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RESUMO

BRESSAN, F. F. Producdo de animais transgénicos por transferéncia nuclear como
modelo de estudo biologico. [Production of transgenic bovine by nuclear transfer: model for
biological studies]. 2008. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2008.

A produgdo de animais transgénicos possui aplicagdes que envolvem desde a pesquisa basica
a produgdo agropecuaria. O recente progresso na clonagem animal por transferéncia nuclear
(TN) possibilitou a producdo de animais transgénicos utilizando linhagens de células doadoras
de nticleo previamente modificadas geneticamente. A possibilidade de manipulacdo genética,
estudo da expressdo génica e adequada selecdo da célula doadora de nucleo na TN ndo
somente pode garantir a presenca da construgdo génica em toda a prole, como também pode
evitar a producdo de animais portadores de modificagdes indesejaveis resultantes da inser¢ao
do inserto em regides codificantes do genoma, em decorréncia da insercdo aleatdria das
técnicas de transferéncia génica mais comuns. Este trabalho teve como objetivo geral produzir
animais transgénicos a partir de transferéncia nuclear utilizando como células doadoras de
nicleo fibroblastos modificados geneticamente por transdugdo lentiviral. Objetivos
especificos foram a produgdo e caracterizagao de linhagens de fibroblasto fetal portadores do
gene da Proteina Fluorescente Verde (eGFP) quanto a selecdo da expressdo do transgene,
passagem celular e posicao da inser¢do do transgene e sua utilizagdo na técnica de
transferéncia de nucleos para a andlise da competéncia de desenvolvimento a blastocisto e
estabelecimento de gestacdes. Para tal, fibroblastos fetais bovinos foram transduzidos pelo
sistema lentiviral. Células expressando o gene da eGFP foram selecionadas por citometria de
fluxo e utilizadas como doadoras de nticleo na TN. Foram analisados o efeito do periodo de
cultivo dos fibroblastos, assim como o efeito da reclonagem na competéncia de
desenvolvimento a blastocisto e estabelecimento de gestagdes. O cultivo celular submetido a
reclonagem foi analisado quanto a posicdo de insercdo do transgene, sendo constatado nos
fetos produzidos neste experimento a presenga de uma inser¢ao unica em regido nao transcrita
do cromossomo 14. Nao houve efeito neste experimento do tempo de cultivo na competéncia
de desenvolvimento a blastocisto, mas houve efeito benéfico da reclonagem celular. Além
disso, foram obtidos 4 fetos, sendo 3 transgé€nicos, dos embrides transferidos provenientes das
TNs que utilizaram células transgénicas de insercao aleatoria em baixas e altas passagens e 6

fetos dos 37 embrides transferidos provenientes das TN que utilizaram células reclonadas,



sendo todos transgénicos. Conclui-se que a producdo de células transgénicas mediante
mecanismo de transdugdo lentiviral, pode resultar, apés TNCS, em embrides geneticamente
idénticos a células doadora capazes de sustentar o desenvolvimento in vitro a blastocisto e o
estabelecimento de gestagdes. Finalmente, sdo discutidos fatores ligados ao processo de

selecdo e reclonagem que aumentam a eficiéncia da produgdo de gestagdes por TNCS.

Palavras-chave: Transgenia. Transferéncia nuclear. Bovino. GFP.



ABSTRACT

BRESSAN, F. F. Production of transgenic bovine by nuclear transfer: model for
biological studies. [Producao de animais transgénicos por transferéncia nuclear como modelo
de estudo bioldgico]. 2008. 86 f. Dissertacio (Mestrado em Medicina Veterindria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga,
2008.

Genetically modified animals have numerous applications ranging from basic research to
agriculture production. Recent progress in animal cloning by nuclear transfer (NT) has made
possible the production of transgenic animals using previously genetically modified cell
lineages. The possibility of genetic manipulation, gene expression studies and adequate
selection of the nuclei donor cell for NT not only can guarantee the presence of the gene
construction in the offspring, but also can avoid the production of animals that carries
undesirable characteristics, often as a result of the random insertion of transgenes in
transcripted areas of the genome. General objective of this study was to produce transgenic
animals by nuclear transfer using lentivirus-genetically modified nuclei donor fibroblasts.
Specifically, objectives were the production and characterization of fetal fibroblasts lineages
expressing eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein, eGFP) gene in different cell passages
regarding transgene insertion position and its use for the nuclear transfer procedure. The
potential of blastocyst development and pregnancy establishment were analyzed in embryos
reconstructed with late and early passages and with clonal or random insertion of transgenes
(recloning). For that, bovine fetal fibroblasts were transduced with lentiviruses. eGFP
expressing cells were selected by flow citometry sorting and used as nuclei donor cells for
NT. Transgene integration site of the cell culture submitted to recloning was analised. It was
observed that an unique insertion in a non-transcribed area of chromossome 14 was present in
the fetuses recovered in this recloning experiment. No effect of culture time on development
of blastocysts was observed, however, there was a beneficial effect of the cell recloning
Besides, 4 fetuses (3 of them were transgenic) were obtained when 64 embryos reconstructed
with random transgene position cells in late and early passages were transferred and 6 fetuses
were obtained when 37 embryos reconstructed with recloned cells were transferred (all of
them were transgenic). In conclusion, lentivirus transduction was able to produce transgenic
cells with a stable expression of the transgene. These cells, when used for SCNT, can be

reprogrammed and genetically identical embryos able to sustain in vitro culture, pregnancy



establishment and recognition. Finally, recloning and cell selection procedures are discussed

as a possible approach to increase pregnancy efficiency after TNCS.

Key words: Transgenesis. Nuclear transfer. Bovine. GFP.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia transgénica ocupa um papel de destaque nos avangos da biotecnologia. A
possibilidade de manipulacdo genética in vitro de organismos revolucionou o entendimento
sobre processos bioldgicos e moleculares, abrindo uma grande oportunidade de praticar a
ciéncia de um modo antes ndo imaginavel. A adi¢cdo ou a inativagdo de genes de interesse em
plantas ou em animais resulta em iniimeras aplicagdes na biomedicina, na biologia molecular
e na agropecuaria. Via de regra, as aplicagdes, como a produgdo de produtos farmacologicos,
a producdo de modelos para estudos de doencas animais ou humanas, a melhoria de
caracteristicas de produgdo animal, o estudo da regulacdo e expressdo génica, entre muitas
outras, sao diretamente ou indiretamente relacionadas ao bem estar do Homem (JAENISCH et

al., 1988; HOUDEBINE et al., 2005).

Os primeiros sucessos na tecnologia de transferéncia de genes em modelos animais
datam do come¢o da década de 80. Brinster et al., em 1980, apds microinjecao
intracitoplasmatica, observou que o zigoto murino traduziu tanto o RNA mensageiro (RNAm)
de globina de coelho quanto de camundongo. Gordon e Ruddle, em 1981, desenvolvendo a
técnica de microinjecdo pronuclear em zigotos, introduziram o termo “transgénico” pela
primeira vez, produzindo camundongos geneticamente modificados pela introdu¢do de DNA
exogeno em embrides em fases iniciais do desenvolvimento. Atualmente, o termo transgenia ¢
considerado como a introdugdo de uma ou mais seqliéncias de DNA exo6geno no genoma de
organismos pluricelulares capazes de serem expressas mediante a formacao de uma proteina

funcional, modificagdo esta transmitida a progénie da espécie manipulada.

Outro importante marco na transgénese animal foi a introdu¢do do gene do hormodnio
de crescimento de rato e do promotor da metalotioneina do camundongo em zigotos de rato,
através da microinjecdo, em 1982 (PALMITER et al., 1982), quando pela primeira vez
provou-se que o animal transgénico pode produzir grandes quantidades de determinada
proteina e assim, tornar-se um biorreator. A partir de entdo, muitas outras tecnologias foram

desenvolvidas para a transferéncia de genes de interesse em animais. A primeira espécie



Introducdao 15

animal de producao transgénica foi produzida somente alguns anos apds, em 1985, também
via microinje¢do de DNA exo6geno em prontucleos de zigotos ovinos e suinos, além de coelhos

(HAMMER et al., 1985).

Muitos sdo os métodos utilizados na manipulagdo genética de organismos:
microinjecao pronuclear de DNA exdgeno em zigotos (GORDON et al., 1981; HAMMER et
al., 1985), transferéncia de DNA mediada por espermatozoide durante a fertiliza¢do in vitro
(GANDOLFT et al., 1998), transferéncia de DNA para células ou embrides mediada por
lipossomos, eletroporacdo de DNA em espermatozoides, zigotos ou embrides, injecdo de
células embriondrias previamente modificadas em blastoceles e a transferéncia nuclear de
células somadticas ou embrionarias também previamente geneticamente modificadas
(SCHNIEKE et al.,, 1997; CIBELLI et al., 1998, WHEELER 2003). O principal fator
limitante de todas as técnicas é a baixa eficiéncia, tornando-as caras e laboriosas. A
microinjecao, por exemplo, a mais comum das metodologias, produz aproximadamente 2% de
camundongos transgénicos (PALMITER et al., 1982MONTOLIU et al., 2004), 0,1 a 0,5% de
suinos (NAGASHIMA et al., 2003), 0,01 a 0,1% de cabras ¢ ovelhas (BALDASSARRE et
al., 2003; KEEFER, 2004) ¢ um numero ainda menor de bovinos. Estas técnicas também ja
demonstraram que a inser¢do do transgene no genoma hospedeiro ¢ predominantemente
aleatoria (CLARK et al., 2000), o que torna a expressdo transgénica, quando presente, de
regulagdo imprevisivel. Tal fato ¢ importante por que a expressdo de um transgene ¢
influenciada pela sua localizagdo no DNA gendmico, ou seja, seu posicionamento em relagao
a elementos de controle transcricional, regides de heterocromatinas nao-transcritas dos
cromossomos, além de outras regides silenciadas. Também, como desvantagem da inser¢ao
aleatdria, a integra¢do pode causar um efeito knock-out ndo intencionado (RULICKE, 2000;
WILLIAMS, 2008). A area de DNA genomico proxima a regido de integracdo do inserto
pode ter, frequentemente, sua expressao alterada, uma vez que podem ocorrer varias formas
de duplicagdo, delecdo ou rearranjo da seqiiéncia como conseqiiéncia da incorporagdo do
transgene. As mudangas fenotipicas resultantes podem ser cruciais para o bem-estar animal ou
mesmo para a criagdo ¢ manuteng¢do de linhagens transgénicas (RULICKE, 2000; DUNN et
al., 2005).

