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RESUMO

O advento sistema CRISPR/Cas9 tornou o processo de edicdo génica
consideravelmente mais facil e direto, uma vez que retirou empecilhos técnicos
relacionados aos sistemas ja disponiveis. Desta forma, foram permitidos diversos
avancos no entendimento da fungdo de elementos genbémicos, assim como a
producdo de embrides geneticamente modificados com diversas finalidades. O atual
trabalho objetivou a edigdo génica no gene da beta-lactoglobulina em células
somaticas bovinas objetivando a producdo futura de embrides da espécie
geneticamente modificados. Considerando-se que a hipersensibilidade a essa
proteina responde pela maior parte das alergias ao leite bovino, a producédo de
animais cujo leite ndo contenha essa molécula é de grande interesse para a industria
de laticinios. Durante os experimentos, foi possivel obter uma linhagem de células
bovinas MDBK expressando a enzima Cas9 (MDBK-Cas). Usando células MDBK e
as células MBDK-Cas foi possivel se obter com sucesso edi¢des génicas no locus
beta-lactoglobulina utilizando-se os componentes do sistema CRISPR/Cas9 na forma
de mRNA da proteina Cas9 e sgRNAs. Conclui-se que o sistema CRISPR/Cas9 pode
ser usado com os sgRNA desenhados neste estudo para editar o gene da beta-
lactoglobulina em células MDBK. Assim, células MDBK podem ser utilizadas como
alvo o locus em estudo. Modelos de estudos para edigdo do genoma bovino. Em vista
da escassa literatura constando de trabalhos em que tenha sido feita a edi¢do génica
em embrides bovinos, os dados gerados por esse trabalho colaboraréo para o avango
do estado da arte no que diz respeito a engenharia génica de bovinos e no

conhecimento do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9.

Palavras Chave: Edicdo Génica; Engenharia Genética; Transgenia animal; AGMs;
CRISPR/Cas9; Beta-lactoglobulina; Embrides



ABSTRACT

The advent of the CRISPR / Cas9 system made the process of gene editing
considerably easier and more straightforward, since it removed technical impediments
related to the systems already available. In this way, several advances were made in
the understanding of the function of genomic elements, as well as the production of
genetically modified embryos for various purposes. The present work aimed at the
genetic editing of the beta-lactoglobulin gene in bovine somatic cells aiming at the
future production of genetically modified embryos of the species. Considering that
hypersensitivity to this protein accounts for most of the allergies to bovine milk, the
production of animals whose milk does not contain this molecule is of great interest to
the dairy industry. During the experiments, it was possible to obtain a lineage of bovine
MDBK cells expressing the Cas9 enzyme (MDBK-Cas). Using MDBK cells and MBDK-
Cas cells it was possible to successfully obtain gene editions at the beta-lactoglobulin
locus using the components of the CRISPR / Cas9 system as mRNA of the Cas9
protein and sgRNAs. It is concluded that the CRISPR / Cas9 system can be used with
the sgRNAs designed in this study to edit the beta-lactoglobulin gene in MDBK cells.
Thus, MDBK cells can be targeted as the locus under study. Models of studies for
editing the bovine genome. In view of the scarce literature consisting of studies in
which bovine embryos have been genetically engineered, the data generated by this
work will contribute to the advancement of the state of the art regarding the genetic
engineering of cattle and the knowledge of the functioning of the system CRISPR /

Cas9.

Key Words: Gene Editing; genetic engineering; animals; transgenics; GMAs;
CRISPR/Cas9; Beta-lactoglobulin; Embryos
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1. INTRODUCAO

O advento das técnicas de modificagao genética em animais ocorreu em 1980
e 1981 com os trabalhos de Gordon e Ruddle, nos quais foram produzidos embrides
murinos geneticamente modificados (GMs). Ficou, entdo, demonstrado que a técnica
de microinjegdo pronuclear de DNA na fase de pronucleo permitia a integragao
estavel de construtos de DNA ao genoma (GORDON, J W; RUDDLE, 1981). Na
mesma década, essa tecnologia possibilitou a produgdo de animais geneticamente
modificados (AGMs) com delegdes e inser¢des de genes de interesse objetivando a
criacado de animais modelos para estudos (BEARDMORE, 1997; J. M. ADAMS,; et al,
1985). Apesar da baixa eficiéncia da técnica, sequéncias adicionadas eram
transmitidas para a prole dos animais produzidos como uma heranga mendeliana.

Atualmente, a tecnologia da transgenia aplicada a animais tem como o objetivo
a producao de organismos que permitam: 1) modelar a patogénese e comportamento
de doencgas de interesse (HUTCHINSON; MULLER, 2000; PINNAPUREDDY et al.,
2015); 2) estudar eventos celulares e moleculares (i.e. regulacdo génica; vias
biosintéticas) (SCHEENEN et al., 2009); 3) melhorar a produtividade de animais de
interesse pecuario (LIEVENS et al., 2015) e detectar alteragcbes ambientais
(ALMEIDA et al., 2014); 5) produgdo de orgaos para transplante em humanos
(MOHIUDDIN et al., 2014; REARDON, 2015); 6) produzir proteinas recombinantes de
alta qualidade para fins biotecnolégicos e medicinais (MOURA et al., 2013; QIAN et
al., 2015).

Destacam-se nesse cenario, os animais de producdo, uma vez que
modificagdes genética neles s&o de grande valia tanto no ambito da pecuaria quanto
no puramente cientifico. No que diz respeito ao impacto econémico, diversas

caracteristicas puderam ser alteradas em animais de grande porte de maneira a
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aumentar sua produtividade ou diminuir perdas inerentes ao processo de producao,

como resumido na Tabela 1 e amplamente revisado por Lievens et al. (LIEVENS et

al., 2015).

Tabela 1: Resumo das modificagdes genéticas implementadas em animais de grande
porte de interesse pecuario.

