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RESUMO 
 

Contexto: O sistema de edição gênica CRISPR-Cas9 tem se mostrado uma 

ferramenta poderosa para modificações genéticas direcionadas. Esta tese de 

doutorado buscou otimizar o sistema CRISPR-Cas9 para utilização em linhagens 

celulares bovinas e embriões. Métodos: Foram desenhados e produzidos sgRNAs 

específicos visando loci de interesse para edição gênica em células epiteliais 

mamárias bovinas (MDBK). Adicionalmente, células MDBK expressando 

estavelmente a proteína Cas9 foram geradas. A atividade dos sgRNAs foi avaliada in 

vitro, e RNA mensageiros (mRNA) reportadores foram utilizados para confirmar a 

eficiência da transfeção. A seleção por antibiótico foi empregada para promover a 

expressão estável da Cas9 em linhagens celulares humanas e bovinas. A eficiência 

da edição gênica em embriões também foi avaliada por meio de PCR e 

sequenciamento.Resultados: A avaliação in vitro da atividade dos sgRNAs em 

células MDBK demonstrou variações na eficiência de edição, destacando a 

necessidade de linhagens celulares expressando a Cas9 com genomas relevantes. 

O método do mRNA reportador demonstrou sua utilidade para confirmar a eficiência 

da transfeção. A seleção por antibiótico promoveu com sucesso a expressão estável 

da Cas9 em linhagens celulares humanas e bovinas. A edição gênica em embriões 

resultou em uma proporção total de edição de 48%, sendo a maioria das células 

mutantes (35,5%) apresentando uma deleção de um nucliotídeo. Conclusão: Os 

sgRNAs desenhados permitiram a edição gênica em linhagens celulares bovinas 

MDBK, e o modelo otimizado do sistema CRISPR-Cas9 mostrou-se eficaz para 

editar os loci alvo em embriões. Esses resultados contribuem para o avanço da 

engenharia do genoma bovino, oferecendo aplicações potenciais em futuros estudos 

envolvendo o sistema CRISPR-Cas9 para a edição do genoma bovino. 

 

 

Palavras-chave: Edição Gênica; Engenharia Genética; Transgenia animal; AGMs; 

CRISPR-Cas9; Beta-lactoglobulina; Receptor de prolactina; Embriões. 



ABSTRACT 

 

Background: The CRISPR-Cas9 gene editing system has emerged as a 

powerful tool for targeted genetic modifications. This doctoral thesis aimed to 

optimize the CRISPR-Cas9 system for use in bovine mammary epithelial cells 

(MDBK) and embryos. Methods: Specific sgRNAs were designed and produced to 

target loci of interest for gene editing in MDBK cells. Additionally, stable Cas9-

expressing MDBK cells were generated. In vitro evaluation of sgRNA activity was 

conducted, and mRNA reporters were utilized for transfection efficiency confirmation. 

Antibiotic selection was employed to promote stable Cas9 expression in human and 

bovine cell lines. The efficiency of gene editing in embryos was also evaluated 

through PCR and sequencing. Results: The in vitro evaluation of sgRNA activity in 

MDBK cells showed variations in editing efficiency, emphasizing the need for cell 

lines expressing Cas9 with relevant genomes. The mRNA reporter method 

demonstrated its usefulness for confirming transfection efficiency. Antibiotic selection 

successfully promoted stable Cas9 expression in human and bovine cell lines. Gene 

editing in embryos resulted in a total editing proportion of 48%, with the majority of 

mutant cells (35.5%) exhibiting a single-nucleotide deletion. Conclusion: The 

designed sgRNAs enabled gene editing in MDBK bovine cell lines, and the optimized 

CRISPR-Cas9 model was effective for editing the target loci in embryos. These 

findings contribute to the advancement of bovine genome engineering, offering 

potential applications in future studies involving the CRISPR-Cas9 system for bovine 

genome editing. 

 

 

Keywords: Gene Editing; genetic engineering; animals; transgenics; GMAs; CRISPR-

Cas9; Beta-lactoglobulin; prolactin receptor; Embryos. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A implementação das técnicas de modificação genética em animais surgiu em 

1980 e 1981 com as pesquisas de Gordon e Ruddle, que resultaram na produção de 

embriões murinos geneticamente modificados (GMs). Foi, portanto, comprovado que 

a estratégia de microinjeção de DNA pronuclear na etapa do pronúcleo viabilizava a 

integração estável de construções de DNA no genoma (GORDON, J W; RUDDLE, 

1981). Nesse mesmo período, essa tecnologia habilitou a fabricação de animais 

geneticamente modificados (AGMs) com deleções e inserções de genes de 

interesse, buscando criar animais-modelo para estudos (J. M. ADAMS; A. W. 

HARRIS, C. A. PINKERT, L. M. CORCORAN, W. S. ALEXANDER, S. CORY, R. D. 

PALMITER, 1985; Beardmore, 1997). Embora a eficiência dessa técnica seja baixa, 

as sequências adicionadas eram herdadas pela prole dos animais produzidos 

seguindo padrões mendelianos. 

Atualmente, o objetivo da tecnologia transgênica aplicada a animais é 

produzir organismos que permitam: 1) modelar a patogênese e comportamento de 

doenças de interesse (HUTCHINSON; MULLER, 2000; PINNAPUREDDY et al., 

2015), especialmente de doenças complexas, como as neurológicas (YANG et al., 

2021); 2) investigar eventos celulares e moleculares (ex.: regulação gênica; vias 

biossintéticas) (SCHEENEN et al., 2009); 3) aumentar a produtividade de animais de 

relevância pecuária (LIEVENS et al., 2015a; WANG, H. et al., 2020) e detectar 

alterações ambientais (ALMEIDA et al., 2014); 5) produção de órgãos para 

transplante humano (MOHIUDDIN et al., 2014; REARDON, 2015); 6) fabricar 

proteínas recombinantes de alta qualidade para uso biotecnológico e medicinal 

(MOURA et al., 2013; QIAN et al., 2015). 

Nesse contexto, os animais de produção se destacam, uma vez que as 

modificações genéticas neles são de grande valor tanto na esfera pecuária quanto 

na científica. No tocante ao impacto econômico, várias características puderam ser 

modificadas em animais de grande porte para incrementar sua produtividade ou 

minimizar perdas inerentes ao processo de produção, como resumido na Tabela 1 e 

extensivamente revisado por Lievens et al. (LIEVENS et al., 2015b). 
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Tabela 1: Resumo das modificações genéticas implementadas em animais de 

grande porte de interesse pecuário. 

Objetivo 

da Modificação 

Genética 

Animais 

Geneticamente 

Modificados 

Gene 

Inserido/Modifica

do 

Referência 

Aumento 

da 

Sobrevivência 

Neonatal 

Suínos, 

Bovinos 

Alfa-

lactalbumina 

(BLECK et al., 

1998; TONG et al., 

2011; WHEELER; 

BLECK; DONOVAN, 

2001) 

Resistênc

ia a Doenças 

Ovelhas, 

Galinhas, Bovinos 

SP110 (DENNING et 

al., 2001; LYALL et al., 

2011; RICHT et al., 

2007; WU et al., 2015) 

Aumento 

da Taxa de 

Crescimento 

Salmão, 

Suínos 

Hormônio 

do Crescimento 

(Saunders, 

Fletcher and Hew, 

1998; Devlin et al., 

2009; Proudfoot et al., 

2015) 

Melhora 

na Carne 

Suínos Fat-1 (LAI et al., 

2006) 

Alteração 

na Composição 

do Leite 

Bovinos Fat-1 (WU et al., 

2012) 

Aumento 

na Produção de 

Lã 

Ovelhas IGF-1 (DAMAK et al., 

1996) 

Melhora 

no Manejo 

(Descorna 

Genética) 

Bovinos POLLED (Carlson et al., 

2016) 
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Dentre os animais geneticamente modificados (AGMs) citados anteriormente, 

o salmão, comercializado sob a marca AquaAdvantage®, recebeu grande destaque 

em 2015 ao ser aprovado para consumo humano, sendo assim o primeiro AGM a 

obter tal reconhecimento pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados 

Unidos (LEDFORD, 2015). É importante salientar que os requisitos regulatórios para 

que o animal fosse comercializado como alimento se estenderam por duas décadas, 

evidenciando a complexidade do processo de aprovação da técnica para esse fim 

(LEDFORD, 2013). Não obstante, o forte apelo econômico da pecuária impulsiona a 

melhoria dos animais de produção por meio de diversas técnicas que serão 

elucidadas aqui. 

Além do interesse em aumentar a produção, animais de grande porte também 

foram vistos como potenciais modelos para doenças humanas. A utilização desses 

animais para tal finalidade oferece a possibilidade de estudar disfunções para as 

quais os modelos em pequenos animais não são satisfatórios (ROGERS, 2016; 

WHITELAW et al., 2016). 

Diante da importância das modificações genéticas em animais, é imperativo 

aprimorar o conjunto de ferramentas biotecnológicas utilizadas para sua produção. 

Nesse contexto, a ascensão da edição genômica, especialmente a redução na 

complexidade da aplicação dessas técnicas, tem se revelado extremamente valiosa. 

Além disso, análises de impacto relacionadas à liberação regulatória de 

animais geneticamente modificados demonstraram efeitos econômicos significativos 

decorrentes do atraso na regulamentação e permissão para comercialização desses 

animais. O impacto da não comercialização de três tipos de AGMs - gado resistente 

à mastite, porcos com alterações no sistema reprodutivo e resistência a vírus 

respiratório e o salmão AquAdvantage - foi analisado, revelando perdas na ordem de 

bilhões de dólares anualmente devido a atrasos de 5 e 10 anos nas aprovações 

(VAN EENENNAAM et al., 2021). Tal impacto ressalta a necessidade de um 

conhecimento mais profundo sobre os mecanismos pelos quais as modificações 

genéticas em animais ocorrem, bem como seus impactos, além de determinar 

formas de avaliar e rastrear os AGMs (LIEVENS et al., 2015c). Portanto, esforços 

para modelar e aprimorar a produção de AGMs são relevantes tanto para a literatura 

científica quanto para o avanço da pecuária com esses animais. 
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1.1. EDIÇÃO GENÔMICA 

 

O termo "edição genômica" (EG) foi estabelecido para designar as técnicas 

que permitem a realização de quebras cromossômicas com inserções ou deleções 

em regiões predefinidas de genomas selecionados com precisão relativa. Quanto ao 

mecanismo básico, as tecnologias de EG a serem detalhadas aqui operam com 

base no princípio de que deve ocorrer a quebra de dupla fita (QDF) do segmento de 

DNA, seguida pela reparação por junção de extremidades não homólogas (JENH) 

(GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013; KHALIL, 2020) iniciada pela própria célula ou 

induzida (LAZZERINI-DENCHI; SFEIR, 2016). 

O funcionamento dos sistemas de edição genômica está vinculado a dois 

requisitos básicos: 1) habilidade para reconhecer uma sequência alvo no genoma e 

2) capacidade para clivar o DNA no local reconhecido (CHANDRASEGARAN; 

CARROLL, 2016). Na prática, a edição genômica necessita de uma nuclease 

acoplada a uma macromolécula capaz de reconhecer nucleotídeos, ou seja, um 

domínio de ligação ao DNA. Além disso, é essencial que a parte do sistema que 

reconhece a sequência consiga ligar-se a um trecho longo o suficiente para ter 

ocorrência única em um genoma eucariótico. 