Um exemplo deste fenomeno foi relatado por Punzon et al., em 2004, que detectaram

a variabilidade da secre¢do do fator estimulante de colonias de granuldcitos e macréfagos
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(granulocyte macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF) em camundongos transgénicos
era independente do numero de copias e pode ter sido resultante de um efeito de posicao do
inserto, levando a ativacdo de mecanismos de silenciamento. O mesmo efeito também foi
achado por Hofmann et al., em 2006, que encontraram que o sitio de integragdo do transgene
pode severamente afetar a expressdo do gene codificador da Proteina Fluorescente Verde

(Green Fluorescent Protein, GFP), um conhecido gene reporter.

Muitos estudos ainda sdo necessarios para o entendimento e relacionamento entre o
padrdo e o nivel de expressdo de uma construc¢do introduzida em uma determinada célula e
sua localizacdo cromossomal. Felizmente, metodologias vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de aumentar o entendimento e sucesso nesta area. A técnica de transferéncia nuclear
(TN), aliada a eficiente modificagdo genética da célula doadora de ntcleo apresenta vantagens
importantes quando comparada a outras técnicas, incluindo a bem caracterizada injecao

pronuclear.

Este trabalho teve como objetivo geral produzir animais transgénicos a partir de
transferéncia nuclear utilizando como célula doadora de nucleo fibroblastos modificados
geneticamente por transducdo lentiviral. Objetivos especificos foram a producdo e
caracterizagdo de linhagens de fibroblastos fetais portadores do gene da Proteina Fluorescente
Verde (eGFP) quanto a selecdo da expressao do transgene, passagem celular e posi¢dao da
insercdo do transgene e sua utilizacdo na técnica de transferéncia de nicleos para a andlise da

competéncia de desenvolvimento a blastdcito e estabelecimento de gestacdes.



HIPOTESES




Hipdteses 18

2 HIPOTESES

A introducdo do gene da eGFP em fibroblastos fetais bovinos via agdo lentiviral

permite a criacao de linhagens celulares expressando a eGFP de maneira estavel.

As células produzidas e selecionadas pela expressao do eGFP resultam em producao

de embrides e fetos transgénicos por TNCS.

Os procedimentos de selecdo e cultivo celular interferem nas taxas de

desenvolvimento de embrides transgénicos produzidos por TNCS
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3 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo tem como objetivo apresentar opgdes metodologicas para a produgdo de
animais geneticamente modificados, que permitem superar os desafios e aumentar os indices
de sucesso da técnica. Discute-se em particular a viabilidade da utilizacdo da transferéncia
nuclear de célula somatica (TNCS) como método de escolha para o procedimento. Serdo
abordados os conceitos de transferéncia nuclear, tecnologia de transferéncia de genes, a
selecdo da célula doadora de nucleo para a TN e a aplicabilidade de animais transgénicos

produzidos por transferéncia nuclear.

3.1 Transferéncia nuclear

A TN consiste na fusdo de uma célula (célula doadora de nicleo) com um odcito
enucleado (citoplasto receptor) e na ativacdo deste conjunto. Havendo sucesso, o nucleo
celular serd reprogramado e dara inicio ao desenvolvimento embrionario. Cada embrido assim

reconstruido sera geneticamente idéntico a célula doadora de ntcleo.

A producao de animais transgénicos a partir de células modificadas geneticamente
permitiu grandes avangos técnicos na produgdo de animais transgénicos. O DNA exdgeno
pode ser incorporado no genoma estudado e a insercdo e expressdo do transgene verificada

antes da utilizacdo destas células na producao animal.

Os primeiros experimentos de transferéncia nuclear em mamiferos, tanto de
laboratério quanto de producdo, foram realizados utilizando células embrionarias ndo
modificadas como células doadoras de nucleo. Respectivamente, Illmensee e Hoppe, em

1981, em camundongos, ¢ Willadsen, em 1986, em ovinos, assim como outros grupos de
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pesquisa da época acreditavam na pluripotencialidade das células embrionarias para o sucesso

da reprogramagao nuclear e desenvolvimento dos demais tipos celulares de um organismo.

Células-tronco embriondrias sdo linhagens obtidas de embrides nos estagios iniciais
de morula ou blastocisto. Tais células sdo capazes de participar da formag¢ao de todos os
tecidos, incluindo gametas. O DNA exogeno pode ser incorporado nestas células, que apos
selecdo, sdo introduzidas em odcitos enucleados ou mesmo em embrides em estagio pré-
implantacional. Quando introduzidas em embrides, uma determinada propor¢do das células-
tronco tornam-se parte deste embrido. Uma vez que os embrides sdo transferidos para fémeas
receptoras, os individuos originados podem se tornar quimeras, ou seja, portadores de células
geneticamente modificadas em somente alguns de seus tecidos (VOSS et al., 1997;
BRADLEY et al.,, 1984). Em camundongos, células-tronco embrionarias sdo uma boa
alternativa a outras técnicas de producao de animais geneticamente modificados, pois ndo s6
permitem a correta modificacdo genética por meio de selecdo, mas também possibilita que,
uma vez que algumas das células germinativas contenham o transgene, o DNA exdgeno possa
ser transmitido para a progénie por heranca mendeliana por reprodu¢do sexuada. Porém,
células-tronco embrionarias pluripotentes ainda nao foram completamente caracterizadas em
animais de producao (MUNOZ et al., 2008) . A utilizagdo de células “semelhantes as células-
tronco” (stem cell-like), que sdo células epitelidides que se assemelham aos cultivos de célula-
tronco e que guardam certa pluripoténcia, ndo permitiu até o momento a transmissdo da
modificacdo genética a prole (NOTARIANNI et al., 1997; WHEELER 1994, SCHNIEKE et
al., 1997). De fato, esta ¢ a principal limitacdo da utilizacdo de células-tronco embriondarias na

producdo de animais de produgdo transgénicos.

A utilizagdo de células somadticas na produ¢do de animais transgénicos oferece grande
flexibilidade aos pesquisadores. Células somaticas tanto de animais de producdo, de
laboratorio, ou mesmo de animais silvestres e de companhia sdo facilmente manipuladas e
cultivadas in vitro, provendo um amplo estoque de material genético desejado. Utilizando a
clonagem de células somadticas, a produgdo de ovelhas transgénicas foi 2,5 vezes mais
eficiente do que se usando microinje¢do (HOUDEBINE, 2000). Esse método também permite
que pesquisadores estudem o transgene integrado e mantenham as células somaticas

geneticamente modificadas congeladas até a clonagem.
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Wilmut et al. (1997) reportaram o nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero
clonado a partir de células somaticas adultas cultivadas em laboratorio. Este estudo, na verdade,
teve como objetivo principal o estabelecimento de uma metodologia eficaz para a producao de animais
de produgdo transgénicos. (PANNO, 2005) e de fato essa técnica foi logo implementada para
obtencdo de ovelhas transgénicas. Mais recentemente, uma variedade de células somaticas
geneticamente modificadas permitiu a producdo de animais transgénicos apos transferéncia
nuclear: fibroblastos fetais (CAMPBELL et al., 1996), células do cumulus (WAKAYAMA et
al., 1998), células musculares (SHIGA et al.,, 1999) e células epiteliais mamarias

(ZAKHARTCHENKO et al., 1999), entre muitas outras.

Logo ap6s o nascimento da ovelha Dolly (WILMUT et al., 1997), a TNCS foi
utilizada sem grandes modificacdes e com sucesso na producdo de varias espécies de animais
de produgdo transgénicos (SCHNIEKE et al., 1997; CIBELLI et al., 1998), promovendo um
aumento substancial na propor¢cdo de animais vivos transgénicos (POLEJAEVA e

CAMPBELL, 2000; KUROIWA et al., 2002).

As etapas do procedimento de transferéncia nuclear estdo sumarizadas na figura 1. O
cultivo e selecdo de células doadoras de nucleo € particularmente importante para o sucesso
da técnica, como sera discutido nesta revisdo. Odcitos sdo obtidos através da aspira¢do de
ovarios, provenientes de abatedouros ou de fémeas selecionadas. Odcitos sdo maturados in
vitro e selecionados quanto a extrusdo do 1° corpusculo polar para a confirmagdo da
maturacdo. A enucleacdo destes oocitos ¢ feita pela retirada do material genético por
aspiracdo com micropipetas. A introducdo da célula geneticamente modificadas no espago
perivitelinico do oocito também ¢ realizada através do sistema de micromanipulacdo. Os
complexos célula-ooplasto sdo submetidos a pulsos elétricos, para que ocorra a fusdo das
membranas celulares, e posteriormente a ativacdo quimica dos conjuntos. Havendo sucesso
em todas as etapas, o material genético da célula serd reprogramado e o desenvolvimento
embrionario serd iniciado. O cultivo in vitro destes embrides ¢ realizado por sete dias, quando
entdo os embrides que alcancaram o estagio de blastocisto sdo transferidos para fémeas

receptoras para estabelecimento da gestacdo, ou entdo, sdo direcionados a estudos especificos.
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Figura 1: Esquema representativo das etapas da transferéncia nuclear utilizando células
somdticas transgénicas como doadoras de nucleo. (1) transdu¢do lentiviral. (2)
selecdo das células que expressam o transgene. (3) Maturacdo in vitro de oocitos.
(4) Selecao dos odcitos que extruiram o 1° corpusculo polar. (5) Enucleagdo do
odcito: retirada da placa metafasica. (6) Introducao de uma células transgénica no
espaco perivitelinico do citoplasto receptor. (7) Eletrofusdo das membranas. (8)
Ativacdo quimica dos complexos. (9) Cultivo in vitro dos embrides e inovulacao

em fémeas receptoras
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3.2 Técnica de transferéncia de genes

Uma das grandes vantagens da técnica de transferéncia nuclear na produgdo de
animais transgénicos, e talvez a mais importante, ¢ a possibilidade da manipulacdo genética
das células que servirdo como doadoras de nucleo, produzindo animais geneticamente
idénticos a célula selecionada. A modificagdo genética destas células pode ser obtida
aplicando-se diversas metodologias, sendo as mais comuns a transfeccio de DNA exogeno

por lipossomas, por eletroporagdo e a transducdo por vetores virais.