Objetivo da Animais Gene Referéncia
Modificacao Geneticamente Inserido/Modificado
Genética Modificados
(BLECK et al.,
Aumento da 1998; TONG et al.,
Sobrevivéncia Suinos, Bovinos Alfa-lactalbumina 2011; WHEELER;
Neonatal BLECK;

DONOVAN, 2001)

(DENNING et al.,

Resisténcia a Ovelhas, 2001; LYALL et
Doencas Galinhas, SP110 al., 2011; RICHT
¢ Bovinos et al., 2007; WU et
al., 2015)
(DEVLIN et al.,
2009;
A FAHRENKRUG et
SAUNDERS;
FLETCHER; HEW,
1998)
Melhora na Carne Suinos Fat-1 (LAl etal,, 2006)
Alteracao na (WU et al., 2012)
Composicgao do Bovinos Fat-1
Leite
Aumento na (DAMAK et al.,
Producéo de L3 Ovelhas IGF-1 1996)
Melhora no (FAHRENKRUG et
Manejo Bovinos POLLED al., 2016)
(Descorna
Genética)

Dentre os animais geneticamente modificados (AGMs) resumidos acima, o

salmao publicado sob o nome proprietario AQquaAdvantage® ganhou grande atengao

em 2015, ao ter sido aprovado para alimentagdao humana. Sendo assim o primeiro

AGM a ter tal aval da instituicAo americana de administracdo de alimentos e
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medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) (LEDFORD, 2015). Vale
ressaltar, que os requerimentos regulatérios para que o animal passasse a ser
comercializado como alimento estenderam-se por duas décadas, destacando assim
o ainda complexo processo de aprovagao da técnica para esse fim (LEDFORD, 2013).
N&o obstante, o grande apelo econémico da pecuaria motiva a melhoria de animais
de producéao através de técnicas diversas a serem esclarecidas aqui.

Em adicdo ao interesse do aumento da produgdo, animais de grande porte
também foram vislumbrados como possiveis modelos para doengas humanas. O uso
de animais de grande porte para esse fim tras a possibilidade de se estudar
disfungbdes cujos modelos em pequenos animais ndo séo satisfatérios (ROGERS,
2016; WHITELAW et al., 2016).

Em vista da importédncia das modificagcbes genéticas em animais, torna-se
mandatoria a melhoria no arsenal biotecnolégico utilizado para produzi-los. Nesse
ambito, a emergéncia da edicdo gendmica e, sobretudo, a diminuicdo na

complexidade do emprego dessas técnicas tem se mostrado de grande valia.

1.1 Edicao Genémica

O termo edigao génica ou edigao genémica (EG) foi cunhado para especificar
as técnicas que permitem que sejam feitas quebras cromossémicas com insergdes
ou delegcdes em regides predeterminadas de genomas selecionados e com relativa
precisdo. No que diz respeito ao mecanismo basico, as tecnologias de EG a serem
aqui especificadas funcionam baseadas no principio de que deve haver a quebra em
dupla fita (QDF) do segmento de DNA seguida do reparo por jungdes de extremidades

nao homologas (JENH) (GAJ , 2013) desencadeado pela propria célula ou induzido

17



(LAZZERINI-DENCHI, 2016).

O funcionamento dos sistemas de edigdo génica esta atrelado a dois requisitos
basicos: 1) capacidade de reconhecer uma sequéncia alvo no genoma e 2) poder de
clivagem do DNA no sitio reconhecido (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016). Na
pratica, a edigdo génica requer uma nuclease acoplada a uma macromolécula capaz
de reconhecer nucleotideos, um dominio ligador de DNA. Em adigéo, € indispensavel
que a parte do sistema que reconhece a sequéncia seja capaz de ligar-se a um trecho
longo o suficiente para ser de ocorréncia unica em um genoma eucariético.

Diversos sistemas surgiram com o intuito de permitir a edicdo génica e
variaram enormemente quanto a capacidade de fazer a clivagem no DNA assim como
na especificidade com a qual essa quebra ocorre (CHANDRASEGARAN; CARROLL,
2016). Serao abordados a seguir os aspectos técnicos e biolégicos dos sistemas
nomeados: Nucleases Dedos de Zinco (NDZs); Nucleases efetoras semelhantes a
fatores de ativacdo (do inglés TALENs - Transcription activator-like effector
nucleases) e o sistema da nuclease 9 (Cas9) associada a Repeti¢cdes palindrémicas
curtas regularmente interespacadas (do inglés CRISPR/Cas9 - Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9). As caracteristicas mais basicas

dessas tecnologias estdo resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2: Informacgdes principais sobre as técnicas de edigdo génica NDZ; TALENs

e CRISPR/Cas9
Natureza e Ano que se
Sistema Er:nuci'l:a:ga caracteristicas do tornou Referéncia
preg Sistema de Guia  disponivel
Natureza proteica, KIM, Y G;
Nucleases capaz de CHANDRASEG
reconhecer entre 9 ARAN, 1994:
DeZc!os de Fokl e 18bp por 1996 KIM; CHA;
Inco mondmero da CHANDRASEG
proteina ARAN, 1996
Nucl Natureza proteica,
ufc teases capaz de
e elﬁrast Fokl reconhecer entre 2010 CHRISTIAN et
se;“te a";s ° 14 e 20bp por al., 2010
a at.oref e monomero da
atlvagao proteina
Polimero de
nucleotideos,
CRISPR/Cas  Cas9  capaz de 2012 JINEK ?031'5

reconhecer por
pareamento 22bp

Na figura 1 estdo esquematizados os mecanismos de edicdo génica das

ferramentas a serem discutidas nesse trabalho.
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Edicao Génica

Dedos de Zinco e

TALENSs Reconhecimento de Sequéncia no Genoma CRISPR/Cas9
Fatores.d~e * RNA
Transcrigcao
/Ativacao

Fokl |«—|Clivagem|—|Cas9

}

Juncéo de Sintese por
Extremidades nao- « Quebra em Dupla Fita » homologia a partir
homologas de sequéncia

Figura 1: Esquema das Ferramentas de Edi¢gao Génica
A seguir serdo resumidos os mecanismos e principais aspectos dos sistemas

de edi¢cdo génica resumidos acima.