Vários sistemas foram desenvolvidos com o objetivo de possibilitar a edição 

genômica e eles diferem consideravelmente tanto na capacidade de clivar o DNA 

quanto na especificidade com que essa quebra ocorre (CHANDRASEGARAN; 

CARROLL, 2016). Abordaremos a seguir os aspectos técnicos e biológicos dos 

sistemas conhecidos como: Nucleases de Dedos de Zinco (NDZs); Nucleases 

efetoras semelhantes a fatores de ativação (do inglês TALENs - Transcription 

activator-like effector nucleases) e o sistema da nuclease 9 (Cas9) associada a 

Repetições palindrômicas curtas regularmente interespaçadas (do inglês CRISPR-

Cas9 - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9). As 

características mais fundamentais dessas tecnologias estão resumidas na Tabela 2. 

 

 

 

 

 



17 

 

Tabela 2: Informações principais sobre as técnicas de edição gênica NDZ; 

TALENs e CRISPR-Cas9 

Sistema Nuclease 

Empregada 

Natureza e 

características do 

Sistema de Guia 

Ano que se 

tornou 

disponível 

Referência 

Nucleases 

Dedos de 

Zinco 

FokI Natureza 

proteica, capaz de 

reconhecer entre 9 

e 18bp por 

monómero da 

proteína 

1996 (KIM, Y 

G; 

CHANDRASEG

ARAN, 1994; 

KIM; CHA; 

CHANDRASEG

ARAN, 1996) 

Nucleases 

efetoras 

semelhantes 

a fatores de 

ativação 

FokI Natureza 

proteica, capaz de 

reconhecer entre 

14 e 20bp por 

monómero da 

proteína 

2010 (CHRIST

IAN et al., 

2010) 

CRISPR/Cas Cas9 Polímero de 

nucleotídeos, 

capaz de 

reconhecer por 

pareamento 22bp 

2012 (JINEK 

et al., 2012) 

 

Na figura 1 estão esquematizados os mecanismos de edição gênica das 

ferramentas a serem discutidas nesse trabalho. 
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Figura 1: Esquema das Ferramentas de Edição Gênica 

 

A seguir serão resumidos os mecanismos e principais aspectos dos sistemas 

de edição gênica resumidos acima. 

 

1.1.1. Nucleases Dedos de Zinco 

 

O sistema NDZ foi desenvolvido a partir do trabalho de Klug et al. (1985), 

onde foram descritos fatores de transcrição de Xenopus laevis com um átomo de 

zinco integrado na estrutura proteica do domínio de ligação ao DNA (MILLER; 

MCLACHLAN; KLUG, 1985). Os domínios contendo zinco são muito prevalentes em 

eucariotos (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016). Mais tarde, a estrutura 

cristalográfica destes fatores de transcrição foi obtida em camundongos, 

proporcionando um entendimento mais aprofundado de sua interação com o DNA 

(PAVLETICH; PABO, 1991). Em geral, cada dedo de zinco (DZ) interage com uma 

sequência específica no DNA. A estrutura descrita consiste de aproximadamente 30 

resíduos de aminoácidos, com pares de histidina e cisteína sendo invariantes. Os 
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resíduos de aminoácidos de cada DZ ligam-se a um átomo de zinco por meio de 

complexação (PAVLETICH; PABO, 1991). 

Posteriormente, houve extensivos estudos nos quais DZ interagiram com 

cada triplete de nucleotídeos na sequência de DNA (KLUG, A; CHOO, 1994a, 

1994b; LIU; XIA; CASE, 2002; REBAR; PABO, 1994). Finalmente, em 1996, 

Chandrasegaran e colaboradores utilizaram o conhecimento acumulado sobre os DZ 

para propor uma proteína híbrida, unindo a nucleasse FokI aos DZ (KIM; CHA; 

CHANDRASEGARAN, 1996), surgindo assim as nucleases dedos de zinco (NDZ). 

Mais tarde, o mesmo grupo mostrou que a fusão das proteínas não causou perda de 

especificidade ou atividade catalítica (SMITH; BERG; CHANDRASEGARAN, 1999). 

Apesar da complexidade do sistema e de sua relativa inespecificidade, 

quando comparado aos outros sistemas que serão detalhados a seguir, as NDZ 

marcaram um importante passo para a produção de alterações genéticas 

direcionadas. Portanto, as NDZ representam a primeira ferramenta que permitiu um 

estudo mais aprofundado e direto da relação genótipo-fenótipo. 

 

1.1.2. TALENs 

 

A evolução das TALENs começou com a compreensão de proteínas que 

interagem naturalmente com o DNA durante a transcrição. Neste contexto, as 

proteínas responsáveis por reconhecer sequências no genoma eram efetores 

semelhantes a ativadores da transcrição (TALE - Transcription Activator-Like 

Effector) (CHRISTIAN et al., 2010). Em 2009, estudos se concentraram em proteínas 

secretadas por bactérias do gênero Xanthomonas que eram capazes de se ligar ao 

genoma do hospedeiro e desencadear a transcrição (BOCH et al., 2009; MOSCOU; 

BOGDANOVE, 2009). A descoberta dos efetores TALEs simbolizou, antes de se 

tornarem uma ferramenta de edição gênica, um novo método de reconhecimento de 

sequências de DNA por proteínas (MOSCOU; BOGDANOVE, 2009). 

Em contraste com os DZ, descobriu-se que cada motivo TALE é capaz de 

reconhecer um único nucleotídeo com alta especificidade. Além disso, a presença de 

motivos vizinhos não impactava na habilidade de se ligar ao DNA. Cada domínio 

TALE é composto por 33 a 35 resíduos de aminoácidos altamente conservados. Os 

resíduos de aminoácidos localizados nas posições 12 e 13 de cada sequência, 

chamados de di-resíduos variáveis da repetição (DVRs), são os que conferem a 
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especificidade por cada nucleotídeo único. A Tabela 3 resume os DVRs que 

interagem com cada nucleotídeo (CHRISTIAN et al., 2010). 

 

Tabela 3: Correspondência entre resíduos de aminoácidos 12 e 13 nos 

motivos TALE e nucleotídeos 

Di-resíduos Variáveis Nucleotídeo 

Asparaginina e Isoleucina A 

Histidina e Aspartato C 

Asparaginina e Glicina ou Histidina 

e Glicina 

T 

Asparaginina e Asparaginina G ou A 

 

Com base no conhecimento extensivo gerado durante a produção das NDZs, 

as TALENs como ferramentas biotecnológicas foram produzidas apenas um ano 

após a descrição dos TALEs como domínio de interação com DNA (CHRISTIAN et 

al., 2010). Vetores contendo o gene para as TALENs são desenhados de maneira 

semelhante aos das NDZs, sendo que os motivos TALE são também fusionados a 

nucleasse FokI (CHRISTIAN et al., 2010).  

Como consequência intuitiva da maneira com que funcionam as TALENs, as 

sequências necessárias para codifica-las são cerca de 3 vezes maiores do que as 

das NDZs, uma vez que ao passo que cada DZ reconhece um triplet de DNA, cada 

TALE reconhece um único nucleotídeo (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; 

GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013). Em comparações feitas após a descrição desse 

sistema, as TALENs demonstraram-se tão eficazes e específicas quanto as NDZs, 

entretanto, com menor citotoxicidade (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; 

RAMALINGAM et al., 2013, 2014). 

 

1.1.3. O sistema CRISPR-Cas9 

 

Em 2012, o grupo de Doudna e colaboradores apresentou o sistema de 

edição genética CRISPR-Cas9, que, diferentemente dos sistemas previamente 

discutidos, realiza o reconhecimento da sequência alvo por meio do pareamento 

entre um oligorribonucleotídeo e o DNA do genoma de interesse (JINEK et al., 

2012), previsão já realizada por Watson e Crick. Os estudos desenvolvidos por 
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Doudna e aqueles que os precederam permitiram uma mudança paradigmática na 

edição genômica, pois a interação RNA-DNA passou a ser o requisito para o 

direcionamento da QDF. 

Apesar dos avanços recentes na compreensão das limitações do sistema 

CRISPR-Cas9 em relação às quebras inespecíficas (ZHANG et al., 2015), essa 

ferramenta é considerada de grande interesse, pois simplificou notavelmente os 

experimentos de edição genética (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; GAJ; 

GERSBACH; BARBAS, 2013). Mais recentemente, foram realizados avanços para 

tornar a técnica menos inespecífica através de modificações na nuclease, que serão 

apresentadas a seguir (KLEINSTIVER et al., 2016). 

 

1.1.3.1. Funcionamento Biológico do Sistema CRISPR-Cas9 

 

O sistema que combina a nuclease 9 (Cas9) com as Repetições 

Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespaçadas (do inglês CRISPR 

- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; e Cas9 - CRISPR-

associated protein 9), usado como instrumento biotecnológico, foi derivado do 

entendimento fundamental sobre a imunidade adaptativa em bactérias (SANDER; 

JOUNG, 2014). 

Os sistemas CRISPR do tipo II são elementos cruciais da imunidade 

adaptativa de bactérias, que respondem intracelularmente a elementos de material 

genético exógeno, como os encontrados em plasmídeos e vírus (BARRANGOU et 

al., 2007). O primeiro locus contendo CRISPR foi identificado inicialmente em 

Escherichia coli, embora naquele momento ainda não estivesse associado à função 

que atualmente exploramos (ISHINO et al., 1987). Entretanto, foi apenas em 2005 

que esses loci começaram a ser descritos como originários de material genético 

exógeno (BOLOTIN, A; QUINQUIS, B; SOROKIN, A; EHRLICH, 2005; MOJICA et 

al., 2005; POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2005). Sequências CRISPR foram 

encontradas em 84% das arqueas e 45% das espécies do domínio bacteria 

(GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007). 

A partir de então, começou a ser elucidado o funcionamento biológico do 

sistema CRISPR-Cas9 do tipo II na interação entre bactérias e os patógenos com os 

quais interagem ecologicamente. De maneira geral, o sistema CRISPR em bactérias 
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opera em três estágios para fornecer imunidade a elementos de DNA exógenos, 

conforme esquematizado na Tabela 4 (WANG; LA RUSSA; QI, 2016). 

 

Tabela 4: Esquema do funcionamento biológico do sistema CRISPR-Cas9 

Etapa 1 – Aquisição Etapa 2 – Expressão Etapa 3 – 

Reconhecimento e 

Clivagem do genoma 

invasor 

DNA exógeno é 

processado e 

fragmentos, 

denominados 

protoespaçadores, são 

incorporados ao locus 

CRISPR do hospedeiro. 

Esses fragmentos ficam 

como espaçadores 

entre as repetições de 

onde são derivados os 

RNA-CRISPR (crRNA) 

Proteínas Cas são 

expressas de maneira 

concomitante com a 

transcrição dos trechos 

de repetições CRISPR e 

protoespaçadores. 