Lipossomas consistem em camadas de lipideo semelhantes a lipideos de membrana.
Sdo compostos catidnicos capazes de interagir espontaneamente com moléculas de DNA,
formando complexos lipideo-DNA. A introdu¢do do DNA nas células ocorre através da fusdo
do complexo lipideo-DNA com as membranas celulares. A técnica ¢ simples, porém, os
resultados sdo bastantes varidveis. Dependentes de diversos fatores, obtém-se zero a
aproximadamente 50% das células expressando o transgene (OLIVEIRA et al., 2005) porém,
a maior parte desta expressdo ¢ transiente, ou seja, o DNA transcrito ndo ¢ integrado no
material genético celular. Para que ocorra esta integragdo, ¢ necessario que, em condigdes
propicias, parte deste DNA chegue espontaneamente ao nucleo. Uma série de fatores
prejudica a eficiéncia da técnica, como o tamanho e carga elétrica do DNA exdgeno e

diversas barreiras enzimaticas e de membranas (FELGNER et al., 1987) resultando na baixa

eficiéncia da técnica (MELO et al., 2005)

Na eletroporagdo, o DNA de interesse ¢ incubado em solugdo com as células-alvo. A
solucao ¢ submetida a um pulso elétrico de curta duragdo e alta voltagem, o que provoca
desestabilizacdo e a abertura de poros nas membranas celulares, permitindo a entrada do
DNA. Como na lipofec¢do, o DNA precisa atingir o nlicleo para que haja a possibilidade de
integracao estavel ao genoma. Desvantagens sdo, além daquelas também mencionadas para a

lipofecgao, a possivel formacao de animais mosaicos € nao transgénicos.

Avangos recentes nos sistemas retrovirais de tecnologia de transferéncia génica

possibilitaram a perspectiva da terapia génica e do estabelecimento de modelos transgénicos
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animais (YANG, 2007). Os lentivirus pertencem a vasta familia dos retrovirus, que possuem
uma alta capacidade intrinseca de integragdo ao genoma. Os retrovirus sdo considerados
veiculos naturais de transferéncia de material genético ao genoma de células de mamiferos
(LINNEY et al., 1999; HOUDEBINE 2002). Por meio de uma insercdo aleatoria da
constru¢do de interesse no genoma hospedeiro, os retrovirus possuem o potencial de
promover uma transducdo eficiente, estavel e duradoura em uma grande variedade de tipos
celulares in vitro e in vivo (GROPP et al., 2003; HOFFMAN et al., 2003). Além disso, em
relacdo aos outros virus componentes da familia dos retrovirus, os lentivirus apresentam
vantagens. Podem inserir genes especificos em cromossomos de células-alvo em divisdo ou
ndo, pois seu complexo pré-integracao ¢ transportado ativamente para dentro do nucleo
(NALDINI et al., 1996; FOLLENZI et al., 2000). Finalmente, o “silenciamento” de genes
inseridos ainda ndo foi observado quando lentivirus foram utilizados na transgénese (LOIS et
al., 2002; IKAWA et al., 2003, GROPP et al., 2003). Além disso, a utilizagdo de um sistema
de transducdo em células in vitro torna possivel a avaliacdo da natureza de promotores tecido-

especificos antes da aplicacdo destes em estratégias de terapia génica (LOIS et al., 2002).

Diversos animais transgénicos ja foram produzidos utilizando-se o sistema lentiviral,
como por exemplo, ratos (MICHALKIEWICKS et al., 2007), camundongos (LOIS et al.,
2002), bovinos (HOFMANN et al, 2004), suinos (HOFMANN et al., 2003) e aves
(MCGREW et al., 2004). Em particular, o sistema lentiviral ¢ especialmente interessante para
a transgenia de animais de produ¢do, por ndo apresentar algumas desvantagens reportadas em

outras técnicas, como por exemplo, a microinje¢ao pronuclear.

3.3 Selecio da célula doadora de niicleo para a TNCS

Grande parte do sucesso tanto da clonagem quanto da transgenia se deve a etapa de

cultivo e selecdo da célula doadora de ntcleo. Campbell et al. (2007), sugeriram que a
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inducdo da célula doadora de nucleo a sair da fase de crescimento causa mudangas na
estrutura de sua cromatina que facilita a reprogramacao da expressao génica. A fase GO do
ciclo celular, portanto, ¢ ideal para a clonagem, pela estrutura da cromatina ser propicia e
pela célula ser diploide. Tal indug¢do pode ser realizada rotineiramente em laboratorio
através da privagdo de soro no cultivo celular ou pela confluéncia celular (CAMPBELL et

al., 1996; WILMUT et al., 1997).

As principais vantagens da TNCS sdo decorrentes da possibilidade do cultivo in vitro
de células doadoras de nticleo. Esta caracteristica permite a quantificacdo, posicionamento
gendmico e a confirmacdo da expressdo do transgene (LISAUSKAS et al., 2007),
possibilitando o estabelecendo de linhagens de interesse, eventualmente levando ao

nascimento de proles exclusivamente portadoras da modificagao genética.

Neste contexto, a utilizacdo de genes repodrteres torna-se imprescindivel no processo
de producdo de animais transgénicos, por permitir a selecdo das células que expressam a

insercao génica.

Genes de resisténcia a antibidticos como neomicina, ampicilina e puromicina, como
exemplos, sdo geralmente usados como genes reporteres por permitirem a selegdo celular em
cultivo (PARK, 2007). Com a adi¢do de concentragdes elevadas do antibidtico especifico no
cultivo, espera-se que somente as células que receberam o transgene contendo o gene de

resisténcia ao antibidtico sejam capazes de manter a viabilidade durante diversas passagens.

O processo de introducdo de DNA exdgeno e selecdo celular por antibidticos
demanda, além do tratamento com alta concentracdo de antibidticos, um periodo de cultivo
prolongado para a sele¢@o. Tal procedimento pode ser prejudicial a capacidade da célula em
cultivo de completar a mitose, aumentando a freqiiéncia de células apresentando condensagao
da cromatina, e organiza¢ao anormal do fuso mitético (KATO et al., 1998; COLLAS et al.,
1992). Estas alteragdes dificultam o desenvolvimento de protocolos de sincronizagdo do ciclo

celular utilizados na TNCS, causando alteragdes na ploidia e no posterior desenvolvimento

embrionario (CAMPBELL et al., 1996; BORDIGNON et al., 2003).

Alternativas a utilizacdo de genes de resisténcia a antibidticos foram mais

recentemente desenvolvido. O uso de genes que codificam proteinas fluorescentes ¢ uma



Revisdo de Literatura--27

alternativa que diminui o tempo das células em cultivo em comparacdo a utilizagdo dos genes
de resisténcia a antibioticos. Marcadores fluorescentes podem ser utilizados em diversos
protocolos que visam o estudo dos processos iniciais de desenvolvimento embrionario, da
ativacdo gendmica e reprogramagdo epigenética (HABERMANN et al., 2007). Quando
fusionados a genes codificantes de proteinas funcionais, servem para o estudo de sua
localizagao intracelular em células, tecidos e organismos vivos. Um exemplo da utilizagdo de
genes reporteres ¢ o modelo bovino para a monitoragdo quantitativa da reativagdo

transcricional do gene POUSF I em embrides bovinos clonados (HABERMANN et al., 2007).

Genes codificadores para proteinas fluorescentes, como a GFP, ou entdo, eGFP
(enhanced Green Fluorescent Protein), para a Proteina Fluorescente Amarela (Yellow
Fluorescent Protein, YFP), a azul (Cyan Fluorescent Protein, CFP) e a Vermelha (Discosoma
Red Fluorecent Protein, DsRed), entre outras, sdo bastante utilizadas com este proposito. O
gene da eGFP, por exemplo ¢ utilizado comumente em estudos que objetivam analisar padrao
de expressdo génica em um organismo, seja este célula, embrido ou animal (CHALFIE et al.,
1994, FUNAHASHI et al., 2001; BORDIGNON et al.,, 2003; BHUIYAN et al., 2004;
HOFMANN et al., 2004). A GFP tem sido amplamente utilizada como um excelente
marcador de selecdo para embrides clonados modificados geneticamente por oferecer a
vantagem da confirmacao visual simples da expressdo génica, através da excitagdo de luz no
comprimento de onda de 470nm, sem o comprometimento da viabilidade embrionaria (ROH

et al., 2000; KOO et al., 2001; LAI et al., 2002; HYUN et al.,2003).

Com a escolha das células doadoras de nucleo apropriadas, caracteristicas como o
sexo ou mesmo a genética animal podem ser pré-determinadas. Deste modo, as células
doadoras podem ser manipuladas em cultivo para o controle da expressdo de um gene
especifico e/ou deletar a funcdo de um gene em particular. As células selecionadas podem ser

expandidas e estocadas para aplicagdes posteriores.
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3.4 Producio de animais transgénicos por TNCS

Apesar dos muitos avancos técnicos, a TN ainda apresenta baixa eficiéncia. Os
resultados de obtencdo de gestagcdes a termo a partir de embrides reconstituidos com células
somaticas sdo, em geral, proximos a 5%. Além disso, ocorrem com alta frequencia alteragdes
na formagdo da placenta que resultam em altas taxas de morte embrionaria e fetal, abortos ou
animais portadores de dificuldades de adaptacdo a vida pds-natal (CIBELLI et al., 1998;
HILL et al.,1999; WELLS et al., 1999; KUES AND NIEMANN, 2004). Demonstrou-se em
uma série de estudos que a adequada selecao da célula doadora de ntcleo pode garantir que a
totalidade dos animais nascidos sera transgénica, como discutido anteriormente. Progénies de
15 espécies animais (OBACK e WELLS, 2007); ja foram obtidas com a TN de células
adultas, fetais ou embriondrias, como por exemplo ovinos (CAMPBELL et al., 1996), bovinos
(KATO et al., 1998), camundongos (WAKAYAMA et al., 1998), caprinos (BAGUISI et al.,
1999), suinos (POLEJAVA et al., 2000), gatos (SHIN et al., 2002), coelhos (CHESNE et al.,
2002); ratos (ZHOU et al., 2003), eqiiinos (GALLI et al., 2003), cervideos (BURKE, 2005),
caes (LEE et al., 2005) e furdes (LI et al., 2006), garantindo a eficicia da producao animal.