1.1.1 Nucleases Dedos de Zinco

O sistema de NDZ comecgou a ser entendido a partir dos trabalhos de Klug et
al. (1985), quais foram descritos fatores de transcricdo de Xenopus laevis cujo
dominio ligador de DNA possuia um atomo de Zinco em complexo com a estrutura
proteica (MILLER; MCLACHLAN; KLUG, 1985). Os dominios contendo zinco
descritos sdo muito prevalentes em eucariotos (CHANDRASEGARAN; CARROLL,
2016), mais tarde, foi obtida a estrutura cristalografica desses fatores de transcricéo

em camundongos, permitindo o estudo de sua interagdo com o DNA (PAVLETICH;
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PABO, 1991), sendo descrito em seguida, que, na maioria dos casos, cada dedo de
zinco (DZ) interagem com uma sequéncia especifica no DNA. A estrutura descrita
possui cerca de 30 residuos aminoacidos, sendo dois desses pares de histidina e
cisteina invariantes. Os residuos de aminoacidos de cada DZ ligam-se a um atomo
de zinco por complexagdo (PAVLETICH; PABO, 1991). Nos anos seguintes, foram,
pois, implementados extensivos trabalhos nos quais DZ interagiam com cada triplet
de nucleotideos na sequéncia de DNA (KLUG, A; CHOO, 1994a, 1994b; LIU; XIA;
CASE, 2002; REBAR; PABO, 1994).

Enfim, em 1996, Chandrasegaran e colaboradores, langcaram méao do
conhecimento acumulado sobre os DZ e propuseram uma proteina hibrida, na qual
era unida a nucleasse Fokl com os DZ (KIM; CHA; CHANDRASEGARAN, 1996)
dando origem, entdo, as nucleases dedos de zinco (NDZ). Mais tarde, 0 mesmo grupo
demonstrou que n&o havia perda de especificidade ou atividade catalitica ao se fazer
a fusdo entre as proteinas (SMITH; BERG; CHANDRASEGARAN, 1999).

Apesar da complexidade do sistema e relativa inespecificidade, quando
comparado aos demais a serem esclarecidos aqui, as NDZ representaram um
importante passo para producéo de alteragdes genéticas direcionadas. Desta forma,
as NDZ podem ser vistas a primeira ferramenta a permitir um estudo mais profundo

e direto da relacédo gendtipo-fendotipo.

1.1.2 TALENs

Assim como para as NDZ, o desenvolvimento das TALENS iniciou-se com o

entendimento de proteinas que naturalmente interagem com o DNA na transcrigao.

As proteinas responsaveis pelo reconhecimento de sequéncias no genoma, nesse
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caso, foram efetores semelhantes a ativadores da transcricdo (TALE, do inglés —
Transcription activator-like efector) (CHRISTIAN et al., 2010). Em 2009, foram
estudadas proteinas secretadas naturalmente por bactérias do género Xanthomonas
capazes de se ligar ao genoma do hospedeiro e desencadear transcricao (BOCH et
al., 2009; MOSCOU; BOGDANOVE, 2009). A descoberta dos efetores TALEs
representou, antes de uma ferramenta de edicdo génica, um modo inédito de
reconhecimento de sequéncia de DNA por proteina (MOSCOU; BOGDANOVE,
2009).

Diferentemente dos DZ, cada motivo TALE foi descoberto como capaz de
reconhecer um unico nucleotideo como elevada especificidade. Ademais, a presenga
de motivos vizinhos nao interferia na capacidade de ligagdo ao DNA. Cada dominio
TALE possui de 33 a 35 residuos de aminoacidos bastante conservados. Os residuos
de aminoacidos presentes nas posi¢coes 12 e 13 de cada sequéncia, denominados di-
residuos variaveis da repetigdo (DVRs), sdo os responsaveis pela especificidade por
cada unico nucleotideo. Estdo resumidos na Tabela 3 os DVRs que interagem com
cada nucleotideo (CHRISTIAN et al., 2010).

Tabela 3: Correspondéncia entre residuos de aminoacidos 12 e 13 nos motivos TALE

e nucleotideos

Di-residuos Variaveis Nucleotideo
Asparaginina e Isoleucina A
Histidina e Aspartato C
Asparaginina e Glicina ou Histidina e T
Glicina
Asparaginina e Asparaginina GouA
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Com base no conhecimento extensivo gerado durante a producédo das NDZs,
as TALENs como ferramentas biotecnoldgicas foram produzidas apenas um ano apés
a descricdo dos TALEs como dominio de interagcdo com DNA (CHRISTIAN et al.,
2010). Vetores contendo o gene para as TALENs sdo desenhados de maneira
semelhante aos das NDZs, sendo que os motivos TALE sdo também fusionados a
nucleasse Fokl (CHRISTIAN et al., 2010).

Como consequéncia intuitiva da maneira com que funcionam as TALENSs, as
sequéncias necessarias para codifica-las sdo 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 unico nucleotideo (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016;
GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013). Em comparagdes feitas apds a descrigdo desse
sistema, as TALENs demonstraram-se tdo eficazes e especificas quanto as NDZs,
entretanto, com menor citotoxicidade (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016;

RAMALINGAM et al., 2013, 2014).