Inicialmente é transcrito 

um pré-crRNA e, em 

seguida, esse é clivado e 

torna-se o crRNA 

maduro, capaz de 

associar-se a proteína 

Cas9 

Em uma segunda 

interação, proteínas Cas9 

associadas ao crRNA 

reconhecem a sequência 

no genoma invasor e são 

feitas clivagens, de 

maneira a proteger a 

célula hospedeira da 

infecção 

 

O direcionamento das proteínas Cas para o genoma invasor é dependente de 

da interação do crRNA por pareamento de bases com o DNA exógeno, entretanto a 

clivagem depende também de uma interação da nuclease Cas9 com um motivo 

adjacente ao protoespaçador (PAM – do inglês, Protospacer adjacent motif). A 

sequência PAM trata-se de um trecho organizado da seguinte maneira NGG (no qual 

N é qualquer nucleotídeo). Os requisitos para a imunidade protetiva adquirida 

bacteriana foram explorados de maneira a minimizar os elementos envolvidos de 

forma que possibilitasse a produção da ferramenta de edição gênica, CRISPR-Cas9. 
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1.1.3.2. Aspectos Práticos da Edição Gênica com o Sistema CRISPR-Cas9 

 

Em 2012, a equipe de Charpentier e Doudna demonstrou a possibilidade de 

direcionar a clivagem pela Cas9 em genomas específicos usando apenas uma 

nuclease guiada por um único segmento de RNA, que passou a ser chamado de 

RNA guia (sgRNA) (JINEK et al., 2012). Desde então, várias melhorias foram 

implementadas no sistema, proporcionando a facilidade de uso a que a literatura 

atualmente se refere (WANG; LA RUSSA; QI, 2016). Logo após os trabalhos de 

Doudna, vários grupos demonstraram a possibilidade de edição do complexo 

genoma de células eucarióticas (CHO et al., 2013; CONG et al., 2013; JINEK et al., 

2013; MALI et al., 2013). 

Assim como nos outros métodos de edição genômica aqui apresentados, a 

dinâmica da modificação genética feita com o sistema CRISPR-Cas9 se baseia nos 

seguintes passos: 1) identificação do locus pelo sgRNA, direcionando a nuclease 

Cas9; 2) quebra feita pela enzima; 3) reparo do trecho clivado. O reparo que ocorre 

em células eucarióticas após essa clivagem é do tipo Junção de Extremidades Não-

Homólogas (JENH), que introduz erros e, portanto, interfere no transcrito obtido a 

partir daquela região e, potencialmente, no produto proteico. Alternativamente, o 

reparo pode ocorrer por homologia, considerando, para fins de edição gênica, o 

reparo em homologia a moldes de DNA introduzidos juntamente com o sistema 

CRISPR-Cas9 nas células (WANG; LA RUSSA; QI, 2016). 

Os protocolos para edição usando este sistema variam significativamente de 

acordo com o tipo de célula a ser editada, mas podem ser resumidos conforme 

esquematizado na Tabela 5 (RAN et al., 2013). 
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Tabela 5: Esquema para condução de experimento com o sistema CRISPR-

Cas9. 

Passos Atividade Principal Comentários 

1 Design in silico dos 

sgRNAs, a partir de 

bancos de dados de 

genomas ou partindo-se 

de sequenciamento 

utilizando ferramentas 

para encontrar sequências 

que possam ser usadas 

para a clivagem pela Cas9 

Nesse passo, os requisitos são: 

o conhecimento do genoma com o qual 

se trabalha; e a presença de uma 

sequência NGG, referente ao PAM no 

locus onde se deseja fazer a edição. 

2 Produção de 

construtos de DNA 

contendo o gene para a 

Cas9 e sequência para 

sgRNA 

É interessante que se tenha no 

construto de DNA um gene reportador 

que possa ser utilizado para separação 

de células efetivamente expressando o 

construto; Alternativamente, podem ser 

produzidos in vitro os sgRNAs e mRNA 

da proteína Cas9, o que é, 

particularmente, interessante para 

edição gênica em embriões ou células 

que não expressem bem os construtos 

de DNA. Recentemente a utilização da 

proteína Cas9 tem sido a alternativa 

mais utilizada. 

3 Transfecção dos 

construtos de DNA ou co-

transfecção de sgRNA e 

mRNA ou microinjeção 

desses elementos em 

embriões 

Atualmente, complexos Cas9-

sgRNA, utilizando a proteína Cas9 e o 

sgRNA previamente sintetizados são 

preferíveis para aumentar a eficiência. 

4 Avaliação da 

mutação 

Atualmente, é utilizada como 

rotina, a detecção de mutação pelo 
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ensaio restrição por meganucleases em 

heteroduplexes como maneira de 

triagem para genomas editados antes 

do sequenciamento 

5 Expansão clonal de 

células presumivelmente 

editadas ou transferência 

de embriões editados 

 

 

Como observado, a edição genética com o sistema CRISPR-Cas9 é de 

aplicação relativamente fácil, o que permite seu uso para uma ampla gama de 

propósitos. Desde sua introdução, tem sido de grande importância na determinação 

da função de vários elementos genômicos. 

A principal diferença entre o sistema CRISPR-Cas9 e seus predecessores, 

TALENs e ZFNs, reside na facilidade de desenho de experimentos. No entanto, é 

importante lembrar que a capacidade de edição de todos é comparável, conforme 

relatado em experimentos recentes (HE et al., 2016), e ainda existe o problema das 

modificações fora do alvo (ZHANG et al., 2015). 

A produção de embriões geneticamente modificados continua a ser uma 

ferramenta de grande valor para várias finalidades, desde aplicações importantes 

para a elucidação de mecanismos biológicos, no contexto da ciência básica, até a 

produção de animais geneticamente modificados para pecuária e produção de 

proteínas recombinantes (LIEVENS et al., 2015c). 

Neste trabalho, o objetivo é produzir animais geneticamente modificados em 

um locus de grande interesse para a indústria de laticínios. Apesar do foco deste 

trabalho ser em animais de produção, os avanços biotecnológicos a serem 

alcançados ajudarão no entendimento da modificação genética de animais. 

A grande maioria dos animais transgênicos e geneticamente modificados 

produzidos e já relatados na literatura provêm da microinjeção de construtos de DNA 

e da transferência nuclear de células cultivadas que foram previamente modificadas 

geneticamente (KUES; NIEMANN, 2011; MAKSIMENKO et al., 2013). Durante 

muitos anos, estas técnicas foram as únicas disponíveis para a transgenia animal. A 

introdução das ZFNs foi vista como um marco importante para a produção de 

animais geneticamente modificados (SWARTHOUT; RAISINGHANI; CUI, 2011), no 
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entanto, devido às dificuldades da técnica, na maioria dos casos, os animais 

continuaram a ser produzidos pelas técnicas clássicas. 

A introdução das TALENs na biotecnologia também permitiu um aumento 

significativo na produção de animais geneticamente modificados (LOTTI et al., 

2017). Isso tem sido de grande relevância na produção de animais de produção 

geneticamente modificados (CARLSON et al., 2012, 2016; PROUDFOOT et al., 

2015b) pelo grupo de Fahrenkrug e colaboradores. 

Da mesma forma que para outras aplicações de edição genética, a transgenia 

e modificação genética em animais foi grandemente facilitada pelo sistema CRISPR-

Cas9. Desde sua disponibilização em 2012, vários trabalhos já relataram a produção 

de animais geneticamente modificados (FUJIHARA; IKAWA, 2014; HIROSE et al., 

2017; HWANG et al., 2013; IRION; KRAUSS; NUSSLEIN-VOLHARD, 2014; JIN; LI, 

2016; NAKAGAWA et al., 2015). 

 

1.1.4. Estado da Arte da Edição Gênica com o Sistema CRISPR-Cas9 

 

O sistema CRISPR-Cas9 expandiu de forma significativa as possibilidades de 

modificações genômicas em células eucarióticas. Este mecanismo, que pode ser 

entendido como um conjunto de nucleases bacterianas programáveis, é capaz de 

promover alterações genéticas em qualquer região do DNA. Esta capacidade tem 

permitido avanços significativos no conhecimento do funcionamento da genética 

molecular e suas implicações (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020). Embora o 

princípio básico da edição genômica tenha permanecido o mesmo, conforme 

descrito anteriormente neste documento, é crucial destacar que houve progressos 

notáveis nos aspectos práticos da utilização do sistema. Estes avanços contribuíram 

de forma positiva para a eficácia e praticidade da técnica. Em especial, a introdução 

de novas nucleases e modificações nas nucleases existentes aumentou 

consideravelmente a versatilidade da técnica (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020). 

Ademais, foram incorporadas ferramentas derivadas do sistema original que 

possibilitam a edição direcionada para RNA, regulação da transcrição, epigenética e 

detecção de ácidos nucleicos (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020; DOMINGUEZ; LIM; 

QI, 2016; SCOTT et al., 2019; SUN; CHEN; GAO, 2021; THAKORE et al., 2016). 

As duas principais preocupações ao projetar experimentos e terapias que 

utilizam a edição genômica são o tipo de modificação na sequência que o sistema 
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de edição pode realizar e a capacidade do complexo de se ligar ao alvo genômico. 

As modificações geralmente incluem: 1) mutações pontuais (conversões), 2) 

deleções, 3) inserções e 4) combinação de múltiplos tipos de modificações 

(ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020; SANDER; JOUNG, 2014; SUN; CHEN; GAO, 

2021). Já a capacidade de ligação do sistema ao alvo molecular depende dos 

requisitos da enzima nuclease específica. A nuclease Cas de organismos diferentes 

possui sequências proto-espaçadoras (PAM) distintas, permitindo que a clivagem 

ocorra em sequências específicas do genoma (HILLE et al., 2018). As nucleases 

Cas naturais permitem uma variedade considerável de sequências PAM, e as 

enzimas geneticamente modificadas expandem ainda mais essa gama de 

sequências alvo (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020; HILLE et al., 2018). Por fim, a 

atividade enzimática e a capacidade de ligação à região genômica influenciam de 

forma relevante a eficiência da edição gênica, aspecto que será discutido na seção 

1.1.5. 

Os sistemas CRISPR-Cas presentes naturalmente em bactérias se dividem 

em duas classes: a classe 1, que usa um sistema multiprotéico, e a classe 2, que 

possui uma única proteína efetora para o corte do DNA. Devido à simplicidade de 

precisar apenas de uma proteína, os sistemas de classe 2 são mais vantajosos em 

termos práticos. Além disso, os sistemas CRISPR-Cas9 de classe dois se 

subdividem em três tipos principais: 1) tipo II, com as variantes Cas9, 2) tipo V, com 

variantes Cas12 e 3) tipo VI, com variantes Cas13, que possuem atividade de 

clivagem em moléculas de RNA (MAKAROVA et al., 2020). Os sistemas tipo VI 

ganharam especial relevância para identificação e modificação no transcriptoma, 

além de interação com vírus de RNA (NAKAGAWA et al., 2022). Considerando a 

relevância dos sistemas CRISPR-Cas de tipos II e V, que promovem quebras no 

DNA direcionadas por RNA para este trabalho, discutiremos a seguir os aspectos 

técnicos e as diferenças entre as nucleases Cas9 e Cas12. 