Ovinos portadores do gene codificante para o fator IX de coagulagdo humano foram os
primeiros animais a serem produzidos pela TN (SCHNIEKE et al., 1997). Logo em seguida,
bovinos portadores de um gene reporter de resisténcia a antibiotico foram produzidos com
sucesso (CIBELLI et al., 1998). Desde entdo, a transferéncia de nicleo vem sendo a técnica

mais utilizada para a producao de bovinos transgénicos (HOUDEBINE, 2000).

Uma das aplicagdes mais almejadas da tecnologia de transferéncia de genes ¢ a
producdo de animais biorreatores. No come¢o da década de 80, proteinas humanas
comecaram a ser produzidas em bactérias recombinantes (HOUDEBINE, 2005). Tal
metodologia, porém, ¢ limitada por ndo permitir modificagdes pos-traducionais adequadas

para a producdo de certas proteinas.
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A producdo de proteinas recombinantes em células mamiferas, por sua vez, promove
um adequado enovelamento de proteina, assim como as adequadas e modificagdes pds-

traducionais, incluindo glicosilagdes (MAKRIDES, 1999).

Ainda na década de 80, percebeu-se que o leite seria um dos melhores sistemas
animais para a produgdo de proteinas em escala industrial a um custo relativamente baixo.
Simons et al. (1987) obtiveram sucesso na producdo de proteina ativadora de plasminogénio
tecidual (tissue plasminogen activator — TPA) humana ativa e B-lactoglobulina ovina no leite

de camundongos.

A evolugao foi grande desde entdo. Hoje ha diversos animais de producdo biorreatores
nascidos, e muitos deles foram produzidos por TN. Ovelhas e suinos cujos genes da alfa-1-3-
galactosiltransferase (responsavel pela rejeicdo aguda a transplantes) e da proteina pridnica
PrP, responsavel pela doenca da “vaca louca” ou encefalite espongiforme, foram removidos
do genoma (DENNING et al., 2001), ovelhas expressando o fator IX de coagulagdo
(SCHIENEKE et al., 1998), suinos com a remog¢ao do gene da rejei¢ao aguda, visando a
utilizacdo de orgdos para xenotransplantes, (DAI et al., 2002), bovinos expressando o
horménio de crescimento humano (SALAMONE et al., 2006), bovinos expressando altos
niveis de P e k-caseina no leite visando o melhor rendimento na producdo de queijo
(BROPHY et al., 2003), suinos expressando elevados niveis de 6mega-3 na carne (LAI et al.,
20006), entre outros. Todos estes exemplos foram produzidos através da TN utilizando células
geneticamente modificadas por transfeccdo plasmideal. Uma vez que experimentos mais
atuais com a transdug@o celular com vetores lentivirais estdo resultando em uma eficiéncia
maior, o tempo necessario para a selegdo da célula de interesse pode ser reduzido, como
descrito em experimentos com caprinos (GOLDING et al., 2006) e em bovinos (HOFMANN
et al., 2004).

De beneficio incontestavel a humanidade, a producdo de proteinas terapéuticas de
animais biorreatores ¢ bem estabelecida e os primeiros produtos ja estdo na fase final de
aprovacdo e prestes a ganhar o mercado (HUNTER, 2005). Uma grande variedade de
proteinas humanas, totalizando um ntimero aproximado de 100, tem sido expressa no leite de
diversas espécies animais, como bovinos, caprinos, ovinos, suinos e coelhos transgénicos. A

antitrombina III humana, produzida em cabras, ja foi testada e aprovada como medicamento
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em agosto de 2006 pela Agéncia Européia de Medicamentos (European Medicines Agency,
EMEA). Outros exemplos de importantes proteinas recombinantes sendo produzidas sdo:
fator de crescimento semelhante a insulina 1 em coelhos, a anti-tripsina 1 em ovelhas, , o-
lactalbumina em vacas, a proteina-C em porcas, o inibidor C1 recombinante em coelhos, entre

outras (RUDOLPH, 1999; NIEMANN e KUES, 2007).

Em conjunto esta revisdo nos permite concluir que, aliada a transdu¢do lentiviral, a
transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS) ¢ uma ferramenta poderosa para a producao
de animais clonados geneticamente modificados. (UHM et al., 2000, 2007). Animais
geneticamente modificados possuem um papel imprescindivel em diversos ramos da ciéncia e
da tecnologia. A convergéncia de biotecnologias como a transferéncia nuclear e a
transferéncia génica ja possibilita a inser¢do de modificagdes precisas no genoma de animais
de producdo e sua prole, além de assegurar que toda a prole nascida serd efetivamente
transgénica (MURAKAMI et al., 1999; UHM et al., 2000; LAI et al., 2002; HYUN et al.,
2003; HUNTER et al., 2005; KWON et al., 2006), provendo contribui¢des importantes para a

saude e o bem-estar humano.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Fluxograma das atividades

As etapas deste trabalho estdo resumidas e esquematizadas na Figura 2, abaixo.

Transferéncia génica de fibroblastos fetais bovinos
pelo mecanismo lentiviral

4

Selecdo das células expressando o transgene por
citometria de fluxo

" 4 Y

Populacao clonal: Populacao aleatéria:
um padrao de insercao Diversos padrées de
‘ do transgene insercdo do transgene
Caracterizacao
posicional do transgene ‘ '

Transferéncia nuclear de célula somatica

\ ¢

Anadlise da competéncia do desenvolvimento
embrionario e estabelecimento de gestacao

Figura 2: Fluxograma das atividades
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4.2 Obtencao das células transgénicas

Neste estudo foram utilizados fibroblastos fetais bovinos oriundos do cultivo de tecido
de um feto macho da raca Nelore com 55 dias de gestacdo. Os cultivos celulares foram
mantidos, por diversas passagens durante o experimento em meio “Dulbecco’s Modified
Eagle Medium” (DMEM, Gibco BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibioticos em estufas a 38,5°C de temperatura, atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade
maxima. Quando necessario ou assim que as células entraram em confluéncia, a passagem
celular foi realizado pela administragdo de tripsina 0,25%. O congelamento celular foi
realizado em meio DMEM suplementado com 20% SFB, 10% dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma) e antibidticos, na concentracdo de aproximadamente 1x10° células por ml, sendo 1 ml
por criotubo. Cada criotubo foi resfriado a uma taxa de -1°C/min em aparelho proprio (Cryo
1°C Freezing Container, Nalgene). Modificagdes especificas no cultivo celular, quando

presentes, foram indicadas no texto.

Apb6s a obtencdo, cultivo e congelacdo das células em criotubos, estes foram
transportados em cultivo ou congelados em nitrogénio liquido ao Laboratorio de Genética e
Cardiologia Molecular (LGCM), localizado no Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (INCOR/HCFMUSP), onde foram
executados os experimentos de transdugdo, sob orientacdo e em colaboracdo com os Profs.

Drs. Bryan Eric Strauss e José Eduardo Krieger.

Foi utilizado o sistema lentiviral para a transferéncia génica nos fibroblastos. O
lentivirus utilizado apresenta, além da regido codificadora da eGFP, um promotor para
ubiquitina, uma regido HIV-flap e a regido regulatoria pos-transcricional do virus de hepatite
da marmota (woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element, WRE), além
das LTRs (long terminal repeat sequences). A figura 3 representa a por¢ao do vetor viral que
¢ inserida no genoma-alvo. O lentivirus utilizado nao apresenta regides de replicagao,

proporcionando a seguranga necessaria para sua manipulagao.
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LTR AV Promotor eGFP WRE LTR

flap

Figura 3: Diagrama do vetor lentiviral utilizado neste experimento. Extraido e modificado de

LOIS et al, 2002.

O protocolo utilizado para a transducdo, resumidamente, teve inicio com o
descongelamento de fibroblastos fetais bovinos na segunda passagem em uma placa de
cultivo de 60mm. Apods dois dias de cultivo ou assim que apresentaram confluéncia o cultivo
foi transferido para uma placa de cultivo de 96 pocos. Foram realizadas neste trabalho
transducdes em nove pocos de cultivo. Deste modo, foi possivel a realizagdo da transducao
de trés confluéncias celulares diferentes (50, 70 e 90%) e trés concentragdes virais diferentes
(1, 0,5 ou 0,25 particulas lentivirais por célula). 24 horas apés o plaqueamento retirou-se o
meio de cultivo dos pogos nos quais as células se apresentavam morfologicamente saudaveis e
adicionou-se novo meio, em quantidade reduzida, acrescido do lentivirus (concentragdo
estimada a partir da titulagdo viral, j& anteriormente estabelecida no laboratorio supracitado) e
8ug/ml de brometo de hexametadina (Polibreno, Sigma), um polimero catiénico usado para
aumentar a transducao por neutralizar a repulsdo de cargas entre os virus e as membranas
celulares. Apds 2 a 4 horas de incubagao foi acrescentado meio de cultivo sem virus e apos 24
horas, trocou-se o meio de cultivo. A partir de entdo, as células foram cultivadas até sua

selecdo e/ou congelamento.
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4.3 Selecao das células por citometria de fluxo

As células foram transportadas de volta ao LMMD em cultivo e/ou congeladas. O
criotubo proveniente de um dos pocos de cultivo foi descongelado e cultivado para os
experimentos seguintes. Ao entrarem em confluéncia o cultivo foi repicado e as células foram

submetidas a selecdo (sorting) no citdmetro de fluxo (FACSAria, BD).