1.1.3 O Sistema CRISPR/Cas9

Em 2012, foi reportado pelo grupo de Doudna e colaboradores o sistema de
edicdo génica CRISPR/Cas9, no qual, diferentemente dos previamente discutidos, o
reconhecimento da sequéncia alvo é feito baseado no pareamento entre um oligo-
ribonucleotideo e o DNA do genoma de interesse (JINEK et al., 2012) ja previsto por
Watson e Crick. Os trabalhos desenvolvidos por Doudna e aqueles que os
precederam permitiram uma importante mudancga de paradigma da edigao gendmica,
uma vez que a interacdo RNA-DNA passou a ser o requisito para o direcionamento

da QDF. Apesar dos recentes avancos no entendimento das limitagées do sistema
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CRISPR/Cas9 no que diz respeito as quebras inespecificas (ZHANG et al., 2015), a
ferramenta é vista como de grande interesse, por ter tornado os experimentos desse
tipo notavelmente mais simples (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; GAJ;
GERSBACH; BARBAS, 2013). Mais recentemente, foram feitos avangos em tornar a
técnica menos inespecifica através de modificagcbes na nuclease que sera

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

1.1.3.1  Funcionamento Biolégico do sistema CRISPR/Cas9 em bactérias

O sistema composto pela nuclease 9 (Cas9) associada a repeticoes
palindrémicas curtas regularmente interespacadas (do inglés CRISPR - Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; e Cas9 - CRISPR-associated
protein 9) utilizado como ferramenta biotecnolégica foi derivado do conhecimento
basico obtido sobre a imunidade adaptativa de bactérias (SANDER; JOUNG, 2014).

Os sistemas CRISPR do tipo Il sdo elementos importantes da imunidade
adaptativa de bactérias que responde de maneira intracelular a elementos de material
genético exogeno, como de plasmideos e virus (BARRANGOU et al.,, 2007).
Inicialmente, foi identificado em Escherichia coli o primeiro locus contendo CRISPR,
apesar de ainda nao ter sido associado com a fungao que hoje se explora (ISHINO et
al., 1987). No entanto, foi apenas em 2005 que esses loci comegaram a ser descritos
como provenientes de material genético exégeno (BOLOTIN, A; QUINQUIS, B;
SOROKIN, A; EHRLICH, 2005; MOJICA et al., 2005; POURCEL; SALVIGNOL;
VERGNAUD, 2005). Foram encontradas sequéncias CRISPR em 84% das archea e
45% das espécies do dominio bacteria (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007).

A partir de entéo, foi que comecgou a ser esclarecido o funcionamento biolégico
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do sistema CRISPR/Cas9 do tipo Il na interag&o entre bactérias e os patdégenos com
0s quais interagem ecologicamente. De maneira geral, o Sistema CRISPR, em

bactérias, funciona em trés estagios para conferir imunidade a elementos de DNA

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

Tabela 4: Esquema do funcionamento biolégico do sistema CRISPR/Cas9

Etapa 1 — Aquisicao

Etapa 2 — Expressao

Etapa 3 -
Reconhecimento e
Clivagem do genoma
invasor

DNA exogeno é
processado e fragmentos,
denominados
protoespagadores, sdo
incorporados ao locus
CRISPR do hospedeiro.
Esses fragmentos ficam
como espagadores entre

Cas sao
expressas de maneira
concomitante com a
transcricdo dos trechos de
repeticoes CRISPR e
protoespacgadores.

Inicialmente ¢é transcrito
um pré-crRNA e, em
seguida, esse é clivado e

Proteinas

Em uma segunda
interagdo, proteinas Cas9
associadas ao crRNA
reconhecem a sequéncia
no genoma invasor e sao
feitas clivagens, de
maneira a proteger a
célula hospedeira da
infecgao

as repeticdes de onde
sao derivados os RNA-
CRISPR (crRNA)

torna-se o crRNA maduro,
capaz de associar-se a
proteina Cas9

O direcionamento das proteinas Cas para o genoma invasor € dependente de
da interacdo do crRNA por pareamento de bases com o DNA exdgeno, entretanto a
clivagem depende também de uma interacdo da nuclease Cas9 com um motivo
adjacente ao protoespagador (PAM — do inglés, Protospacer adjacent motif). A
sequéncia PAM trata-se de um trecho organizado da seguinte maneira NGG (no qual
N é qualquer nucleotideo). Os requisitos para a imunidade protetiva adquirida
bacteriana foram explorados de maneira a minimizar os elementos envolvidos de

forma que possibilitasse a producao da ferramenta de edigdo génica, CRISPR/Cas9.
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1.1.3.2 Edicao Génica com o Sistema CRISPR/Cas9

Em 2012, o grupo de Charpentier e Doudna demonstrou a possiblidade de se
direcionar a clivagem pela Cas9 em genomas especificos apenas com a utilizagédo da
nuclease guiada por um unico segmento de RNA, que passou a ser denominado RNA
guia (sgRNA) (JINEK et al.,, 2012). A partir dai foram implementadas diversas
melhoras no sistema que conferiram a facilidade de uso a qual é referida atualmente
na literatura (WANG; LA RUSSA; QI, 2016). Logo em seguida aos trabalhos de
Doudna, varios grupos demonstraram a possibilidade de edigdo do complexo genoma
de células eucaridticas (CHO et al., 2013; CONG et al., 2013; JINEK et al., 2013; MALI
et al., 2013).

Assim como nos outros métodos de edicdo gendmica apresentados aqui, a
dindmica da modificagdo genética feita com o sistema CRISPR/Cas9 baseia-se nos
seguintes passos: 1) identificagdo o locus pelo sgRNA, de maneira que € guiada a
nuclease Cas9; 2) quebra feita pela enzima; 3) reparo trecho clivado. O reparo que
ocorre em células eucarioticas apds essa clivagem é do tipo jungédo de extremidades
nao-homologas (JENH), no qual ha introduc&o de erros e, portanto, interferéncia no
transcrito obtido a partir daquela regido e, potencialmente, no produto proteico.
Alternativamente, o reparo pode ocorrer por homologia, sendo que para fins de edigéo
génica, é considerado o reparo em homologia a moldes de DNA introduzidos
juntamente com o sistema CRISPR/Cas9 nas células (WANG; LA RUSSA; Ql, 2016).