As enzimas do tipo II do sistema CRISPR, conhecidas como Cas9, são 

nucleases orientadas por RNAs que promovem quebras de dupla fita no DNA alvo. 

Esses sistemas são guiados por RNAs CRISPR (CrRNAs), que se pareiam com os 

RNAs ativados trans-acting (TracrRNAs), formando o complexo que se liga ao DNA 

e o corta (DELTCHEVA et al., 2011). As Cas9 realizam um corte impreciso na fita de 

DNA, geralmente 3 pares de bases acima da sequência PAM. O reconhecimento do 

alvo pela Cas9 começa com a ligação da sequência PAM, seguida pelo 
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desenrolamento da dupla fita de DNA e a formação de um heteroduplex entre o RNA 

e o DNA (DELTCHEVA et al., 2011; JIANG; DOUDNA, 2017; SCHMID-BURGK et 

al., 2020a, 2020b). À medida que a fita não-alvo de DNA é deslocada, forma-se uma 

alça em R que expõe o DNA alvo e facilita a ligação das proteínas. A própria 

formação da alça estimula as mudanças conformacionais que ativam o domínio 

nuclease. A falta de pareamento entre o RNA guia e o DNA impede as mudanças 

conformacionais, diminuindo a probabilidade de corte. Portanto, sequências 

altamente complementares favorecem a atividade de clivagem (JIANG et al., 2016; 

JINEK et al., 2014). Ao projetar novas nucleases para aplicações biotecnológicas, 

mutações que inibem as transições conformacionais permitem aumentar a 

especificidade do sistema. Por outro lado, a inativação, através de mutações, do 

domínio nuclease HNH ou RuvC, possibilitou a criação das nickases, enzimas que 

clivam apenas uma das fitas de DNA (NISHIMASU et al., 2014). Ao inativar ambos 

os domínios nuclease, obtêm-se as Cas9 sem atividade catalítica, Cas9 inativas 

(dCas9, do inglês Dead Cas9) (GAUDELLI et al., 2017; NISHIMASU et al., 2014; 

STERNBERG et al., 2015). 

Considerando a atividade catalítica e a dinâmica de ligação das proteínas 

Cas9, é importante enfatizar que a ligação do complexo ao DNA alvo, bem como a 

promoção da clivagem e o desligamento do complexo são processos cruciais para a 

compreensão da eficiência da edição genômica e para a otimização desses 

processos (BODAI et al., 2022; LIU et al., 2016; WEN; ZHANG, 2022). 

Além das modificações relacionadas com a atividade catalítica da enzima, o 

uso de Cas9 de diferentes organismos permite diversificar a sequência PAM que 

pode ser alvo na edição gênica. Além das Cas9 mais usadas, derivadas de 

Streptococcus pyogenes (SpCas9), diversas outras espécies são muito úteis, como 

Staphylococcus aureus, Streptococcus thermophilus, Neisseria meningitidis e 

Campylobacter jejuni (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020; CHATTERJEE; JAKIMO; 

JACOBSON, 2018; HOU et al., 2013; MÜLLER et al., 2016). 

As nucleases Cas12, por sua vez, são variantes dos sistemas CRISPR do tipo 

V. Estas proteínas têm naturalmente apenas um domínio nuclease tipo RuvC e este 

domínio é capaz de realizar a clivagem do DNA em ambas as fitas. As nucleases 

deste tipo realizam clivagens com pontas coesivas na região do protoespaçador que 

é distal à sequência PAM. Estas nucleases têm a capacidade de utilizar um único 

crRNA a partir de um grupo de RNAs, uma vez que possuem um domínio RNAse. 
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Suas regiões PAM são geralmente ricas em T, o que as distingue bastante das 

Cas9. Há variantes da Cas12 capazes de realizar a clivagem do DNA de várias 

maneiras diferentes, conferindo grande versatilidade aos sistemas CRISPR-Cas12 

(STRECKER et al., 2019; ZETSCHE et al., 2015, 2017). 

Com base no conhecimento adquirido das variantes naturais das nucleases 

associadas ao sistema CRISPR, várias variantes geneticamente modificadas têm 

sido produzidas (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020; CEBRIAN-SERRANO; DAVIES, 

2017). Em geral, os sistemas CRISPR são igualmente versáteis e úteis para vários 

tipos de experimentos e técnicas de produção de organismos geneticamente 

modificados. No entanto, a sequência PAM continua sendo uma limitação ao mirar 

sequências muito específicas do genoma, pois é necessário que os nucleotídeos 

complementares ao PAM estejam adjacentes à região de interesse (CEBRIAN-

SERRANO; DAVIES, 2017). O grupo de Anzalone e colaboradores apresenta em 

sua revisão as variações mais importantes da proteína Cas9 em relação à 

introdução de diferentes sequências PAM (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020). No 

entanto, é importante notar que, do ponto de vista prático, o uso de nucleases 

modificadas ainda é limitado devido à disponibilidade comercial dessas enzimas na 

forma de proteínas. A maioria delas pode ser encontrada comercialmente na forma 

de plasmídeos, no entanto, como será discutido mais adiante, a eficiência da edição 

genômica em experimentos com o sistema CRISPR-Cas9 pode mudar 

drasticamente quando a nuclease é expressa a partir de construtos de DNA (CHEN; 

ALPHONSE; LIU, 2020; HOSHIJIMA et al., 2019; KIM et al., 2014a, 2014b; LIANG et 

al., 2015; VAKULSKAS et al., 2018). Além disso, o uso de construtos de DNA 

também pode estar associado a um aumento nas modificações genéticas off-target 

(KIM et al., 2014b; LIANG et al., 2015), o que também deve ser levado em 

consideração em experimentos com nucleases modificadas. De qualquer forma, a 

disponibilidade de nucleases visando diferentes PAMs é relevante para permitir a 

pesquisa e a produção de organismos geneticamente modificados em uma 

variedade maior de locais do genoma (YU et al., 2016). 

A diversificação das possibilidades de alvos na edição genética e o aumento 

da eficácia são objetivos importantes da pesquisa básica com o sistema CRISPR-

Cas9. Além disso, atualmente, no caso da produção de animais geneticamente 

modificados e terapia genética, há também um grande interesse em possibilitar a 

edição in vivo, o que traz alterações consideráveis em relação à eficiência e aos 
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mecanismos. Este tipo de método não será abordado aqui, pois não é o tema deste 

trabalho, mas foi amplamente discutido na literatura citada a seguir (GILLMORE et 

al., 2021; RAMIREZ-PHILLIPS; LIU, 2021; ZHAO et al., 2021). 

 

1.1.5. Eficiência da Edição Gênica com o Sistema CRISPR-Cas9 

 

Ao projetar experimentos com o sistema CRISPR-Cas9, uma das 

preocupações preponderantes é a eficiência da edição genética, que se refere à 

proporção de células ou animais geneticamente modificados obtidos. A previsão da 

eficiência emerge como um acréscimo às restrições para a aplicação do sistema, 

uma vez que está intrinsecamente vinculada à sequência do genoma-alvo que será 

submetida à edição. É reconhecido que a sequência alvo está diretamente 

relacionada à eficiência da edição (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; 

KONSTANTAKOS et al., 2022). 

 

1.1.5.1. Eficiência dos sgRNAs 

 

O projeto de sgRNAs constitui um passo crucial para o uso do sistema 

CRISPR-Cas9, que envolve a identificação de sequências de DNA que permitam: 1) 

uma cisão eficaz; 2) proximidade ao gene ou região de interesse; 3) mínima 

homologia com sequências off-target (KONSTANTAKOS et al., 2022). A previsão da 

eficiência de sgRNAs é realizada inicialmente por meio de algoritmos que auxiliam 

no projeto e previsão da eficácia da sequência. Esses algoritmos dividem-se em 3 

categorias principais: 1) baseados em alinhamento, que utilizam o alinhamento dos 

sgRNAs com a sequência alvo, simplesmente identificando sequências possíveis 

adjacentes a PAMs no trecho selecionado; 2) direcionados por hipóteses, que 

empregam dados empíricos prévios para prever a atividade; 3) baseados em 

aprendizado, que utilizam um sistema de pontuação para sgRNAs anteriormente 

utilizados levando em consideração resultados experimentais (CHUAI; WANG; LIU, 

2017; LIU; ZHANG; ZHANG, 2020; WANG, J. et al., 2020). Os métodos baseados 

em aprendizado, em princípio, combinam os outros dois modelos (JAVAID; CHOI, 

2021; WANG, J. et al., 2020). Existem três fatores principais envolvidos na 

determinação da eficiência prevista de sgRNAs: 1) sequência; 2) estrutura; e 3) 

epigenética. No que tange à sequência, a primeira restrição utilizada é o PAM, de 
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forma que os algoritmos buscam sequências que estejam seguidas do PAM, sendo, 

conforme já mencionado, essa sequência dependente do tipo de nuclease utilizada. 

Mesmo um único nucleotídeo não pareado no PAM pode reduzir consideravelmente 

a eficiência do RNA guia (DOENCH et al., 2016a). No caso de experimentos que 

utilizam RNA guia expresso em um vetor de DNA, algumas sequências, como 

repetições de guanina (G) ou de uracila (U), podem interferir na síntese pela RNA 

polimerase (WONG; LIU; WANG, 2015). Além disso, os nucleotídeos da sequência 

do sgRNA que estão mais próximos do PAM são mais relevantes em termos de 

emparelhamento, sendo cruciais para a eficiência da edição (STERNBERG et al., 

2014; WONG; LIU; WANG, 2015). Na posição 20, a mais próxima do PAM, guanina 

e adenina são preferidas em relação a citosina e timina, indicando preferência por 

purinas; o que também ocorre na posição 19. Isso acontece, provavelmente por 

restrições conformacionais. As posições 16, 17 e 18 também têm particularidades 

muito importantes em relação à atividade do guia em função do nucleotídeo 

presente (STERNBERG et al., 2014; WANG, J. et al., 2020; WONG; LIU; WANG, 

2015). Além da sequência, que influencia diretamente o pareamento, a estrutura 

tridimensional (secundária) do RNA também é de grande relevância para determinar 

a atividade de edição. A estrutura secundária do RNA determina o acesso do sgRNA 

ao locus onde deve parear para determinar a atividade da nuclease (WANG, J. et al., 

2020; WONG; LIU; WANG, 2015). Os requisitos que determinam a dobra adequada 

do sgRNA estão determinados, sobretudo, pelas posições de 18 a 20 e 51 a 53 

(NISHIMASU et al., 2014; WANG, J. et al., 2020; WONG; LIU; WANG, 2015). Além 

da determinação da estrutura secundária, a estabilidade do RNA também é 

relevante, pois permite prever a quantidade de moléculas disponíveis para ligação 

(WANG, J. et al., 2020; WONG; LIU; WANG, 2015). 

Ainda no que diz respeito a sequência e estrutura, a estrutura do DNA alvo 

também pode influenciar consideravelmente no sucesso da ligação do sgRNA e 

nuclease. Sendo sequências em regiões não codificantes particularmente 

desafiadoras, uma vez que a organização da cromatina vai interferir, promovendo 

um impedimento estérico para a ligação do sistema de edição (DOENCH et al., 

2016a; JAVAID; CHOI, 2021; PACESA et al., 2022; WANG et al., 2014a; YANG, M. 

et al., 2018). 