Dois modos de selecdo e separacdo por citometria de fluxo foram realizados. O
primeiro separou células positivas para a expressao da eGFP de células negativas. Este cultivo
de células positivas, portanto, contém células com insergdes aleatorias do transgene. O
segundo, foi utilizada a técnica de clonagem celular por citometria de fluxo e células
expressando a eGFP foram separadas individualmente em placas de cultivo de 24 pogos
preenchidas com meio DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB),
garantindo a produgdo de linhagens clonais e portanto, com um padrao de inser¢do. O meio de
cultivo foi trocado de duas a trés vezes por semana para assegurar o suprimento das
necessidades celulares. A avaliacdo da eficiéncia da clonagem celular foi realizada no décimo

dia de cultivo.

4.4 Caracterizacao das populacoes celulares com insercoes aleatérias ou clonais

Antes de serem utilizadas como células doadoras de nucleo para a TN, os fibroblastos

foram submetidos a testes moleculares e bioldgicos para avaliagdao da expressao da eGFP.
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4.5 Extracio de DNA gendmico

O DNA gendmico de cultivos de fibroblastos foi extraido segundo protocolo de NaCL.
Resumidamente, o DNA foi incubado com uma solu¢do de Proteinase K (0,53ug/ml, Gibco
BRL) e SDS 20% para a digestdo de proteinas e lipideos, por 3h a 55°C. O DNA foi lavado
com NaCl 5M para a peletizacao, separacao e descarte da fase protéica. Foi precipitado com
etanol e eluido em d4gua ultrapura. A quantidade do DNA extraido foi analisada no
biofotometro (Eppendorf), assim como a qualidade, analisada pela razao das leituras a 260 e

280 nm (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).

4.6 Microscopia de fluorescéncia

A expressdo da eGFP em células e tecidos fetais foi analisada sob luz ultravioleta e

comprimento de onda de 500 a 515nm em microscopio Axioplan 2 (Carl Zeiss).

4.7 Reaciao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Para deteccdo do DNA exdgeno inserido no DNA genomico por PCR foi construido
um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para a amplificagio de um
fragmento de 200pb do gene da eGFP (Figura 4). Em um volume total de 20ul, 60ng de DNA
foi incubado com 0,2mM de cada deoxi-nucleotideo trifosfato (ANTP, Invitrogen), 3,5mM
MgCl, (Invitrogen), 0,2uM de cada primer forward e reverse (¥ e R), 0,04U/ul da enzima Taq
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DNA Polimerase, (Invitrogen), H,O gsp. Foram cicladas em termociclador (Eppendorf,

Figura 5).

primer Sequéncia
foward 5" GCTACCCCGACCACATGA 3~
reverse 5" GTGCCCCAGGATGTTGC 3

Figura 4: Seqiiéncia dos primers utilizados para a amplificagdo de uma regido de 200pb do

gene eGFP

etapa T°C | tempo
1 94°C | 2 min
2 94°C | 30 seg
3 60°C | 45 seg
4 70°C | 45 seg
5 72°C 1 min

Figura 5: Programa de PCR utilizado para a amplificacdo de uma regido de 200pb do gene

eGFP. As etapas 2 a 4 foram submetidas a 35 ciclos

Os produtos das reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%

corados com brometo de etideo (0,5ug/ul) por 20 minutos a 100V em tampao TBE e

posteriormente visualizados no aparelho Fuji Fla 3000G Laser Scanner (Fuji Film Co.). As

imagens foram analisadas e armazenadas através do programa Image Gauge (Fuji Film Co.).
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4.8 Reacio da Polimerase em cadeia mediada por ligacdo (Ligation-mediated PCR, LM-
PCR)

O LM-PCR foi realizado em uma colonia transgénica obtida através da transferéncia
nuclear que teve como célula doadora de nicleo uma contendo inser¢ao aleatoria. A andlise
da posicdo em que o transgene foi inserido for realizada para que fosse possivel analisar e
antecipar possiveis efeitos deletérios no desenvolvimento embriondrio ou fetal dos embrides
reconstruidos por TNCS a partir destas células. Esta colonia foi submetida aos experimentos

de reclonagem.

O procedimento consiste no isolamento, amplifica¢do, clonagem e seqiienciamento de
partes do genoma que compreendem uma regido especifica do transgene (uma das duas L7Rs)
e a seqiiéncia de DNA genomica subjacente a ela. Estes procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Biotecnologia do Hemocentro de Ribeirdao Preto, sob orientagdao e supervisao

da Prof. Dra. Elisa Maria de Sousa Russo Carbolante.

Para tanto, 2 ng de DNA gendmico foram digeridos com as enzimas de restrigdo Msel
e Sac I a 37°C por 8 horas. A Msel ¢ uma enzima que sabidamente corta freqlientemente o
DNA gendmico. A Sac I ¢ uma enzima de restri¢do utilizada para a otimizacdo da técnica. O
DNA digerido foi ligado a uma seqiiéncia adaptadora composta por dois oligonucleotideos,
que por sua vez, se ligam as extremidades produzidas pela enzima Msel. Seguiu-se um nested
PCR (Figuras 6 a 8) para a amplificacdo de parte do DNA genomico e das LTRs do inserto
viral, ou seja, os produtos sdo compostos por seqii€ncias lentivirais seguidas pela seqiiéncia
gendmica adjacente, permitindo a identificacdo da regido de insercdo. Foi realizada a
clonagem destes amplicons em bactérias competentes utilizando o kit P-GEM-T Easy Vector
System (Promega) conforme especificacdes do fabricante. O seqilienciamento dos clones

bacterianos foi realizado em aparelho ABI 377 (Applied Biosystems).
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Genoma bovino [ TR | : { l-:::l.l | l""'"'"ml | {_‘GFP] -|WRE | I TR } Genoma bovino
Genoma bovino |

Iadadtador I

LL J

Figura 6: Esquema representativo da integracdo do vetor lentiviral no genoma bovino. A

Msel

LTR

regido amplificada pelo PCR nested ¢ indicada pelas setas

primer Sequéncia
PCR 1 - foward 5> AGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCC3’
PCR 1 - reverse 5> GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’
PCR 2 - foward 5 GTCTGTTGTGTGACTCTGGTAAC 3’
PCR 2 - reverse 5> AGGGCTCCGCTTAAGGGAC 3°

Figura 7: Seqiiéncia dos primers utilizados para a amplificagdo da regido lentiviral adjacente

ao genoma bovino.
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etapa T°C | tempo
1 95°C | 2 min
2 95°C | 25seg
3 55°C | 30seg
4 72°C | 35seg
5 72°C | 5 min

Figura 8: Programa de PCR utilizado para a amplificagdo da regido lentiviral adjacente ao

genoma bovino. As etapas 2 a 4 foram submetidas a 35 ciclos

Desta colonia celular, foram analisados 36 possiveis locais de inser¢do do genoma, ou
seja, 36 colonias provenientes da clonagem bacteriana, em triplicata nos dois sentidos da fita

de DNA.

As seqiiéncias encontradas foram analisadas pelo software Chromas (Technelysium
Pty Ltd) e comparadas concomitantemente ao genoma bovino e a seqiiéncia especifica
lentiviral pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Seqiliéncias que apresentaram a
parte lentiviral e a parte do genoma bovino foram analisadas quanto a posi¢cdo cromossomal

do transgene.

4.9 Producio de animais transgénicos através da transferéncia nuclear

Foram realizadas rotinas de transferéncia nuclear que tiveram como objetivo principal
a analise da competéncia de desenvolvimento embriondrio de embrides reconstruidos com

fibroblastos fetais transgénicos em diferentes condi¢des e seu potencial de estabelecimento de
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gestacdes. Nestes experimentos foram analisadas as taxas de fusdo, clivagem, niimero de
blastocistos produzidos no 7° dia de cultivo in vitro e taxa de prenhez aos 30 dias de gestagio

dos embrides reconstruidos por TN.

4.9.1 Preparo das células doadoras de nucleo

Linhagens celulares de fibroblastos transgénicos clonais ou com inserc¢ao aleatoria em
diversas passagens foram utilizadas como fonte doadora de nucleos. As células foram
submetidos a privagao de soro (DMEM + 0,5% de SFB) por 48h antes de cada procedimento

de reconstru¢do oocitaria ou repicados para o experimento seguinte.

Especificamente, nos experimentos de reclonagem da célula doadora de ntcleo, foram
utilizados como doadores de nucleo fibroblastos fetais provenientes de dois fetos bovinos,
sendo um nao transgénico e ndo clone, cujo cultivo foi submetido a transducao lentiviral e
posterior selegdo antes da transferéncia nuclear (populacdo celular aleatoria), e outro clone
transgénico, e portanto, ja submetido a uma reprogramagdo nuclear (populagdo celular

clonal).

4.9.2 Maturagao in vitro (MIV)

Odcitos foram recuperados pela aspiracdo manual de foliculos de ovarios provenientes
de abatedouros e selecionados quanto a sua qualidade morfoldgica. Os complexos cumulus-
odcito (COC) selecionados foram maturados in vitro em meio de cultivo TCM199 com sais

de Earles, glutamina e NaHCOs, suplementado com 10% de SFB, piruvato (22pug/ml),
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gentamicina (50ug/ml), hormoénio foliculo estimulante (FSH, 0,5pg/ml) e hormonio
luteinizante (LH, 50pg/ml) em gotas de 90ul de meio de maturagdo cobertas com o6leo

mineral

4.9.3 Enucleacgao e reconstru¢ao oocitaria

Apo6s 18 horas de MIV, COCs tiveram suas células do cimulos retiradas utilizando
sucessivas pipetagens em uma solucdo de hialuronidase 0,2% (m/v) em solu¢do de PBS e
entdo selecionados quanto a presenga do primeiro corpusculo polar. Odcitos selecionados
foram entdo submetidos a enucleacdo, que consiste na retirada da placa metafasica oocitéria
através da aspiragdo por micromanipulagdo. Os oocitos foram corados com 10pg/mL de
bizbenzimida (Hoechst 33342, Sigma) em meio SOF (VAJITA et al., 1999) ¢ o material
aspirado foi submetido a luz UV para confirmacao da retirada do material genético. Os
procedimentos de micromanipulagdo foram realizados em SOF tamponado com HEPES
(HSOF; WELLS et al., 1999) suplementado com 10% de SFB e 7,5ug/mL de citocalasina B.
A reconstrucao foi realizada inserindo fibroblastos dos diferentes grupos doadores de nucleo,
para o espaco perivitelinico do citoplasto receptor, sendo transferida somente uma célula por
citoplasto. Os complexos citoplasto-célula foram eletrofundidos em solugdo de 0,3 M de
manitol, 0,1 mM MgSOs, 0,5 mM Hepes e 0,05% BSA, induzida por dois pulsos diretos de
2,25 kV/cm durante 45 useg cada em eletrofusor Multiporator (Eppendorf). As taxas de fusao
foram determinadas 30 a 60 minutos apds a eletrofusdo pela andlise da fusdo da membrana
celular com a membrana do odcito, e portanto, ndo visualizando a célula no espago

perivitelinico.
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4.9.4 Ativacao dos odcitos reconstruidos

Odcitos reconstruidos foram quimicamente ativados 26 horas apds o inicio da MIV,
utilizando 5uM de ionomicina (Sigma) por 5 minutos em TCM 199 tamponado com HEPES e
suplementado com BSA (1mg/ml), seguido de incuba¢do em SOF suplementado com 2 mM

de 6-dimetilaminopurina (6(DMAP, Sigma) por trés horas.