Os protocolos para edi¢ao utilizando esse sistema variam consideravelmente
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 conducgao de experimento com o sistema CRISPR/Cas9

Passos Atividade Principal Comentarios
1 Design in silico dos sgRNAs, a Nesse passo, 0s requisitos sao: o
partir de bancos de dados de conhecimento do genoma com o qual
genomas ou partindo-se de se trabalha; e a presenga de uma
sequenciamento utilizando sequéncia NGG, referente ao PAM
ferramentas para encontrar no locus onde se deseja fazer a
sequéncias que possam ser edicdo.
usadas para a clivagem pela
Cas9
2 Producdo de construtos de DNA E interessante que se tenha no
contendo o gene para a Cas9 e construto de DNA um gene
sequéncia para sgRNA reportador que possa ser utilizado
para separagao de células
efetivamente expressando 0
construto; Alternativamente, podem
ser produzidos in vitro os sgRNAs e
mRNA da proteina Cas9, o que é€,
particularmente, interessante para
edigdo génica em embrides ou
células que nao expressem bem os
construtos de DNA
3 Transfeccdo dos construtos de
DNA ou co-transfeccdo de
sgRNA e mRNA ou microinjecéo
desses elementos em embrides
4 Avaliagdo da mutagao Atualmente, é utilizada como rotina, a
detecgdo de mutacdo pelo ensaio
restricdo por meganucleases em
heteroduplexes como maneira de
triagem para genomas editados antes
do sequenciamento
5 Expansdo clonal de células

presumivelmente editadas ou
transferéncia de embrides
editados

Como visto acima, a edi¢gao génica com o sistema CRISPR/Cas9 é de relativa
facilidade de aplicagéo, de forma que permite sua utilizagdo para uma grande gama
de finalidades, tendo sido de grande importancia na determinacdo de fungédo de
diversos elementos genémicos desde seu advento.

A principal diferenga entre o sistema CRISPR/Cas9 e seus antecessores, TALENs e
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NDZs, é a facilidade na construgdo de experimentos. Nao se deve deixar de
considerar o fato de que a capacidade de edicdo de todos € comparavel, conforme
relatado em experimentos recentes (HE et al., 2016) e ha ainda o problema das

modificagdes fora do alvo a ser enderegado (ZHANG et al., 2015).

1.2 PRODUGAO DE EMBRIOES GENETICAMENTE MODIFICADOS

A produgédo de embrides geneticamente modificados permanece como uma
ferramenta de grande valia para diversas finalidades, desde aplicagbes importantes
para a elucidagdo de mecanismos biolégicos, no ambito da ciéncia basica, até a
producdo de animais geneticamente modificados para pecuaria e producédo de
proteinas recombinantes (LIEVENS et al., 2015).

No presente trabalho sera objetivada a produgédo de animais geneticamente
modificados em um locus de grande interesse para a industria de laticinios. Apesar
do foco do presente trabalho ser direcionado para animais de producéo, os avangos

biotecnolégicos a serem alcangados ajudaram no entendimento da transgenia animal.

1.2.1 Tecnologias de Producao de Embrides Geneticamente Modificados

A producdo atual de embrides geneticamente modificados € realizada
atualmente através de: 1) microinje¢cao de construtos de DNA na fase de pro-nucleo;
2) transducgao e integracdo de construtos de DNA mediada por retro- e lentivirus; 3)
edicdo génica para delegcdo ou insercdo de sequéncias; 4) transferéncia nuclear a
partir de células previamente geneticamente modificadas por uma das técnicas

citadas. Apesar das consideraveis diferengas conceituais e técnicas entre as
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ferramentas apresentadas, invariavelmente, a produ¢cao de AGMs ainda esbarra nas
baixas taxas de sucesso na producao de embribes GMs e dos animais per se
(BOUABE; OKKENHAUG, 2013; MELO et al., 2007). Além disso, a implementagao
de tais técnicas exige um alto custo inicial e operacional e grande habilidade técnica
(GAMA SOSA; DE GASPERI; ELDER, 2010; MELO et al., 2007).

Gordon e colaboradores produziram o primeiro AGM mamifero, em 1980,
através da microinjecdo de vetores no pro-nucleo em embrides murinos, permitindo
assim o inicio do entendimento da transgenia em animais (GORDON et al., 1980).
Em seguida, em 1985, a transgenia em camundongos e permitiu o estudo da fungéo
do gene do fator liberador de horménio do crescimento humano (HAMMER et al.,
1985).

A grande maioria dos animais transgénicos e AGMs produzidos e ja reportados
na literatura advém da microinjecdo de construtos de DNA e pela transferéncia
nuclear de células cultivadas previamente modificadas geneticamente (KUES;
NIEMANN, 2011; MAKSIMENKO et al., 2013). Durante varios anos, essas técnicas
permaneceram como as unicas disponiveis para transgenia animal. O advento das
NDZ foi encarado como um importante marco para a produgdo de AGMs
(SWARTHOUT; RAISINGHANI; CUI, 2011), entretanto, devido as dificuldades da
técnica, na maioria dos casos, 0os animais permaneceram sendo produzidos pelas
técnicas classicas.

A introdugdo das TALENs no arsenal biotecnolégico também permitiu
importante aumento na producdo de AGMs (LOTTlI et al., 2017). Tendo sido de grande
relevancia na produgdo de animais de produgdo geneticamente modificados
(CARLSON et al., 2012, 2016; PROUDFOOT et al., 2015) pelo grupo de Fahrenkrug

e colaboradores.
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Assim como para as outras aplicagbes da edigdo génica, a transgenia e
modificacdo genética em animais foi enormemente facilitada pelo sistema
CRISPR/Cas9, de modo que desde sua disponibilizagdo em 2012, diversos trabalhos
ja relataram a produgao de AGMs (FUJIHARA; IKAWA, 2014; HIROSE et al., 2017,
HWANG et al., 2013; IRION; KRAUSS; NUSSLEIN-VOLHARD, 2014; JIN; LI, 2016;

NAKAGAWA et al., 2015).