É importante também destacar que a estrutura do DNA alvo pode interferir no 

complexo formado com a Cas9, de maneira a impactar no desligamento da nuclease 
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do DNA. Como foi explicado anteriormente, a dinâmica da edição gênica 

necessariamente envolve a ligação do complexo sgRNA e nuclease, seguida da 

clivagem e desligamento do complexo para que possa ocorrer o reparo. Para que o 

sistema de reparo tenha acesso ao DNA para a junção de extremidades não 

homólogas, é necessário que a Cas9 se desligue da cromatina. Também foi 

demonstrado que a formação das estruturas tridimensionais no estado ligado do 

complexo RNA-Cas9-DNA sofre influência da sequência do DNA (BRINKMAN et al., 

2018; PACESA et al., 2022; XU; DUAN; CHEN, 2017). Estudos mais recentes 

indicaram que a estrutura formada pela fita não-alvo do sistema CRISPR-Cas9 tem 

grande influência, pois determinam a estabilidade do complexo e, portanto, o 

desligamento da nuclease (ALDAG et al., 2021; IVANOV et al., 2020). A 

compreensão da permanência do complexo ligado ao DNA após a clivagem permite 

prever também estruturas secundárias do RNA que diminuam essa interação e, 

portanto, melhorem a eficiência da edição (LIU et al., 2022; RIESENBERG et al., 

2022). Essa noção ressalta a importância do RNA e da estrutura secundária em 

determinar a atividade do sistema CRISPR-Cas9. 

 

1.1.5.2. Modelos de Teste de sgRNAs 

 

É inegável que o desenho dos sgRNAs desempenha um papel crucial na 

determinação da eficiência da edição genômica, com relevância tanto para a 

estrutura quanto para a estabilidade desses guias de RNA (JAVAID; CHOI, 2021). 

No entanto, apesar dos esforços para prever a eficiência da edição genômica com 

base na sequência do sgRNA, existem outros fatores que não podem ser previstos e 

que são devidos à biologia da célula alvo, não ao próprio RNA. Entre esses fatores, 

vale destacar: 1) a capacidade da célula de promover a reparação por junção de 

extremidades não homólogas; 2) a dinâmica da degradação do RNA; 3) a 

capacidade mitótica da célula; e 4) variações estruturais e epigenéticas do genoma 

(DOENCH et al., 2016a; JAVAID; CHOI, 2021; LIU et al., 2022; WONG; LIU; WANG, 

2015). 

Nesse contexto, a eficiência real da edição genômica só pode ser 

determinada no próprio sistema biológico em que se deseja promover a alteração 

genética. Foi notado que a edição genômica ocorre em taxas muito distintas quando 

utilizadas células diferentes como modelo. A maioria dos primeiros experimentos 
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com o sistema CRISPR-Cas9 determinou parâmetros para essa técnica usando 

células e organismos modelo, como linhagens celulares imortalizadas (AKIDIL et al., 

2021; BOCK et al., 2022; CHU et al., 2016; TRAN et al., 2019; WANG et al., 2014b). 

A variabilidade nos resultados da edição genômica pode potencialmente 

impactar a reprodutibilidade dos experimentos e, mais significativamente, a obtenção 

de resultados em modelos clínicos ou na produção de animais geneticamente 

modificados (BOCK et al., 2022; TEBOUL et al., 2020). 

A disponibilidade de modelos in vitro para testar o sistema CRISPR-Cas9 de 

maneira eficiente e que correspondam ao modelo que se deseja obter é importante 

(CHAN et al., 2022; DOENCH et al., 2016b; HAHN et al., 2017). No entanto, nem 

sempre existem modelos de estudo adequados para organismos menos comumente 

utilizados em pesquisas. Assim, o desenvolvimento de linhagens celulares que 

expressam a enzima Cas9 de forma constitutiva e possuem genomas de interesse 

representa um campo de pesquisa importante para o avanço do estudo e aplicação 

comercial do sistema CRISPR-Cas9 (CHAN et al., 2022; DOENCH et al., 2016b; 

SUN et al., 2019). 

Além das vantagens já mencionadas, o sistema CRISPR-Cas9 ainda permite 

que a proteína Cas9 seja expressa separadamente do seu sgRNA (DOUDNA; 

CHARPENTIER, 2014; JIANG; DOUDNA, 2017; JINEK et al., 2014). Isso possibilita 

o desenvolvimento de linhagens celulares que produzem a nuclease por vários 

mecanismos, mantendo a atividade com a introdução dos sgRNAs. O presente 

trabalho demonstra a possibilidade de produção consistente e livre de lentivírus de 

linhagens celulares com genomas distintos, expressando a nuclease Cas9 de 

maneira constitutiva. 

 

1.1.5.3. Produção de células expressando a nuclease Cas9 constitutivamente 

 

Diversos grupos estabeleceram linhagens celulares expressando a proteína 

Cas9 de forma estável, bem como protocolos para sua produção (CHAN et al., 2022; 

LIAO; ZHOU; ZHOU, 2020; YANG, R. et al., 2018). Linhagens celulares com essa 

característica também estão disponíveis comercialmente. Entretanto, é importante 

ressaltar, como comentado anteriormente, que tanto os efeitos da edição gênica 

sobre a fisiologia celular quanto a eficiência da técnica são altamente dependentes 

no genoma em que se realiza a edição. Dessa forma, linhagens celulares 
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previamente estabelecidas podem não fornecer modelos ideais da edição gênica. 

Com isso, a produção simplificada de linhagens celulares com diversos genomas 

que permitam o teste de guias para edição pode ser de grande interesse.  

Particularmente, considerando a dificuldade na edição e obtenção de 

mutantes de linhagens celulares não-modelo e primárias bem como a produção de 

edição gênica em zigotos com o objetivo de produzir animais geneticamente 

modificados, a obtenção de linhagens para teste de guias passa a ser uma 

alternativa para esse tipo de experimentos. 
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2. OBJETIVOS 
 

Produzir e avaliar linhagens de células bovina e humana expressando a nuclease 

Cas9 de maneira constitutiva para modelar a eficiência de edição gênica em genoma 

bovino e predizer a edição de embriões. 

 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Desenhar e produzir RNAs guias para a edição do gene da beta-

lactoglobulina com o sistema CRISPR-Cas9; 

• Otimizar a transfecção e edição gênica em células somáticas bovinas MDBK; 

• Produzir células MDBK e HEK-293 expressando a enzima Cas9 de forma 

constitutiva; 

• Analisar as células MDBK transfectadas por amplificação dos loci, ensaio de 

mutação e sequenciamento, para a presença da mutação no gene BLG e 

PRLR; 

• Produzir embriões editados para o gene da beta-lactoglobulina. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos desenvolvidos neste estudo serão detalhados a seguir. As 

etapas executadas incluem: 1) produção do mRNA eGFP para otimização e controle 

positivo da transfecção nas células-alvo; 2) transfecção e seleção de células que 

expressam a proteína Cas9 de maneira constitutiva; e 3) demonstração da 

concepção, na qual as células que expressam a proteína Cas9 serão avaliadas após 

a transfecção apenas dos sgRNAs. Uma análise comparativa da capacidade de 

modelar a edição gênica também foi realizada com o sistema CRISPR-Cas9 

microinjetado em zigotos bovinos previamente selecionados. 

 

3.1 DESENHO DE RNAS GUIA PARA O SISTEMA CRISPR-CAS9 

 

Os sgRNAs foram projetados com o auxílio de um algoritmo (CCTop, 

disponível em -- https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/), para identificar potenciais sítios 

off-target (fora do alvo). Utilizou-se a sequência do gene da beta-lactoglobulina 

(BLG), depositada no NCBI (locus X14710), e a sequência do gene do receptor de 

prolactina (PRLR), depositada como locus AJ966356. Foram selecionadas 

sequências com o número mínimo de discrepâncias aceitáveis entre cada RNA guia 

e o DNA alvo, considerando sua posição e distribuição na sequência. Para cada 

sgRNA, projetou-se um molde de DNA para transcrição in vitro. Cada molde para 

sgRNA foi composto por 3 partes sequenciais: 1) a sequência do promotor T7 para 

síntese in vitro; 2) a sequência complementar ao segundo exon do gene da beta-

lactoglobulina ou do receptor de prolactina; 3) a sequência estrutural necessária 

para a associação com a proteína Cas. Esses fragmentos foram amplificados por 

PCR e usados para a transcrição in vitro dos sgRNA. 

 

3.2  OBTENÇÃO DOS RNAS GUIA PARA O SISTEMA CRISPR-CAS9 

 

As sequências necessárias para a produção dos sgRNAs direcionados ao 

BLG foram sintetizadas em primers, de modo que as extremidades 3' de cada primer 

se unissem e, após extensão, produzissem um molde completo com os três 

requisitos mencionados em 3.1. Os primers foram unidos e estendidos por meio de 

uma reação de polimerase em cadeia de alta fidelidade (PCR - Polymerase Chain 
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Reaction, utilizando o sistema Gene Amp High Fidelity PCR - Applied Biosystems), 

conforme instruções do fabricante. Os produtos da PCR foram então submetidos a 

uma reação de transcrição in vitro (utilizando o kit Mega Short Script T7 - Ambion) e 

o RNA obtido foi purificado pelo método fenol/clorofórmio e precipitado com álcool 

isopropílico. Antes da reação de transcrição in vitro, os produtos da PCR foram 

confirmados quanto ao tamanho correto através de corrida em gel de agarose a 2%. 

Alternativamente, os sgRNAs direcionados ao gene do receptor de prolactina foram 

obtidos por síntese química (Synthego, EUA). 

 

3.3 CARACTERIZAÇÃO DOS RNAS GUIA POR ELETROFORESE 

 

Após purificados, os sgRNAs foram desnaturados em formamida a 95ºC por 5 

minutos e, em seguida, aplicados em gel de agarose 2% para corrida eletroforética. 

3.4 AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE DOS RNAS GUIA 

Brevemente, a enzima Cas9 foi utilizada como uma nuclease com o intuito de 

testar o funcionamento dos sgRNAs produzidos. A clivagem da enzima Cas9 

complexada com os sgRNAs foi testada em produtos de PCR produzidos a partir do 

DNA genômico de células MDBK controle. A reação foi montada como segue: 300 

nM de sgRNA; 1 µM da enzima Cas9; e 30 nM do produto de PCR previamente 

produzido. Foi acrescentado 3 µL do tampão 10x para funcionamento da enzima e a 

reação foi completada para 30 µL e incubada a 37ºC por 30 minutos. Em seguida, foi 

adicionada proteinase K e, novamente, incubada por 15 minutos. Os produtos de 

clivagem dessas reações foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. 

Reações em que houve clivagem do tamanho esperado considerando-se o alvo de 

pareamento dos sgRNA foram consideradas como positivas. 