4.9.5 Producao de embrides partenogenéticos

Um grupo de od6citos ndo manipulados e maturados por 26h foram
partenogeneticamente ativados pelo mesmo procedimento descrito no item anterior em cada
procedimento de transferéncia nuclear. Tal procedimento constitui um grupo de controle
interno do procedimento de transferéncia nuclear, especificamente da etapa de ativagdo

quimica dos embrides reconstruidos.

4.9.6 Cultivo embrionario in vitro

Grupos de 15-25 embrides foram cultivados em microgotas de 90uL de SOF contendo
S5mg/mL de BSA livre de 4cidos graxos e 2,5% de SFB, em sistema de co-cultivo com células

da granulosa, cobertas por 6leo mineral. O cultivo embrionario em todos os momentos foi
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realizado em estufas a 38,5°C de temperatura, atmosfera de 5% de CO,, em ar e umidade
maxima. Aos 3 dias de cultivo foram avaliados quanto a clivagem e aos sete dias quanto ao

desenvolvimento a blastocisto.

4.10 Transferéncia de embrioes

Embrides em estagio de blastocisto no sétimo dia de cultivo foram envasados em meio
HSOF em palhetas de 0,25ml. Foram inovulados em fémeas bovinas sete dias apos a
manifestagdo de cio induzido por injecdo de 150ug de um anélogo de prostaglandina F2a (D-

cloprostenol, Preloban, Intervet).

4.11 Diagnéstico de gestacio

Trinta dias pos-estro, o diagndstico de gestacdo foi realizado por exame ultra-
sonografico por via transretal com aparelho Aloka SSD-900 (Aloka Co., Téquio, Japao)
equipado com transdutor linear de 5SMHz. Receptoras com diagnostico positivo foram

abatidas entre o 30° e 90° dia de gestagao.
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4.12 Confirmacao da presenc¢a do transgene nos produtos de gestacio

Foi realizado o cultivo de fibroblastos fetais de cada um dos fetos obtidos neste
estudo. Os cultivos celulares foram utilizados para a extragdo do DNA gendmico e para a

armazenagem de células para experimentos futuros.

Os fibroblastos fetais foram analisados quanto a expressdo da eGFP através de
microscopia de fluorescéncia e PCR, procedimentos descritos anteriormente, além da
visualizag¢ao pelo aparelho GFsP-5 (BLS Ltd), gentilmente cedido pela Professora Associada
Mariz Vainzof, Centro de Estudos do Genoma Humano, Laboratorio de Proteinas Musculares
e Histopatologia Comparada, IB - USP, SP , que permite a andlise macroscopica da

fluorescéncia, apesar de nao ser apropriado para o registro de imagens.
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5 RESULTADOS

5.1 Producao das células transgénicas

Fibroblastos fetais bovinos transgénicos foram produzidos com sucesso a partir da
metodologia de transdugdo descrita na secdo material e métodos (figura 9). Apos a
transducao, sete pogos permaneceram vidveis e apresentaram possibilidade da continuagdo do
cultivo. As células se apresentaram saudaveis e capazes de serem mantidas em cultivo por
longo tempo. A fluorescéncia foi analisada por citometria de fluxo, e a positividade relativa
variou entre 2,95% e 9,54%, apresentando média de 6,81% (Quadro 1). Os pogos nio viaveis

nao foram utilizados no célculo das médias pois ndo podem ser considerados com nula

positividade.
1:1 1:0,5 1:0,25 média
50% X 7,31 4,79 6,05
70% 9,54 7,04 3,92 6,83
90% X 8,99 2,95 5,97
média 9,54 7,78 3,89 6,81

Quadro 1: Porcentual de fluorescéncia analisada por citometria de fluxo de cultivos celulares
submetidos a confluéncias celulares (porcentagem de confluéncia) e concentracdes
virais (particulas virais/células) diferentes.

Quando comparados os resultados entre as confluéncias celulares independentemente
da concentracdo viral, infere-se que ndo houve efeito na positividade de fluorescéncia celular.
Quando comparados os resultados entre as diferentes concentragdes virais, infere-se que o
grupo que recebeu menor quantidade de particulas virais apresentou menor nimero de células

positivas comparado aos dois outros grupos.
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Os sete cultivos celulares foram posteriormente submetidos ao procedimento de
separa¢cdo quanto a intensidade de fluorescéncia mediante citometria de fluxo resultando em

linhagens expressando a GFP em praticamente 100% das células de maneira estavel.

Figura 9: Fibroblastos fetais bovinos expressando o gene da GFP. (A) Imagem referente a
fluorescéncia verde produzida pela GFP. (B) Imagem referente a coloracdo com
Hoescht 33342 para a identificagdo dos ntcleos celulares. Aumento 40x

5.2 Clonagem celular por citometria de fluxo

Fibroblastos fetais bovinos foram selecionados quanto a expressdo da GFP através do

mecanismo de separacgdo celular por citometria de fluxo (Figuras 10 e 11).
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Figura 10: Imagem referente ao procedimento de identificagdo da populagdo transgénica e
andlise da porcentagem de fluorescéncia por citometria de fluxo. (A) Células foram
separadas de debris através da analise do tamanho (FSC-H) e complexidade (SSC-
H). (B) As células também foram analisadas quanto a fluorescéncia. Células
fluorescentes (P3) foram recapturadas e plaqueadas

Figura 11: Imagem referente a produgdo de colonias celulares apds separagao por citometria de
fluxo. (A) colonia em cultivo aderida em placa de 24 pocos sob luz branca. 40x. (B)
e (C) uma coldnia apos tripsinizagdo no cultivo sob luz branca e sob luz ultra-
violeta, respectivamente. 40x

A clonagem celular de fibroblastos ndo transgénicos resultou em uma eficiéncia média
de 18,98%, apresentando uma média de 4,5 colonias aderidas em placas de 24 pocos apds 10
dias de cultivo in vitro, ndo diferindo (P>0,05) dos fibroblastos transgénicos, que
apresentaram uma eficiéncia de 17,5%, e média de 4,2 colonias aderidas nas placas de 24
pocos. As células formadoras das colonias foram plaqueadas por citometria, inicialmente, em
placas de cultivo de 24 pogos. A manuten¢do destes cultivos, porém, nao foi eficiente e por
vezes nao foi possivel de concluir as etapas do cultivo até o congelamento. As coldnias
tornaram-se senescentes (Figura 12) a medida que as passagens celulares foram realizadas,

apresentando replicagdo lenta a nula. De centenas de células plaqueadas, 15 resistiram a
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primeira passagem celular apds o sorting. Destas, somente sete chegaram ao congelamento e

somente quatro suportaram o descongelamento e continuac¢ao do cultivo.

Figura 12: Imagem referente a um cultivo clonal apresentando sinais de senescéncia. Notar o
aspecto “espraiado” das células. 40x

Cultivos clonais transgénicos também foram obtidos pelo cultivo dos fetos produzidos
por transferéncia nuclear de fibroblastos com insercdo aleatéria. A eficiéncia deste
procedimento, por sua vez, dependeu da taxa de gestagdo obtida. 54 embrides reconstruidos
com cé¢lulas com insercdo aleatoria foram transferidos a vacas receptoras, e 3 (5,55%)
gestacdes foram estabelecidas. Como descrito no item 4.5.2, uma destas ndo apresentou a

modificacdo genética
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5.3 Confirmacao da presenca do inserto nas colonias: reacio da polimerase em

cadeia

A imagem da figura 13 representa a amplificagdo do fragmento de 200pb do gene

eGFP inserido no genoma celular de cada colonia celular produzida.
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Figura 13: A imagem representa a amplificagdo do fragmento de 200pb do gene eGFP
inserido no genoma celular. Foi utilizado peso molecular ®X (Invitrogen) para a
comparagdo com a banda amplificada das colonias transgénicas. O controle
negativo, como esperado, além da colonia obtida do feto 2 ndo apresentaram

amplificacao

5.4 Identificacdo da posicao de insercio do transgene no genoma celular: PCR

mediada por ligacao (ligation-mediated PCR ou LM PCR)

Das 36 seqiiéncias analisadas, 12 ndo apresentaram qualidade ou tamanho suficiente

para a comparagdo com o genoma bovino através do programa BLAST. Seqiiéncias gendmicas
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consideradas como sitio da inser¢do da construcdo foram aceitas somente quando
apresentaram seqiiéncias lentivirais seguidas de seqiiéncias do genoma bovino, evitando assim
inespecificidades e localizagdes falso-positivas. Somente trés seqiiéncias corresponderam a
este pré-requisito, e todas resultaram na identificagdo de uma mesma regido de 249pb do
genoma.

Encontrou-se, portanto, que na colonia escolhida, o transgene foi inserido no
cromossomo 14, em cdpia Unica, no gene similar a subunidade catalitica da proteina quinase
dependente de DNA, mas fora de qualquer regido codificadora de RNAm.