1.2.2 Interferéncia na Expressao da Beta-lactoglobulina em leite bovino

A beta-lactoglobulina (BLG) € a principal proteina dentre as proteinas do soro
do leite bovino (FIOCCHI, A et al., 2010). Apesar da intrinseca relagao evolutiva entre
os grupos humanos e o consumo de leite (WARINNER et al., 2015), componentes do
leite bovino tem elementos imunogénicos que desencadeiam reagdo de
hipersensibilidade em uma consideravel parte da populacédo (FIOCCHI, A et al. ,
2010). Os sintomas relacionados com essa alergia s&o, principalmente, relacionados
com o trato gastrointestinal (TGI) além, de sintomas sistémicos como prurido e
dificuldade respiratoria caracteristicos da resposta imune gerada (CRITTENDEN;
BENNETT, 2005; VANDENPLAS; DE GREEF; DEVREKER, 2014). O quadro causa
desconforto e impedindo o consumo de leite por essa parcela da populagao.

De maneira geral, os epitopos que desencadeiam a reagdo imune no TGl
nesses casos deixam de ser elicitar resposta imune ao serem hidrolisados, de forma
que essa foi a maneira, até entdo, empregada para produgdo de um leite bovino
menos alergénico (BU et al., 2013). Nao obstante, o processamento do leite dessa
forma leva a alteragbes em suas caracteristicas organolépticas, diminuindo a

palatabilidade e aceitagdo pela populacdo alvo (VANDENPLAS; DE GREEEF;
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DEVREKER, 2014).

Em vista desse panorama, a producao de leite com teor diminuido da beta-
lactoglobulina é de grande interesse para a industria de laticinios.

Em 2012, foi reportada a producao de vacas GM nas quais foi introduzida uma
sequéncia para RNA de interferéncia expressa constitutivamente que diminuiu
consideravelmente a producdo de BLG (JABED et al., 2012), sendo, entretanto,
necessaria a introdugdo de um transgene. Anteriormente, foram produzidas vacas
modificadas para o gene da BLG através do sistema de NDZ por edicdo génica em
células em cultura, seguida de clonagem (YU et al., 2011).

No ambito do entendimento da transgenia, o gene para a BLG representa um
importante alvo, uma vez que seu produto proteico é facilmente analisado no leite dos

animais produzidos.
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2.0 OBJETIVOS

Gerar células somaticas bovinas contendo edi¢gdes génicas no gene para a

proteina Beta-lactoglobulina validando assim as células MDBK como modelo para

edicdo génica em bovinos.

2.1 Objetivos especificos

Desenhar e produzir construtos de DNA e segmentos de RNA requeridos para

a utilizagédo do sistema CRISPR/Cas9;

* Transfectar células bovinas MDBK com construtos de DNA e segmentos de
RNA do sistema CRISPR/Cas9;

* Produzir células MDBK expressando a enzima Cas9;

* Analisar as células MDBK transfectadas por amplificagdo do locus, ensaio de

mutagdo e sequenciamento, para a presenga da mutagao no gene BLG;
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3.0 MATERIAL E METODOS

Na figura 2 esta esquematizado um fluxograma para realizagdo dos principais

experimentos a serem descritos.

Cultura de Linhagem . Curva de morte para células MDBK em
| Desenho dos sgRNAs | Bovina MDBK puromicina

\ v

Transfecgdo de vetor expressando gene

Carai?e?iiiac;c? dos de resisténcia a puromicina e contendo
. RNKS gene para a proteina Cas9 (px459) em
9 ~ células MDBK

Transfecgao do sistema CRISPR/

Cas9:
1. Plasmideo com Cas® +
sgRNAs;

2. Plasmideo contendo Cas9 e

RNAs; Selegao de colénias expressando de
Clonagem dos 59 , ) o
sgRNAs em vetores l 3. mRBNAs Cas9 + sgRNAs maneira estavel resisténcia a puromicina

plasmidiais * *
Extracao de | Transfecgao de sgRNAs
DNA e PCR / *

* Validagao da linhagem

- como sistema para teste

Ensaio de de sgRNAs em bovinos
Deteccao de

Mutacao

\

Validagao das Guias

) B ‘ e determinagao do
| Microinjegfo | Melhor sistema para

* edicao em células

Producgao in vitro de
embrides

Figura 2: Fluxograma dos principais experimentos realizados

33



3.1 Desenho de RNAs guias para o sistema CRISPR/Cas9

Os sgRNAs foram desenhados com o auxilio de um algoritmo (Crispr RGEN
Tools — disponivel em http://www.rgenome.net/) para pesquisa de potenciais sitios
off-target (fora da sequéncia). A sequéncia da beta-lactoglobulina utilizada esta
depositada no NCBI (X14710). Foram escolhidas apenas as sequéncias com o
numero minimo de mismatches tolerados entre cada RNA guia e o DNA alvo, levando-
se em consideragao a sua posicao e distribuicdo dentro da sequéncia. Para tanto, foi
desenhado um template de DNA a ser transcrito in vitro para cada um dos sgRNA.
Cada molde para sgRNA foi desenhado com 3 partes sequenciais: 1) a sequéncia do
promotor T7 para a sintese in vitro; 2) a sequéncia complementar ao gene da beta-
lactoglobulina (sendo uma sequéncia para o TATA box e outras duas sequéncias para
o exon dois (E2), denominados aqui E2A e E2B); 3) a sequéncia estrutural necessaria
para a associagao a proteina Cas. Esses fragmentos foram amplificados por PCR e

utilizados para a transcrigéo in vitro dos sgRNA.