 

3.5 CULTURA DE CÉLULAS 

 

Foram utilizadas as células de linhagem estabelecida Madin-Dabin Bovine 

Kidney (MDBK – ATCC CCL-22), células modelo bovinas derivadas do epitélio renal 

bovino e células humanas HEK-293. As células MDBK foram adquiridas do Banco de 

Células do Rio de Janeiro e cultivadas em incubadora com atmosfera húmida e com 

pressão de CO2 de 5%, em plásticos para cultura com meio DMEM, suplementado 

com 1% aminoácidos não-essenciais, 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de sódio e 
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10% de soro fetal bovino. As células HEK 293, foram cultivadas em condições 

similares, entretanto com a utilização de meio DMEM, suplementado com 1 mM 

piruvato de sódio e 10% de soro fetal bovino. 

 

3.6 PRODUÇÃO E CULTURA DE EMBRIÕES 

 

Em resumo, as estruturas utilizadas para as microinjeções e transferências de 

embriões foram produzidas pela técnica de maturação in vitro (MIV); fecundação in 

vitro (FIV); e cultivo in vitro (CIV), que serão brevemente descritas abaixo. Todos os 

meios e soluções utilizadas foram comprados da empresa Bioklone (Brasil). 

 Para a MIV, obtivemos ovários de vacas oriundas de rebanhos de gado da 

região de Juiz de Fora e abatidos no matadouro local. Foi realizada a punção de 

oócitos imaturos que foram, em seguida, 30-40 estruturas foram distribuídas em 

placas de cultivo com 400 microlitros de meio de maturação e incubadas por 24h em 

incubadora a 38,5 graus, com 5% de CO2. A FIV foi realizada com espermatozoides 

descongelados do banco de sêmen do laboratório de reprodução animal separados 

com o gradiente percoll. A FIV foi realizada com 2 x 106 espermatozoides por oócito 

por aproximadamente 22h. As microinjeções foram realizadas após a FIV antes de 

iniciar o cultivo in vitro. O cultivo in vitro foi realizado em meio SOF (Bioklone) após 

desnude das estruturas para retirada das células do cumulus. 

 

3.7 TRANFECÇÃO DOS COMPONENTES DO SISTEMA CRISPR-CAS9 OU 

SGRNA NAS LINHAGENS CELULARES 

 

A transfecção foi realizada seguindo o protocolo do reagente de transfecção 

Lipofectamine CRISPRMax (Thermo Fisher). Resumidamente, as células de cada 

linhagem foram plaqueadas em placas de 24 poços no dia anterior a transfecção. 

Em seguida, foi preparado o complexo de transfecção com ou sem a proteína Cas9 

dependendo da linhagem de células utilizada. Os complexos foram preparados com 

1250 ng de Cas9 (apenas nas linhagens MDBK e HEK 293) e 240 ng de cada 

sgRNA (para todas as linhagens). A mistura é incubada por 10 minutos com o 

reagente de transfecção antes de ser adicionada à cultura de células. Para 

finalidade de padronização, as células foram plaqueadas para atingir 3 confluências 

distintas antes da transfecção. Em todos os casos, as células são mantidas em 
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cultura por 48 horas após a adição do complexo de transfecção. Todas as variações 

de condições de transfecção foram realizadas em triplicata. 

 

3.8 MICROINJEÇÃO DE ZIGOTOS COM OS RNAS DO SISTEMA CRISPR-

CAS9 

 

Com o intuito de realizar uma prova de conceito, determinando a capacidade 

do sistema de células expressando a Cas9 constitutivamente em modelar a edição 

gênica em outros sistemas com mesmo genoma, foi realizada a microinjeção do 

sistema CRISPR-Cas9 com os sgRNAs para o gene da BLG. 

Inicialmente, foi estabelecido, de acordo com a capacidade instrumental de da 

agulha para micromanipulação, que seriam injetados entre 15pL e 25pL por 

estrutura 

A partir do estabelecimento do volume da injeção, foi realizada uma bateria de 

microinjeções de uma solução contendo: 1) 100ng/µL do mRNA da Cas9 (GeneArt 

CRISPR Nuclease mRNA -- Invitrogen); e 2) e 100ng/µL do sgRNA E2A. Foram 

microinjetados aproximadamente 80 estruturas. 

 

3.9 SINCRONIZAÇÃO DE RECEPTORAS E TRANSFERÊNCIA DE 

EMBRIÕES 

 

No dia 7 após a FIV dos embriões microinjetados, 15 estruturas classificadas 

como blastocistos expandidos foram envasadas em paletas para transferência no 

laboratório de reprodução animal, e, em seguida, foram levadas ao campo 

experimental (Coronel Pacheco) para que fosse realizada a transferência para as 

receptoras.  

 

3.10 REAÇÕES DE PCR E SEQUENCIAMENTO E DETECÇÃO DAS 

MUTAÇÕES NO ALVO DE EDIÇÃO GÊNICA 

 

As amostras coletadas após a FIV e microinjeção nos sétimos dias serão 

submetidas a lise em solução de 100 mM Tris-HCl, pH 8.3 100 mM KCl, 0.02% 

gelatin, 0.45% Tween 20; 60ug/ml yeast tRNA, 125 ug/ml Proteinase K. Os embriões 

foram coletados em 10µL de água livre de RNAses e DNAses e, em seguida, foi 
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adicionado 10µL da solução de lise descrita acima. Para as reações de PCR foram 

utilizados 3µL do lisado por reação. 

As amostras obtidas a partir da transfecção em células serão submetidas a 

lise (em tampão de lise com 100mM NaCl; 10mM Tris; 25mM EDTA; 0,5% SDS; 0,2 

µg/µL Proteinase K) e purificação pelo método do fenol/clorofórmio. 

As reações de PCR foram feitas com a enzima de alta fidelidade Phusion 

(Thermo Fisher, EUA) de acordo com as instruções do fabricante para os seguintes 

primers descritos na Tabela 6. De forma a aumentar a especificidade do alvo e 

diminuir a interferência de amplificações em alvos diferentes, foram realizadas duas 

reações consecutivas, a primeira com primers externos e a segunda com primers 

internos, no caso do alvo no gene da betalactoglobulina. 

 

Tabela 6: Primers para as reações de PCR no locus analisado do exon 2 do gene da 

beta-lactoglobulina ou do receptor de prolactina. 

Nome Alvo Primer 5’ –  3’ Tamanho do 

fragmento 

de 

amplificação 

(bp) 

Temperatura 

de Melting 

predita (ºC) 

Primers 

Externos 

BLG 

BLG Direto: 

GCTCATCTGGGTCCCT

CTTT 

606 57 

Reverso: 

ACTGAAGTGGAAATGC

ATAGGA 

Primers 

Internos 

BLG 

BLG Direto: 

GGTGGGACAGAGAGC

CCA 

507 58 

Reverso: 

ACTGAAGTGGAAATGC

ATAGGA 

Primers 

PRLR 

PRLR Direto: 

CCACAACATTGCTGAC

429 58 
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GTGT 

Reverso: 

GGCCTTCTTGGCTGGT

TCTT 

 

Todos os produtos de PCR foram purificados de acordo com as instruções do 

fabricante do kit GeneJet PCR (Thermo, EUA). As reações de sequenciamento 

foram realizadas foram terceirizadas e realizadas pela empresa Myleus (Belo 

Horizonte, Brasil), com a plataforma ABI 3730 com o kit BigDye V3.1.  

Os resultados obtidos do sequenciamento foram analisados com o algoritmo 

Tide (disponível em -- https://tide.deskgen.com/), utilizando os parâmetros padrão e 

utilizando o valor de p = 0,01 como ponto de corte para significância da sequência 

editada. 

 

3.11 PRODUÇÃO DO MRNA DA EGFP E TRANSFECÇÃO 

 

Com o objetivo de avaliar a capacidade de expressão das células em teste 

sem que fosse necessária a etapa de transcrição pelas células, além da eficiência 

dos sistemas de transfecção para essas células, foram produzidos segmentos de 

mRNA in vitro para transfecção e expressão da proteína reportadora. A produção 

desses transcritos foi feita em 3 etapas: 1) Amplificação por PCR do trecho contendo 

a sequência codificante para o gene eGFP adicionando o promotor T3 acima do 

quadro aberto de leitura; 2) Transcrição in vitro utilizando o mMESSAGE 

mMACHINE T3 Transcription Kit (Ambion); 3) Poliadenilação com o Poly(A) Tailing 

Kit (Ambion). 

 Afim de investigar a influência da sequência Kozak a 5’ do transcrito, foram 

utilizados dois primers diretos distintos para a produção de dois produtos de PCR 

utilizado para a etapa de transcrição in vitro, de acordo com a tabela 7. 
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Tabela 7: Primers utilizados para a amplificação da sequência codificante da eGFP 

Primer 

Elementos 

Contidos no 

Produto de 

Amplificação 

Temperatura 

de Melting 

(ºC) 

Tamanho do 

fragmento de 

amplificação com o 

Primer Reverso (bp) 

eGFP – Direto 1: 5’ 

AATTAACCCTCACTA

AAGGGAGAATGGTG

AGCAAGGGCGA 3’ 

Promotor T3 58 849 

eGFP – Direto 2: 5’ 

AATTAACCCTCACTA

AAGGGAGAGCCACC

ATGGTGAGCAAG 3’ 

Promotor T3 e 

Sequência 

Kozak 

58 855 

eGFP – Reverso: 5’ 

AAGCAGCGTATCCA

CATAGC 3’ 

- 58 - 

 

Dessa forma, foram obtidas, ao final do processo de transcrição in vitro, 4 

sequências de mRNAs, nomeadas como segue: 1) mRNA eGFP; 2) mRNA eGFP-

PoliA; 3) mRNA eGFP-Kozak; 4) mRNA eGFP-Kozak-PoliA. 

Células MDBK em cultivo foram repicadas para placas de 24 poços e 

transfectadas no dia seguinte conforme as recomendações do fabricante, utilizando 

o reagente Lipofectamine MessengerMax (Invitrogen). Cada um dos segmentos de 

RNA descritos acima foi transfectado em duplicata empregando 0,5µg de cada um 

dos mRNAs por poço conforme previsto no protocolo disponibilizado pelo fabricante. 

A avaliação da fluorescência foi realizada por microscopia de fluorescência 

com os parâmetros de excitação e emissão, respectivamente 488nm e 509nm. Além 

disso, também foi realizada a análise por citometria de fluxo para a avaliação da 

população de células expressando a proteína eGFP. 
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3.12 PRODUÇÃO DE CÉLULAS EXPRESSANDO CAS9 DE MANEIRA 

ESTÁVEL 

 

Simultaneamente às tentativas de edição genética utilizando a transfecção de DNA, 

células MDBK foram submetidas a um protocolo de transfecção com o objetivo de 

gerar uma linhagem estável. A expectativa era que essas células expressassem de 

forma constitutiva a proteína Cas9, servindo como plataforma para testar as 

transfecções dos sgRNAs. A linhagem MDBK que expressa de forma estável a 

nuclease Cas9 foi obtida a partir da transfecção de células MDBK com o plasmídeo 

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459, Addgene), que contém o gene para resistência 

eucariótica à puromicina, controlado pelo mesmo promotor que o gene para a Cas9. 