Esta colonia, deste modo, foi escolhida para a reclonagem e producao de fetos bovinos
transgénicos por inferir-se que a posi¢do do transgene ndo afetaria o desenvolvimento

posterior do animal.

5.5 Producio de animais transgénicos por transferéncia nuclear: analise da

viabilidade embrionaria e da taxa de gestacao.

De modo geral, 1364 odcitos foram reconstruidos (Figura 14). Apds sete dias de
cultivo in vitro 145 (17,64%) embrides reconstruidos por transferéncia nuclear foram
avaliados quanto a morfologia (Figura 15). Embrides competentes no desenvolvimento a
blastocisto (n=101) foram transferidos individualmente ou em duplas a receptoras, resultando
em 9 prenhezes aos 30 dias de gesta¢do, sendo que destas, 8 (88,9%)% apresentaram o

transgene estavelmente no genoma.
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Figura 14: Imagem referente a um oocito enucleado reconstruido e diversos fibroblastos fetais
expressando GFP na placa de micromanipulagdo. A seta indica a presenga de um
fibroblasto transgénico dentro do odcito, antes da fusdo
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Figura 15: Embrides apods sete dias de cultivo in vitro. (A) embrides partenogenéticos em luz
branca. (B) embrides partenogenéticos em luz ultra-violeta. (C) embrides clones
transgénicos em luz branca. (D) embrides clones transgénicos em luz ultra-violeta
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5.5.1 Producdo de animais transgénicos utilizando como células doadoras de nticleo

fibroblastos fetais com diferentes periodos em cultivo

Diversas passagens celulares foram utilizadas nas rotinas de TNCS. Para a andlise de
eventuais influéncias do periodo de cultivo, foi analisado um total de 416 embrides neste
experimento, sendo 206 (trés réplicas) reconstruidos com células com menor tempo de cultivo
(entre 9% e 10? passagem) e 210 (trés réplicas) reconstruidos com células com maior tempo de
cultivo (entre 18 e 21* passagem). Os resultados foram analisados por Qui-quadrado ao nivel
de significancia de 5%. Houve diferenga (P<0,05) na taxa de fusdo entre os grupos de baixas e
altas passagens (63,11% e 49,15%, respectivamente). Porém, ndo houve diferenca (Figura 16)
no percentual de embrides clivados (67,69% e 69,90%) e na taxa de desenvolvimento a
blastocisto (14,62% e 14,56%). Nao foi constatado, portanto, efeito deletério do numero de
passagens no desenvolvimento embriondrio quando comparados os grupos reconstruidos

neste experimento.
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Figura 16: Grafico representando as porcentagens de embrides fundidos dos grupos
reconstruidos com células doadoras de nucleo de altas e baixas passagens em
relagdo ao total de odcitos reconstruidos e as porcentagens de clivagem e
desenvolvimento a blastocisto em relagdo ao total de embrides fundidos
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5.5.2 Producdo de animais transgénicos utilizando como células doadoras de nucleo:

reclonagem da célula doadora de ntcleo

Foram reconstruidos 1213 embrides, sendo 884 (dez réplicas) reconstruidos com
células provenientes do cultivo celular com inser¢do aleatoria e 329 (quatro réplicas)
reconstruidos com células provenientes de um cultivo celular clonal. Os resultados foram
analisados por Qui-quadrado ao nivel de significancia de 5%. Nao houve diferenca (P>0,05)
entre os grupos com relacdo ao percentual de embrides fundidos (62,22% e 57,25% nos
grupos com insercdo aleatoria e clonal) ou clivados (69,45% e 69,84% nos grupos com
insercdo aleatoria e clonal. Houve diferenca (P<0,01) entre os grupos na taxa de
desenvolvimento a blastocisto (14,36% e 26,98% nos grupos com insercdo aleatdria e clonal,
Figura 17). Pode ser observada também grande diferenga no estabelecimento de gestacdes em
relacdes aos grupos. 54 embrides reconstruidos com células com inser¢do aleatéria foram
transferidos a vacas receptoras, e 3 (5,55%) gestacoes foram estabelecidas. Uma destas nao
apresentou a modificacdo genética. Por outro lado, 39 embrides reconstruidos com células
clonais foram transferidos e estes resultaram no estabelecimento de 6 (15,38%) gestagdes,

todas portadoras da modificagdo genética.
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Figura 17: Grafico representando as porcentagens de embrides fundidos dos grupos
reconstruidos com células com inser¢cdo aleatéria do transgene ou clonais em
relacdo ao total de odcitos reconstruidos e as porcentagens de clivagem e
desenvolvimento a blastocisto em relagcdo ao total de embrides fundidos

5.6 Confirmacao da presenca do inserto nos fetos:

A confirmac¢do da presen¢a do inserto nos fetos foi realizada através da amplificagdo
de um fragmento do gene eGFP por PCR e pela andlise visual da expressdo génica da

eGFP.
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5.6.1 Reagdo da polimerase em cadeia

A confirmagdo da presenca do transgene ¢ apresentada através da eletroforese e
analise da reacdo de PCR para a amplificagdo de um fragmento do gene da eGFP a seguir

(Fig. 18)..
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Fig 18: A imagem representa a amplificacdo do fragmento de 200pb do gene eGFP inserido
no genoma célula. Foi utilizado peso molecular ®X (Invitrogen) para a comparagao
com a banda amplificada dos fetos transgénicos. O controle negativo, como
esperado, além do feto 2 ndo apresentaram amplificacao

5.6.2 Analise da expressdo da eGFP

A expressdo da eGFP foi confirmada em fetos de 30 dias (n=3) de gestacdo expondo
tecidos fetais a microscopia de fluorescéncia (Figura 19), e expondo tuteros gestantes de 60
(n=3) e 90dias (n=2) a verifica¢do da fluorescéncia através do aparelho GFsP-5 (BLS Ltd,
Fig.20). Neste caso, imagens foram fotografadas através das lentes do aparelho de partes nas

quais o foco de luz alcancava.
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Figura 19: Imagens referentes aos fetos de 32 dias de gestacdo. (A) Imagem parcial do feto I e
de hemaécias sob luz branca. (B) Imagem parcial do feto I e de hemacias sob luz
ultra-violeta, expressao da eGFP em células que ndo hemacias (C) Imagem parcial
do feto II sob luz branca. (D) Imagem parcial do feto II sob luz ultra-violeta,
coloragao com Hoechst 33342 para a visualizagao dos nucleos celulares do feto II.
(E) Imagem parcial do feto II sob luz ultra-violeta, expressao da eGFP
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Figura 20: Analise da fluorescéncia da eGFP. A e B: tutero gestante com exposi¢do de parte
fetal (corioalantoide). Exposicdo a luz ultravioleta, comprimento de onda 500 a
515nm e luz branca, respectivamente. C e D: feto bovino com 60d de gestagado
envolto em liquido e membrana amniodtica. Exposicdo a luz ultravioleta,
comprimento de onda 500 a 515nm e luz branca, respectivamente
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que por meio da técnica de
transferéncia génica pela transducdo lentiviral e transferéncia nuclear foi possivel a producao
de gestacdes bovinas transgénicas. Especificamente, foram estabelecidas oito gestagdes
transgénicas provenientes de rotinas de transferéncia nuclear que utilizaram células doadoras
de nucleo contendo o transgene em local conhecido ou ndo de seu genoma mantidas em

cultivo in vitro por em diversas passagens

Fibroblastos fetais bovinos tornaram-se transgénicos para o gene que codifica a
proteina eGFP apoés transdugdo por mecanismo lentiviral. A positividade da expressdo da
proteina variou entre 2,95% e 9,54% nas células submetidas aos tratamentos utilizados neste
estudo. Poucos sdo os dados recentes na literatura sobre a transducgdo viral em células. Os
resultados sdo dependentes de diversos fatores, como concentragdo celular inicial plaqueada,
tipo celular, concentracdo viral adicionada ao cultivo, entre outros. Assim como nas
transfecgdes, portanto, a positividade de células expressando o transgene apos a transdugdo ¢

variavel (PICANCO, 2006).

Duas formas de clonagem celular foram apresentadas neste estudo. A primeira
envolveu a técnica de citometria de fluxo e a segunda o cultivo de células de fetos produzidos
por transferéncia nuclear. Com ambas as técnicas foi possivel selecionar células transgénicas
que produziram colonias celulares transgénicas com éxito. A manutencdo do cultivo, contudo,
foi ineficiente quando utilizada a clonagem por citometria de fluxo, enquanto foi muito bem
sucedida quando células originadas dos fetos produzidos por TN foram utilizadas. De fato, o
prolongamento do cultivo necessario as colonias plaqueadas por citometria pode ser
prejudicial a propagagdo celular subseqiiente. Instabilidade cromossdmica, encurtamento de
telomeros, organizacdo anormal do fuso mitotico, além de outras alteragdes cromossomais
que se acumulam durante os repiques sao as principais caracteristicas relacionadas com o
elevado tempo de cultivo e conseqiiente diminuicao da viabilidade celular em cultivo (BENN,

1976; GIRALDO et al., 2004; MASTROMONACO et al., 2006).

A literatura ainda destaca a importdncia da suplementacdo do cultivo em baixa

densidade celular, como por exemplo, os cultivos provenientes de células tinicas deste estudo.



Discussao 62

Agentes como B-mercaptoetanol e cisteamina podem favorecer a proliferacdo de coldnias
derivadas de uma tnica célula, provavelmente pela sua atividade antioxidante (INUI et al.,
1997, COOKE et al., 2008). Uma vez que este estudo ndo objetivou a otimizagcdo da

clonagem celular, a proliferacdo das colonias pode ter sofrido pela falta de suplementacao.

Ao total, 1364 odcitos foram reconstruidos neste estudo, 145 (17,64%) blastocistos
foram produzidos e 101 foram transferidos a receptoras. Nove gestagdes foram diagnosticadas
30 dias ap6s a TN, sendo uma gemelar. A producao de embrides e prenhezes transgénicas
obtidas neste estudo foi compativel com a descrita na literatura. O sucesso de
desenvolvimento a blastocisto ¢ normalmente atingido por 7 a 30%, aproximadamente, dos
embrides reconstruidos por TN (ROH et al., 2000; CHO ET al., 2004; LEE et al., 2007). J4 o
sucesso do estabelecimento de prenhezes pode variar de 6 a 48%, (ZAKHARTCHENKO et
al., 2001; ARAT et al., 2002; GONG et al., 2004; IGUMA et al., 2005). E importante ressaltar
que comparagoes entre resultados de producao transgénica precisam ser cautelosas, uma vez
que metodologias diferentes, com objetivos diferentes e em espécies animais diferentes, sdo

utilizadas em cada estudo.

