100%

NT-Trico: embrides clones submetidos a tricostatina; NT: embrides clones ndo submetidos a
tricostatina. Valores com letras sobrescritas diferentes indicam diferenga (P<0,05) entre
tratamentos.

Observa-se neste estudo que o tratamento com a tricostatina apresentou
um efeito positivo sobre o desenvolvimento de embrides modificados
geneticamente, ao contrario do observado com embrides clones modificacdo
genética sem o tratamento com tricostatina A. Bordignon et al. (2003)
modificaram fibroblastos fetais de bovinos com a proteina verde fluorescente
(GFP) utilizando fibroblastos como células dadoras de nucleo na reconstrugao
ovocitaria. Estes pesquisadores observaram que o GFP tornou-se detectavel
na fase de 8 - para 16 células, e manteve-se positiva em todas as fases
posteriores. Apdés 0 nascimento os bezerros clonados apresentaram um
desligamento parcial da expressao da GFP, sugerindo um silenciamento

irreversivel de transgenes.



Figura 14. Embrides clones tratados com tricostatina e expressando a proteina GFP. (A-
B) Embrides clones transgénicos, campo claro. (C-D) Embrides clones transgénicos, expostas
a radiacao ultravioleta. Fluorescéncia verde produzida pela GFP. Fonte: arquivo pessoal.

Alguns estudos relataram que a produgao de embrides € menos eficiente
quando se usa células geneticamente modificadas (ZAKHARTCHENKO et al.,
2001; ARAT et al., 2002,). Isso pode ser devido ndo somente a modificagdo
genética, mas também devido ao processo de indugdo da modificagcdo e
selecdo das células modificadas. Neste procedimento, as células séao
cultivadas por diversas passagens a fim de confirmar o sucesso da transgenia
e estabelecimento da linhagem celular. Contudo, o cultivo por longo tempo
pode prejudicar a viabilidade da célula, causando alteragbes cromossdmicas ou
mesmo interferir na reprogramagao do nucleo. O uso da tricostatina neste tipo
de células pode ser mais favoravel ao desenvolvimento do embrido clone
quando comparado com as células jovens, com poucas passagens cultivo.
Outro ponto a ser observado € que a células doadoras geneticamente
modificadas n&o foram induzidas a quiescéncia como as células sem

modificagdo genética. Apesar de estudos terem relatos que a quiescéncia néo
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€ necessaria para o sucesso das TNCS (CIBELLI et al., 1998; VIGNON et al.,
1999), a tricostatina pode favorecer a reprogramacao nas células transgénicas
sem induc&o da quiescéncia. Neste sentido, lager et al. (2008) utilizaram TSA,
para observar o efeitos que tinha sobre o desenvolvimento e na acetilagao das
histonas de embrides clonados de bovinos pré-implantados. Eles perceberam
que o tratamento com TSA em embrides TNCS resultou numa taxa de
desenvolvimento semelhante a do tratamento controle aos embrides produto
da fertilizagdo in vitro e significativamente maior do (embrides clones né&o
tratados com TSA). Os dados aqui apresentados demonstram que a TSA pode

melhorar o desenvolvimento embrionario de clones de bovinos.
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5 CONCLUSOES

A microinjecdo do vetor lentiviral nos ovdécitos bovinos antes da
fecundacao diminuiu a taxa de desenvolvimento embrionario.

A microinjegéo do vetor lentiviral nos zigotos seis horas pos-fecundagao
resulta em baixa taxa de desenvolvimento embrionario.

A adicdo do marcador GFP nos vetores lentivirais, facilita a identificagao
de embrides transgénicos de bovinos, a partir da clivagem.

A transferéncia génica mediada por microinjegdo de vetores lentivirais
nos ovocitos e zigotos de bovinos resulta na expressdo da proteina
fluorescente verde GFP.

A tricostatina A promove aumento da produgdo de embrides clones
gerados de células geneticamente modificadas, sem interferir na expressao do
transgene durante o periodo pré-implantacional.
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ANEXOS

Mapas dos plasmideos utilizados na montagem do vetor lentivirais.