Inicialmente, as células foram dispostas em placas de 24 poços para 

realização de curva de mortalidade, que identificou a morte de células não 

transfectadas quando expostas a diferentes concentrações de puromicina. As 

concentrações de puromicina (Sigma) variaram de 0,5µg/mL a 5µg/mL, sendo 

definida a concentração de 1µg/mL como a mínima necessária para eliminar todas 

as células não transfectadas, conforme as recomendações do fabricante. 

Seguindo o protocolo do fabricante, as células a serem transfectadas foram 

dispostas em placas de 24 poços e submetidas à transfecção com Fugene HD, 

realizando-se em duplicata os seguintes tratamentos por poço: 1) 0,5µg de px459 na 

proporção de 3:1 com Fugene HD; 2) 1 µg de px459 na proporção de 3:1 com 

Fugene HD; 3) 0,5µg de px459 na proporção de 6:1 com Fugene HD; 4) 1 µg de 

px459 na proporção de 6:1 com Fugene HD. Após 48 horas, as células 

transfectadas foram replicadas na proporção de 1 poço para 3 poços de placas de 

24 poços, colocando agora as células em contato com o meio de seleção na 

concentração de puromicina definida pela curva de mortalidade, 1µg/mL. No total, 24 

poços foram preenchidos com células replicadas a partir das transfectadas com 

px459. Depois, os poços foram monitorados para o surgimento de colônias isoladas 

resistentes à puromicina, indicativo de expressão estável do vetor transfectado. A 

linhagem isolada a partir deste protocolo passou a ser denominada MDBK-Cas9. 
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3.13 DETECÇÃO DO GENE DA NUCLEASE CAS9 POR PCR 

CONVENCIONAL E QPCR 

 

O DNA genômico extraído das linhagens de células MDBK, MDBK-Cas9, HEK 

293 e HEK 293-Cas9 foi utilizado para reação de PCR com primers específicos para 

a sequência da enzima Cas9 presente no vetor px459 utilizado. Foram realizadas 

reações de PCR convencional e qPCR para quantificação absoluta de forma a 

permitir a caracterização das linhagens celulares produzidas. Os primers utilizados 

para a detecção estão descritos na Tabela 8.  

 

Tabela 8: Primers utilizados para a amplificação e detecção do gene da Cas9 

Nome Alvo Primer 5’ –  3’ Tamanho do 

fragmento 

de 

amplificação 

(bp) 

Temperatura 

de Melting 

predita (ºC) 

Primers 

Cas9 

Cas9 Direto: 

GCGGGATATGTACGTG

GACC 

121 58 

Reverso: 

TCTGGTCAGCACCTTG

TTGT 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO ELETROFORÉTICA DOS RNAS GUIA E 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IN VITRO 

 

Foram desenhadas três sequências para oligonucleotídeos complementares a 

duas sequências no exon 2 da beta-lactoglobulina que foram denominados 

arbitrariamente E2A (exon 2A), E2B (exon 2B) e E2C (E2C). Uma quarta sequência, 

que chamamos E2F, foi também desenhada in silico, entretanto não foi sintetizada 

pela transcrição in vitro conforme descrito e sim adquirida da empresa Synthego 

(EUA) que executa previamente a caracterização eletroforética e química dos 

sgRNAs. As guias para o alvo no PRLR também foram adquiridas previamente 

sintetizadas da empresa Synthego (EUA). Portanto, os resultados aqui apresentados 

para caracterização eletroforética foram apenas para os RNAs guia E2A, E2B e 

E2C; ao passo que a avaliação da atividade in vitro foi realizada com todos os 

quatro. O exon 2 foi escolhido porque é conservado tanto nas variantes 1 e 2, por 

processamento alternativo do mRNA, da beta-lactoglobulina o que permite editar 

ambas.  O mesmo oligonucleotídeo antisenso foi utilizado nas três reações, de 

maneira que anela com todos os outros primers e permite a construção do molde 

para todos sgRNAs. Os oligonucleotídeos utilizados como primers para as reações 

de PCR que geraram os moldes para a transcrição in vitro dos sgRNA foram 

resumidos na tabela 9 

 

Tabela 9: Desenho dos oligonucleotídeos para síntese dos sgRNAs. 

Primer e sgRNA 

correspondente 

Sequência 5’ – 3’ 

Direto – E2A GAAATTAATACGACTCACTATAGGGACTTGGTACTCCTTG

GCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 

Direto – E2B GAAATTGGCGGGGACTTGGTACTCCTGTTTTAGAGCTAGA

AATAGC 

Direto – E2C GAAATTGAAATTGGCGGGGACTTGGTACTCCTGTTTTAGA

GCTAGAAATAGC 

Reverso (Todos 

os sgRNAs) 

AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG

GACTAGCTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC 
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A sequência de sgRNA E2F, sintetizada pela empresa Synthego, foi 5’ 

GACCCCCCCGGGGTGGGGTGC 3’ 

A corrida eletroforética dos sgRNAs indicou a transcrição in vitro adequada 

desses segmentos de RNA, uma vez que apresentaram-se como uma banda única 

de mesmo tamanho entre si, figura 2. 

 

Figura 2: Gel de agarose 2% indicando a presença dos três segmentos de sgRNA 

sintetizados in vitro com igual tamanho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida, a atividade das guias junto com a nuclease Cas9 foi testada com 

o ensaio in vitro de clivagem pela Cas9. Os locais de clivagem previstos para cada 

sgRNA estão resumidos na figura 3. 

 

Figura 3: Locais de clivagem previstos para corte pela Cas9 complexada com cada 

um dos sgRNAs utilizados. 
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sgRNA E2F: Clivagem em 271; 

fragmentos de 271 e 237 bp 
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Figura 3: Locais de clivagem previstos para corte pela Cas9 complexada com cada 

um dos sgRNAs utilizados. 

Após a clivagem do produto de PCR contendo o alvo para os sgRNAs, foi 

realizada uma corrida eletroforética dos fragmentos gerados a fim de se verificar a 

ocorrência ou não do corte pela Cas9, esses resultados estão apresentados na 

figura 4. 

 

Figura 4: Corrida eletroforética dos produtos de clivagem da nuclease Cas9 

complexada com cada um dos sgRNAs empregados. 
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Os produtos de clivagem apresentados na figura 4 indicaram maior atividade 

dos sgRNAs E2A e E2B, de forma que foram preferidas para os experimentos 

seguintes. 

De forma similar, as guias para o PRLR foram testadas. Foram sintetizadas guias 

com as seguintes sequências PRLR 1: AGACACGGTGTGGCCACGAC; PRLR 2: 

TGCTAAACCCTTGGAATACG; e PRLR 3: ATCCACAAGGTCAGCCAAGA. Após 

avaliação in vitro de clivagem, conforme descrita para o gene da BLG, foi notado que 

as guias PRLR 2 e PRLR 3 exibiam atividade e, portanto, foram as utilizadas para os 

experimentos posteriores. 

 

4.2.  DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE DE PRODUÇÃO DE EGFP A PARTIR 

DA TRANSFECÇÃO DO MRNA EGFP 

 

Os resultados desses experimentos foram apresentados em publicação do 

grupo (Souza, G.T et al). Foi permitida a padronização de um protocolo para 

produção do mRNA da proteína eGFP de forma que pudesse ser posteriormente 

utilizada como controle para os experimentos de transfecção e complexação com 

segmentos de RNA.  

Resumidamente, os experimentos demonstraram adequada produção de 

mRNA com o protocolo otimizado por nós. Ademais, foi possível verificar que a 

presença da sequência Kozak e da cauda poliA são fatores que determinam maior 

tradução da proteína a partir do mRNA transfectado. Publicação com resultados 

completos em Anexo I. 

O mRNA funcionante produzido passou a ser utilizado como controle positivo 

em todos os experimentos de forma a comprovar a transfecção e estabilidade de 

RNAs no contexto de cada experimento. 

 

4.3. PRODUÇÃO E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE LINHAGEM DE CÉLULAS 

EXPRESSANDO ESTAVELMENTE A PROTEÍNA CAS9 

 

Após a transfecção e replicação das células transfectadas em meio contendo 

antibiótico de seleção, as placas foram monitoradas sob microscópio invertido para 

identificar o surgimento de colônias isoladas. Nas duas semanas subsequentes, 

foram encontradas 4 colônias resistentes ao antibiótico. Estas colônias foram 
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geradas por células transfectadas com as seguintes quantidades do plasmídeo e 

proporções de FugeneHD para o plasmídeo px459: 1) 1µg do plasmídeo na 

proporção 3:1 (duas colônias isoladas em poços diferentes); 2) 0,5µg do plasmídeo 

na proporção 6:1; 3) 1µg do plasmídeo na proporção 6:1. Não foi possível observar 

uma maior propensão à produção de colônias resistentes em nenhum dos 

tratamentos de transfecção realizados. As imagens das colônias obtidas nesta etapa 

estão apresentadas na Figura 5. 

Figura 5: A e B) Colônias obtidas a partir de células MDBK transfectadas com 1µg 

do plasmídeo px459 na proporção 3:1; C) Colônia obtida a partir de células 

transfectadas com 0,5µg do plasmídeo na proporção 6:1; D) Colônia obtida a partir 

de células transfectadas com 1µg do plasmídeo na proporção 6:1. 

 

Poucas colônias foram obtidas em relação ao grande número de células 

inicialmente transfectadas. As colônias geradas foram replicadas para expandir o 

número de células e avaliar sua capacidade replicativa. Observou-se que, com 

exceção das células da colônia obtida pela transfecção de 1µg do plasmídeo na 

proporção 6:1, todas mostraram-se senescentes após a passagem. Assim, apenas 

esta linhagem foi utilizada nos experimentos seguintes, recebendo a denominação 

de MDBK-Cas9. Essas células foram expandidas e armazenadas em nosso banco 

de células para os experimentos descritos aqui e para futuras análises. 

O DNA genômico extraído das linhagens de células MDBK e MDBK-Cas9 foi 

utilizado para a reação de PCR com primers específicos para a sequência da enzima 

Cas9 presente no vetor px459 utilizado. Foi possível observar a presença desta 

sequência no DNA total das células MDBK-Cas9, indicando sua inserção genômica 

ou a amplificação epissomal do vetor nessas células, conforme apresentado na 

Figura 6. 
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Figura 6: Corrida eletroforética em gel de agarose 2% de produtos de PCR 

convencional, indicando a presença do gene da Cas9 na linhagem de células 

MDBK-Cas9 produzida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Baseando-se nesses resultados, essa linhagem celular foi transfectada apenas com 

os sgRNAs como prova de conceito do funcionamento dessa linhagem de células 

como plataforma para teste da edição genética em bovinos. 

O mesmo procedimento foi realizado com as células HEK 293, que também geraram 

a linhagem celular HEK 293-Cas9. Isso indica a possibilidade de transfecção estável 

em linhagens celulares humanas também. 

 

4.4. ANÁLISE DA PROPORÇÃO DE CÉLULAS MDBK E MDBK-CAS9 EDITADAS 

 

A edição gênica foi objetivada como prova de conceito nas linhagens MDBK e 

MDBK-Cas9 (obtidas com os resultados descritos no tópico 4.3). Dessa forma, 

resumidamente, foi realizada a transfecção do complexo da proteína Cas9 com os 
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sgRNas na linhagem MDBK, enquanto a linhagem MDBK-Cas9 foi foi transfectada 

apenas com os sgRNAs.  