Neste estudo, 9 dos 10 fetos apresentaram o transgene estavelmente incorporado ao
genoma. A gestacdo nao transgénica foi derivada da TN que utilizou uma populacido de
células doadoras de ntcleo com inser¢do aleatoria no genoma. Uma possivel impureza da
selecdo por citometria e separagdo pela expressdo do gene codificante para a proteina
fluorescente foi a causa mais provavel desta gestagdo ndo portadora da modificagcdo genética.
Apesar de pouco significativa em termos de quantidade, a contaminagdo do cultivo com
células ndo transgénicas ¢ possivel, assim como também ¢ possivel, e por vezes comum, a
falha de selecdo de colonias transgénicas quando genes de resisténcia a antibidticos sdo

utilizados como genes reporteres.

Foi analisado o possivel efeito do tempo de cultivo sobre a competéncia de
desenvolvimento a blastocistos de embrides produzidos por TNCS reconstruidos com células
transgénicas. Apesar de a transdugdo lentiviral proporcionar uma sele¢do mais rapida das
células, € possivel que a diminuicao do periodo de cultivo ndo seja suficiente para superar os
efeitos deletérios do cultivo in vitro. Neste experimento foram comparadas duas faixas
distintas de passagens celulares, porém a menor ja tinha sido replicada nove vezes. Foi

encontrada uma menor taxa de fusdo odcito-célula no grupo reconstruido com células de
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passagens mais tardias. Outros estudos contemporaneos seriam necessarios para a avaliagdo
desta diferenga. Segunda a literatura, a explicagdo se basearia na diminui¢do da viabilidade
celular devido ao longo periodo em cultivo, como ja discutido acerca da viabilidade celular
das colonias celulares obtidas neste experimento. Entretanto, ndo foi observado efeito
deletério na competéncia de desenvolvimento embriondrio do grupo reconstruido com
elevado periodo em cultivo em relagdo ao de menor periodo. Tal resultado concorda com as
observagoes feitas por Cho et al. (2004), que consideraram baixo periodo de cultivo entre 2 e
4 passagens e alto periodo 8 a 12, Kubota et al (2000), que consideraram 5 e entre 10-15
como baixos e alto periodo. Nesses estudos ndo foram encontradas diferencgas na producao de
blastocisto entre os grupos experimentais. De fato, Kubota et al. (2000) relataram prenhezes
bem sucedidas quando transferidos as receptoras embrides reconstruidos por TN com células
com até 15 passagens. Por outro lado, Merigue, em 2007, conduziu experimentos de
transferéncia nuclear utilizando como células doadoras de nucleo fibroblastos adultos entre a
3* e a 12* passagens, considerando passagens tardias aquelas entre a 9* e a 12%, e encontrou
menor competéncia de desenvolvimento a blastocisto entre embrides reconstruidos com
células oriundas de cultivos de maior nimero de passagens. Tal fato estd em concordancia
com Roh et al., (2000) que obteve resultados semelhantes com células doadoras de nticleo
submetidas a poucas (8-16) ou muitas (17-32) passagens celulares. H4 um consenso na
literatura quanto aos efeitos deletérios do prolongado tempo de cultivo na viabilidade celular.
Todavia, como discutido acima, o tempo de cultivo pode ndo ser prejudicial a reprogramagao
nuclear destas células. E provéavel que outros fatores sejam responséaveis pela maior ou menor
competéncia de reprogramacdo nuclear e sustentacdo do desenvolvimento embrionério.
Segundo Poehland et al. (2007), a influéncia da linhagem celular por si s6 ¢ maior do que a
influéncia do numeros de passagens. Os efeitos relacionados a ciclo celular, anomalias
cromossomais € diminuicdo da viabilidade sdo importantes mas podem ndo ser suficientes
para a discriminacdo de células adequadas a transferéncia nuclear. Os autores sugerem que
um maior entendimento sobre regulagdo epigenética no programa de expressdo génica podera

trazer esclarecimentos importantes sobre o sucesso da reprogramagao nuclear.

Outro fator importante em experimentos de transferéncia génica ¢ a utilizacdo das
células doadoras de nucleo com inser¢des aleatorias e desconhecidas no genoma. Tal efeito,
como discutido a seguir, pode ter influenciado a competéncia de desenvolvimento a

blastocisto e estabelecimento da prenhez dos embrides reconstruidos no presente experimento.
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Dado que as técnicas mais comuns € as mais eficientes proporcionam uma inser¢ao
aleatoria (CLARK et al., 2000), o conhecimento da posi¢ao de insercao do transgene e fatores
que influenciam sua expressao, ou mesmo o contrario, que influenciam a expressao de genes
endogenos, ¢ de grande utilidade para o sucesso da engenharia genética. Para tal, precisam ser

analisadas populagdes clonais de células doadoras.

Um segundo experimento, portanto, foi conduzido para avaliar o efeito da reclonagem
e caracterizagdo posicional do transgene sobre o desenvolvimento embrionario e
estabelecimento de prenhezes. Células com inser¢des aleatdrias, ou seja, desconhecidas
quanto ao numero e posi¢cao de inser¢ao no genoma, assim como cé¢lulas cultivadas a partir de
um dos primeiros fetos transgénicos produzidos neste estudo foram utilizadas na reconstrucao
de embrides clones. Estas ultimas, portanto, foram consideradas em procedimento de
“reclonagem”, por serem submetidas a uma nova reprogramacao nuclear. Foi observado efeito
benéfico desta reclonagem nuclear no desenvolvimento a blastocisto dos embrides clonados
(26,98% de blastocistos produzidos no grupo clonal comparado a 14,36% do grupo com
inserc¢do aleatdria), assim como no estabelecimento de gestagdes (15,38% do grupo clonal e
5,55% do grupo com insercdo aleatéria) quando analisada a confirmag¢do de prenhez em
relacdo ao numero de balstocistos transferidos. Células obtidas do cultivo submetido a
reclonagem também foram estudadas quanto a localizagdo cromossomal do transgene, para
que possiveis efeitos posicionais de inser¢do pudessem ser relacionados com a competéncia
de desenvolvimento embrionario ou fetal. Foi identificado que a populacdo clonal possui uma
inser¢do unica, no cromossomo 14, em regido ndo-transcrita. Esta informacao especula que a
insercdo transgénica destas células ndo representa efeito deletério na formagdo e
desenvolvimento embrionério ou fetal, o que seria possivel se a inser¢do estivesse localizada
em alguma regido transcrita do genoma. Tal especulagdo, portanto, concorda com o0s
resultados obtidos neste experimento, uma vez que uma maior taxa de desenvolvimento a
blastocisto e um maior numero de prenhezes por embrido transferido foram conseguidos com

a reclonagem deste cultivo celular.

Neste experimento discutem-se dois aspectos principais, que sdo o efeito da
reclonagem e o posicionamento do transgene. Também em Fujimura et al. (2007), e em
Kuroiwa et al. (2002), a reclonagem proporcionou uma maior taxa de blastocistos ¢ um

numero maior de prenhezes estabelecidas e proles nascidas. A reclonagem possibilita a
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utilizagdo de cultivos com poucos ou nenhum repique, evitando o acimulo de anormalidades
celulares descritas acima. Ademais, ja tiveram seu nucleo reprogramado com sucesso uma

VEZ.

Paralelo a este possivel efeito individual da célula, a selecdo de células mediante
estudo do local de inser¢do do transgene, permite uma produc¢dao mais eficiente de animais
transgénicos, uma vez que possibilita evitar a transferéncia de embrides que portardo
modificacdes genéticas indesejadas como knock-outs acidentais de genes primordiais para o

desenvolvimento embrionario, fetal ou mesmo peri-natal. (YAMAUCHI et al., 2007).

Neste trabalho, embrides reconstruidos por TNCS a partir de células com maior ou
menor periodo de cultivo ndo apresentaram diferenca na competéncia de desenvolvimento a
blastocisto; porém, quando utilizadas como células doadoras de nucleo fibroblastos
reclonados ou ndo, houve uma maior producdo de blastocistos no grupo reconstruido com
células reclonadas. Tal efeito benéfico também pdde ser observado no estabelecimento de
prenhezes, dado bastante importante para a otimizagdo da producao de animais de producao
transgénicos. Maiores estudos ainda sdo necessarios para um melhor entendimento dos
processos limitantes das técnicas de transferéncia génica e de transferéncia nuclear. A
combina¢do de ambas, porém, mostrou-se capaz do estabelecimento de prenhezes bovinas

transgénicas.

Experimentos futuros devem ser realizados para determinar com maior precisao qual
caracteristica da célula reclonada permite uma maior produgcdo de embrides e fetos
transgénicos. Um experimento bastante importante e esclarecedor sera o estudo da posi¢ao de
inser¢dao do transgene no genoma celular de cultivos clonais provenientes da separacdo por
citometria de fluxo ou pela recuperagio de fetos clonados, que devera ser relacionado com o

desenvolvimento embrionario, fetal e mesmo peri-natal de embrides reconstruidos por TNCS.
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7 CONCLUSOES

O mecanismo lentiviral mostrou-se eficaz no estabelecimento de cultivos de

fibroblastos transgénicos, e estes se mantiveram viaveis por diversas passagens.

Aliada a transferéncia nuclear de células somaticas, a transdugao lentiviral mostrou-se

capaz de manter um desenvolvimento embrionario viavel e de estabelecer prenhezes bovinas.

Células com diferentes periodos de cultivo nao diferiram quanto a competéncia de
desenvolvimento a blastocisto, enquanto células reclonadas sdo significativamente mais
eficientes na producdo de blastocistos transgénicos produzidos por TNCS, assim como no

subsequente desenvolvimento gestacional.
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