3.2 Producgao de RNAs guias para o sistema CRISPR/Cas9

As sequéncias necessarias para a produgdo dos sgRNAs foram sintetizadas
em primers, de maneira que as extremidades 3’ de cada primer se anelasse e, apos
a extensao, fosse produzido um molde completo com os trés requisitos listados em
3.1. Os primers foram anelados e estendidos por reagao da polimerase em cadeia
(PCR, do inglés Polymerase Chain reaction) de alta fidelidade (Gene Amp High
Fidelity PCR System — Applied Biosystems) de acordo com recomendagdes do

fabricante.
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Os produtos de PCR foram, entdo, submetidos a rea¢ao de transcrigao in vitro
(Mega Short Script T7 — Ambion) e purificagdo do RNA obtido pelo método de
fenol/cloroformio e precipitagcdo com alcool isopropilico. Os produtos de PCR foram,
antes da reacao de transcri¢ao in vitro confirmados pelo seu tamanho por corrida em

gel de agarose 2%.

3.3 Caracterizagao dos RNAs guia por Eletroforese

Apos purificados, os sgRNAs foram desnaturados em formamida a 95°C por 5
minutos e, em seguida, aplicados em gel de acrilamida 6% (Ambion) na presenga de

ureia na concentracdo 6 mol/L para corrida eletroforética.

3.4 Cultura de Células MDBK

Foram utilizadas as células de linhagem estabelecida Madin-Dabin Bovine
Kidney (MDBK — ATCC CCL-22) células modelo bovinas derivadas do epitélio renal
bovino. As células foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro e
cultivadas em incubadora com atmosfera humida e com pressao de CO2 de 5%, em
plasticos para cultura com meio DMEM, suplementado com 1% aminoacidos n&o-

essenciais, 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de soédio e 10% de soro fetal bovino.

3.5 Transfecgcao de Células MDBK com plasmideos expressando Cas9

Foi realizada a transfec¢ao de vetores contendo o gene para a proteina Cas9

e 0 molde para cada um dos sgRNAs, com o intuito de verificar a capacidade de
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transfecgdo de DNA nas células empregadas visando saber a possibilidade de efetuar
a edigdo génica nesse sistema utilizando os elementos do sistema CRISPR/Cas9 na
forma de DNA. Os plasmideos utilizados para os experimentos foram: 1)
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458, addgene), que possui 0 gene codificante para a
proteina Cas9 controlado pelo mesmo promotor que a proteina verde brilhante (eGFP
— do inglés, green fluorescent protein), o Cbh; 2) pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459,
addgene), que possui 0 gene para resisténcia eucariética a puromicina controlado
pelo mesmo promotor que o gene para a Cas9; 3) pCas-E2A; 4) pCas-E2B; 5) pCas-
TATA, sendo os trés ultimos denominados assim por nds, uma vez que foram
sintetizados com o kit Guide-itTM CRISPR/Cas9 System (Clontech) com a sequéncia
para cada um dos sgRNAs (E2A; E2B e TATA), de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Esses plasmideos tem a sequéncia codificante para a proteina Cas9 e
da proteina fluorescente vermelha tdTomato

A transfeccao das células MDBK foi feita em placas com 96 pocos, tendo trés
placas sido utilizadas em replicatas: as trés replicatas foram utilizadas para
visualizacdo sob microscépio de fluorescéncia e duas delas foram utilizadas para
leitura em citdbmetro de fluxo. Ademais, cada tratamento estava em duplicata em cada
placa. Foi utilizado, conforme recomendacg¢des do fabricante, para transfeccao e
otimizacao, o reagente FUGENE HD (Promega). A padronizagéo foi com uma ampla
variagcdo de concentragdes de propor¢des entre o reagente de transfecgdo e os
plasmideos px458 e pCas-E2B de acordo com a tabela 6. A linhagem de células
HEK293FT, foi utilizada como controle positivo para atestar a expressao das

proteinas reportadoras em células eucarioticas.
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Tabela 6: Esquema da otimizagao da transfecgao dos plasmideos em células

MDBK utilizando Fugene HD em placa de 96-po¢os.

Proporcao Coluna / Quantidade de Plasmideo (pg)
(Fugene:Plasmideo) 2e3 4eb5 6e7 8e9 10 e 11
A-1:1 0,02 0,04 0,1 0,2 0,24
B-2:1 0,02 0,04 0,1 0,2 0,24
C-3:1 0,02 0,04 0,1 0,2 0,24
D -3,5:1 0,02 0,04 0,1 0,2 0,24
E-4:1 0,02 0,04 0,1 0,2 0,24
F-6:1 0,02 0,04 0,1 0,2 0,24

As células foram visualizadas 48 horas apds as transfecgdes por microscopia
de fluorescéncia ou citometria. Os parametros de excitagdo e emissao do eGFP séao
488nm e 509nm; e para a proteina vermelha (dtTomato): 554nm e 581nm.

Todos os plasmideos foram clonados em linhagens quimicamente
competentes de Escherichia coli STBL3, que foram, em seguida, selecionadas e
crescidas em meio LB de selegcdo e os construtos de DNA foram extraidos com o
Plasmid DNA purification kit Maxi-kit (Qiagen), de acordo com recomendagdes do

fabricante.

3.6 Avaliacao de Fluorescéncia por Citometria de Fluxo de Células

Transfectadas

Apos 48h das transfecgdes descritas em 3.5, conforme recomendagdo do
fabricante, o meio das células foi retirado e lavado e foi procedida a desagregacéo
enzimatica com Tripsina/EDTA 0,25% (Gibco) e coleta das células em microtubos de
1,5 mL, seguida de centrifugagéo e lavagem com PBS.

Foi entédo, procedida a citometria de fluxo em citometro FACSVerse (BD) com

parametros para leitura de eGFP e PE, de acordo com a proteina sendo analisada.
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Foram lidos 10000 eventos para cada tubo.