As sequências de guais utilizadas para as análises foram 1) E2A: 

GCGGGGACTTGGTACTCCTT; 2) E2B GACTTGGTACTCCTTGGCCA; 3) PRLR 2: 

TGCTAAACCCTTGGAATACG; e 4) PRLR 3 ATCCACAAGGTCAGCCAAGA 

Os resultados de transfecção indicando a guia, célula e taxa de sucesso estão 

resumidos na tabela 10. 

 

Tabela 10 : Proporção de células editadas em cada uma das linhagens celulares 

para cada sgRNA e resumo dos experimentos. 

Linhagem Guia Protocolo % de Edição 

MDBK E2A 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA + 1250ng Cas9 

• 10,8% 

MDBK E2B 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA + 1250ng Cas9 

• 12,8% 

MDBK-

Cas9 
E2A 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA 

• 8,9 % 

MDBK-

Cas9 
E2B 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA 

• 15,8 % 

MDBK PRLR2 

• Transfeção em células 

plaquedas com 40% de 

confluência 

• 240ng sgRNA + 1250ng Cas9 

• 60,2 % 

MDBK PRLR2 • Transfeção em células • 47,1 % 
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plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA + 1250ng Cas9 

MDBK PRLR3 

• Transfeção em células 

plaquedas com 40% de 

confluência 

• 240ng sgRNA + 1250ng Cas9 

• 14,35 % 

 

MDBK PRLR3 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA + 1250ng Cas9 

• 15,05 %  

MDBK-

Cas9 
PRLR2 

• Transfeção em células 

plaquedas com 40% de 

confluência 

• 240ng sgRNA 

• 62,7 % 

MDBK-

Cas9 
PRLR2 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA 

• 61,8 % 

MDBK-

Cas9 
PRLR3 

• Transfeção em células 

plaquedas com 40% de 

confluência 

• 240ng sgRNA 

• 36,7 % 

MDBK-

Cas9 
PRLR3 

• Transfeção em células 

plaquedas com 80% de 

confluência 

• 240ng sgRNA 

• 12,9 % 

 

Na figura 7 está demonstrada o alvo de edição gênica bem como a detecção de 

sequências minoritárias editadas no eletroferograma. 
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Figura 7: A) Proporção de edição segundo análise pelo algoritmo Tide; B) 

Eletroferograma controle ; e C) Eletroferograma demonstrando sítio de clivagem e 

presença de ruído referente às sequências editadas em células MDBK-Cas9 

transfectadas apenas com o sgRNA PRLR 3. Sequências complementares ao 

sgRNA em azul. Seta vermelha indicando sítio de clivagem esperado. 

 

 

4.5. DETECÇÃO DA EDIÇÃO GÊNICA EM EMBRIÕES PRODUZIDOS APÓS 

MICROINJEÇÃO DO SISTEMA CRISPR-CAS9 

 

Os embriões microinjetados e não transferidos foram lisados e utilizados para 

PCR e sequenciamento a fim de avaliar a proporção de blastômeros editados no 

conjunto de estruturas. As reações de PCR foram analisadas da mesma forma que 

para as células. A proporção de edição para essas estruturas foi de 48% para uma 

deleção de um par de base abaixo do sítio de clivagem. A figura 8 traz a 

representação detalhada do tipo e proporção de edição detectada em embriões 

produzidos. 
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Figura 8: Distribuição de sequências detectadas indicando uma proporção 

total de 48%, sendo a maioria (35,5%) das células mutantes apresentando a deleção 

de um nucleotídeo. 
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5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Inicialmente, os protocolos utilizados para produzir os sgRNAs permitiram obter 

oligonucleotídeos com o tamanho, pureza e quantidade esperados. Através de 

análises in silico, encontramos sequências adequadas para serem alvo dos sgRNAs 

nos loci de interesse, visando a edição gênica e a interferência na expressão da 

proteína BLG. No entanto, ao avaliarmos a atividade desses sgRNAs em testes in 

vitro com a proteína Cas9, observamos variações na eficiência de edição entre os 

diferentes sgRNAs produzidos (LAUBUHN, et al. 2017). Essa variação refletiu-se em 

baixas taxas de edição nas linhagens celulares ao utilizar as guias E2A e E2B. 

Diante disso, tornou-se relevante o uso de linhagens celulares que expressassem a 

Cas9, especialmente geradas com os genomas de interesse, permitindo testar de 

forma funcional os sgRNAs. 

Para confirmar a eficiência da transfecção e microinjeção de RNAs, utilizamos o 

mRNA eGFP como um método simples para produzir mRNAs reportadores. Isso foi 

feito através de vetores de expressão contendo o gene para a proteína reportadora, 

o que se mostrou de grande importância para trabalhos futuros que necessitem 

confirmar a transfecção ou microinjeção de RNAs sem a necessidade de importar 

oligonucleotídeos. Além disso, esses mRNAs foram essenciais para determinar a 

capacidade de transfectar as células modelo, incluindo o mRNA da proteína Cas9. 

Também serviram como controle para detectar a presença de nucleases no 

ambiente experimental, e ao longo dos experimentos, demonstrou-se que os RNAs 

mantiveram-se estáveis. 

Para promover a expressão estável da nuclease Cas9, utilizamos a seleção por 

antibiótico após a transfecção de vetor contendo o gene de resistência à puromicina. 

Esse método se mostrou adequado, sendo replicado em linhagens celulares 

humanas e bovinas. A expressão foi detectada tanto por PCR convencional quanto 

por qPCR, permitindo determinar e acompanhar a manutenção do vetor em 

experimentos com as linhagens celulares criadas. Essa prova de conceito 

demonstrou que o modelo é suficientemente adequado para avaliar a atividade dos 

sgRNAs, uma vez que a taxa de edição gênica se manteve comparável entre as 

diferentes linhagens celulares. Além disso, também permitiu determinar que a edição 

gênica seria bem-sucedida em embriões. 
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A técnica de edição gênica CRISPR-Cas9, como discutido anteriormente, baseia-

se no corte promovido pela nuclease Cas9 direcionada pelo sgRNA, seguido pelo 

reparo de DNA com erro. A eficiência da técnica depende da afinidade do complexo 

enzima+sgRNA pelo locus no DNA e da capacidade do sistema de reparo de DNA 

em juntar extremidades não-homólogas. As baixas taxas de edição obtidas em 

nossos experimentos podem ser atribuídas tanto à falta de ligação e corte pela 

enzima quanto à impossibilidade de reparo. Embora tenhamos tido sucesso em 

cortar o alvo de edição gênica in vitro, é possível que a baixa capacidade de reparo 

nas células utilizadas tenha contribuído para as taxas de edição mais baixas. Por 

outro lado, os embriões microinjetados apresentaram maior proporção de células 

editadas devido à maior atividade mitótica e, consequentemente, aos sistemas de 

reparo mais ativos em células embrionárias. Além disso, experimentos recentes 

demonstraram que algumas regiões do genoma são menos propensas à edição 

gênica devido à incapacidade de desligamento da proteína Cas9 do DNA, impedindo 

o sistema de reparo de juntar extremidades não-homólogas (CLARKE, et al., 2018). 

Portanto, são necessários mais testes com um painel de sgRNAs em regiões 

próximas para otimizar nosso protocolo de edição gênica em células. 

Dada a escassez de literatura sobre edição gênica eficiente em embriões 

bovinos (BEVACQUA et al., 2016; GAO et al., 2017) e a ausência de um protocolo 

otimizado, os resultados obtidos contribuirão para avançar o estado da arte da 

engenharia genética. Conclui-se que os sgRNAs desenhados permitem a edição 

gênica no locus de interesse e, em última instância, que o sistema de edição gênica 

em linhagens de células bovinas MDBK pode ser realizado utilizando os RNAs 

componentes do sistema, demonstrando a otimização de um modelo para edição 

gênica em células bovinas. Assim, as células MDBK e MDBK-Cas (modificadas para 

expressão da enzima Cas9) podem ser utilizadas como modelos em estudos de 

edição do genoma bovino usando o sistema CRISPR-Cas9.
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Abstract 
The extensive growth in number and importance of experiments and clinical-aimed techniques based solely or majorly on 

the activity of RNA strands, e.g. CRSPR/Cas9 and siRNA, has put emphasis on the necessity of standardisation of experi - 

ments with RNA. Considering RNA degradation during its handling seems to be a major hindrance in all RNA-based tools, 

the assessment of its integrity is of utmost importance. Furthermore, evaluating whether the RNA to be transfected is intact 

requires time-consuming electrophoresis protocol. In view of the RNA lability and the necessity for controlling experiments 

performed with this molecule, the transfection of a reporter mRNA may be of aid in optimising experiments. Nevertheless, 

commercial reporter mRNAs are far less available than plasmids for such purpose. Thus, in this work, we aimed at the opti- 

misation of an easily performed protocol to produce a suitable eGFP mRNA. By utilising molecular biology kits customarily 

employed in molecular biology laboratories working with RNA-based techniques and starting from any eGFP coding vector, 

we produced four mRNA molecules: (1) eGFP mRNA (non-polyadenylated); (2) Kozak-eGFP mRNA (non-polyadenylated, 

produced from the Kozak-containing amplicon); (3) eGFP-PolyA mRNA (polyadenylated); (4) Kozak-eGFP-PolyA mRNA 

(containing both signals, Kozak sequence and poly(A) tail). These mRNA molecules were transfected into HEK 293 FT 

cells, readily transfectable, and into the MDBK bovine lineage, which has been observed as difficult-to-transfect DNA con- 

structs. eGFP expression could be detected both by flow cytometry and by fluorescence microscopy after transfection with 

the polyadenylated mRNAs. Upon cytometric analysis, we noted a marked difference among the mRNA groups (p < 0.01), 

both in fluorescent population percentage and in florescence intensity. We showed here the necessity of the polyadenylation 

step in order to achieve cell expression of the eGFP observable under fluorescence microscopy. The presence of the Kozak 

sequence, as a 5′ element, seems to augment significantly the level of protein produced upon mRNA transfection. We pre- 

sented here an easy protocol to allow production of functioning mRNAs from any DNA construct. The molecules produced 

may aid in the standardisation and controlling most of the RNA-related experiments as well as it gives proper guidance for 

researchers performing expression of other proteins through mRNA transfection. 

Keywords mRNA · eGFP · GFP · CRISPR/Cas9 · Kozak · Sequence 

 
Introduction 

         Handling ribonucleic acid (RNA) polymers has been long 
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regarded as troublesome, given the considerable lability 

those molecules present due to their characteristic propen- 

sity to hydrolysis along with the ubiquity of ribonucleases 

(RNases), which are highly active in aqueous solution [1–4]. 

Notwithstanding, transfecting specific RNA fragments has 

become an increasingly common requisite to perform 

experiments involving important techniques recently added 

to the molecular biology arsenal. Namely genomic editing 

tools, such as the Cas9 associated with clustered regularly 
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