A. Mapa plasmideo pMDLg/pRRE.

Bam H1 (2)
Neo 1(21)

Stv 1(21)
RBam 111(33)
Sea 1(8454) Spe 1(176)
puC19 Nde 1(411)
Not 1 (6953) CMV
Spe 1(6946) Sna BI(517)
Poly A Neo 1(537)
Sty 1(6467) .\;\“{-. Sty 1(537)

Sty 1(6275) 3 Sac 1(745)
Eco R1(6158) Asp TI8 (848)
Sty 1(6055) 3 Kpn 1(852)

. RRE | pMDLg pHRE Sf:r I (858)
Sty 1(5787) =% 8895 bp . SD
Nor 1(5768) s ¥ Bam 111 (860)
Eco R1(5757) SA

Eco R1(1416)
I.N{'rr 1(1436)
Sty 1(1436)

Sea 1(5252)
Sca | (4879)
Kpn 1(4812)

Asp 718 (4808) Cla 1(1479)
Kpn 1 (484) Sty 1(1727)
Asp TI8 (4480) Pst 1(2067)
Sty 1(2128)

Spe 1(2155)
Sca 1(2160)
Spe 1(2161)
gag
Mun 1(2622)
Sty 1(2665)
Sea 1(3407)
Pst 1(3497)
Sca 1(3526)
Leo RV (3633)

pol

pMDLg/pRRE com os genes gag e pol que codificam proteinas que formam o capsideo e
enzimas essenciais para a replicagdo: gag, que codifica as principais proteinas estruturais, pol,
responsavel por codificar trés proteinas especificas do retrovirus a transcriptase reversa, a
integrasse e a protease , e RRE, um sitio de ligagdo para a proteina Rev que facilita a
exportacao do RNA do nucleo. Este plasmideo nao inclui Rev. Tipo do vetor: empacotamento.
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B. Mapa plasmideo pRSV-Ver.

pUC19

Eco R1(232)

Mlu 1(256)

RSV prom

Eco R1(541)
Xho 1(635)
Sac 1(642)
Bam 111 (929)
REV

pUC19+Amp R
Sca 1(2681)

pRSV-Rev. com gene Rev que codifica a proteina Rev que permite a transcrigdo dos genes
gag e pol do plasmideo pMDLg/pRRE . Tipo do vetor: Empacotamento.
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C. Mapado plasmideo pMD2.

Bam 111 (2)
Nco 1(21)
Sty 1(21)
Bam 111 (33)
Spe 1(176)
Sca 1(5383) _ Nde 1(411)

/(’ CMV
/ _ Sna BI (517)
/ & Nco 1(537)

/ N Sty 1(537)
/ Y\
O Sac 1(745)
| |
I pMD2.G e Asp 718 (848)
\ Kpn 1(852)
\ Sac 1 (858)
\

Not T (3882) Bam 1 1 (860)
Spe 1(3875) \

Sty 1(3396)

\ﬁ,‘#\ Eco R1(1416)
beta-globin pA f Cla 1(1430)

beta-globin intror

Sty 1(3204) Nde 1(1967)
FEco R1(3087) Neo 1(2046)
Sty 1(2046)
VSV-G

Pst 1(2239)
Asp 718 (2459)
Kpn 1(2463)
Nde 1 (2584)

pMD2.G com o gene que codifica a glicoproteina do virus da estomatite vesicular (VSV-G)

presente na membrana do vetor viral que Ihe permite interagir com receptores na célula-alvo.
Tipo do vetor: Envelope.
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D. Mapa do plasmideo pLGW.

CMVP

RSV enh/prom

Bglll (250)

Sacl (268)

Hindlll (308)

\cd (459)
s\ PackgSign

Hindlll (7554)

pUC ori

E Hindlll (864)
v -{,': RRE
DLG\ Hindlll (1448
7550 bp

Sall (1815)

bla Prom cPPT
\ Smal (1967)
SV40 PolyA b, . CMVP
Hindlll (4210 R Sad (2584)
2\— RO
DU3/3'LTR o Hindlll (2655)

Sacl(4170)
BamHI (3408)

Balll (4111) WPRE

Bglll (4045)
BamHI1(4003)

pLGW com o gene que codifica a proteina fluorescente verde e as sequéncias de
recombinagao e montagem para armazenagem da molécula de transcricdo GFP dentro do
vetor viral.