3.7 Producao de Células MDBK Expressando Cas9 de Maneira Estavel

Paralelamente as tentativas de edigdo génica utilizando a transfecgao de DNA,
células MDBK foram submetidas ao protocolo de transfeccdo para a geragao de
linhagem estavel de maneira que esperavamos que expressassem de maneira
constitutiva a proteina Cas9 e servisse como plataforma para teste das tranfeccdes
apenas dos sgRNAs. A producao de linhagem MDBK expressando a nuclease Cas9
de maneira estavel foi obtida a partir da transfeccado de células MDBK com o
plasmideo pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459, addgene), que possui o gene para
resisténcia eucaridtica a puromicina controlado pelo mesmo promotor que o gene
para a Cas9.

Inicialmente, as células foram plagueadas em placa de 24 pog¢os de maneira
que pudesse ser realizada a curva de morte para células nao transfectadas ao serem
expostas a diferentes concentragdes de puromicina. As concentracdes de puromicina
(Sigma) variaram entre 0,5ug/mL a 5Sug/mL, tendo sido definida a concentragdo de
1pug/mL como a minima necessaria para matar todas as células ndo transfectadas,
conforme recomendacdes do fabricante.

Ainda de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante, as células a
serem transfectadas foram plaqueadas em placa de 24 pocos e submetidas a
transfecgcdo com Fugene HD em duplicata dos seguintes tratamentos por pogo: 1)
0,5ug de px459 na proporgao de 3:1 com Fugene HD; 2) 1 ug de px459 na propor¢ao
de 3:1 com Fugene HD; 3) 0,5ug de px459 na proporg¢ao de 6:1 com Fugene HD; 4)

1 ug de px459 na proporgéo de 6:1 com Fugene HD. Apds 48 horas, foi feito o repique
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das células transfectadas na propor¢céo de 1 pogo para 3 pogos de placas de 24
pocos, de maneira que as células foram colocadas agora em contato com o meio de
selegcdo na concentragdo de puromicina determinada na curva de morte, 1ug/mL. No
total, 24 pocos foram plaqueados com células repicadas a partir das transfectadas
com px459. Em seguida, os pogos foram acompanhados para o aparecimento de
colbnias isoladas resistentes a puromicina, o que indiciaria a expressao estavel do
vetor transfectado. A linhagem isolada a partir desse protocolo foi denominada a partir

de entdo como MDBK-Cas9.

3.8 Transfeccao de Células MDBK e Células MDBK-Cas9 com o Sistema

CRISPR/Cas9

O sistema de edicdo CRISPR/Cas9 foi transfectado em células MDBK na forma de:
1) DNA (px458) e sgRNAs; 2) apenas DNA (plasmideos pCas contendo a sequéncia
codificante para a nuclease Cas9 e para os sgRNAs); 3) apenas RNA (mRNA Cas9
e sgRNAs) de maneira que se pudesse avaliar o melhor meio de entrega do material
genético do sistema CRISPR/Cas9 para as células alvo utilizadas. Ao passo que as
células MDBK-Cas9 foram transfectadas apenas com os sgRNAs.

Ambas as linhagens foram repicadas para placas de 96 poc¢os e transfectadas
utilizando o reagente Lipofectamine MessengerMax (Invitrogen) para as transfeccgdes
apenas com RNA, e com reagente FugeneHD (Promega) para as transfecgbes
empregando DNA, de acordo com as recomendagdes do fabricante. As quantidades
de DNA e RNA utilizadas para transfeccdo de mRNA Cas9 e sgRNAs nas células

MDBK e as de sgRNA nas células MDBK-Cas9 estao dispostas na tabela 7.
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Tabela 7: Quantidade dos componentes do sistema CRISPR/Cas9 utilizados para

transfecgcéo de células MDBK e Células MDBK-Cas9

MDBK - Transfecgodes Utilizando Plasmideos

x(r):;zt?: Trazgslfeh::f;(csil(s) Quantidades dos Componentes por Pogo
D1 E2A px458 100ng; e sgRNA E2A 20ng
D2 E2B px458 100ng; e sgRNA E2B 20ng
D3 TATA px458 100ng; e sgRNA TATA 20ng
D4 px458 100ng; sgRNA TATA 20ng; e sgRNA
E2A e TATA E2A 20ng
D5 px458 100ng; sgRNA TATA 20ng; e sgRNA
E2B e TATA E2B 20ng
D6 E2A pCas1 100ng
D7 E2B pCas2 100ng
D8 TATA pCas3 100ng
D9 E2A px458 200ng; e sgRNA E2A 20ng
D10 E2B px458 200ng; e sgRNA E2B 20ng
D11 TATA px458 200ng; e sgRNA TATA 20ng
D12 px458 200ng; sgRNA TATA 20ng; e sgRNA
E2A e TATA E2A 20ng
D13 px458 200ng; sgRNA TATA 20ng; e sgRNA
E2B e TATA E2B 20ng
D14 E2A pCas1 200ng
D15 E2B pCas2 200ng
D16 TATA pCas3 200ng
MDBK - Transfecgoes Utilizando Apenas RNA
x(r):;zt?: Trazgslfeh::f;(csil(s) Quantidades dos Componentes por Pogo
R1 E2A MRNA Cas9 100ng; e sgRNA E2A 20ng
R2 E2B mMRNA Cas9 100ng; e sgRNA E2B 20ng
R3 TATA MRNA Cas9 100ng; e sgRNA TATA 20ng
R4 MRNA Cas9 100ng; sgRNA TATA 20ng; e
E2A e TATA sgRNA E2A 20ng
R5 MRNA Cas9 100ng; sgRNA TATA 20ng; e
E2Be TATA sgRNA E2B 20ng
MDBK-Cas9
x(r):;zt?: Trazgslfeh::f;(csil(s) Quantidades dos Componentes por Pogo
R6 E2A sgRNA E2A 20ng
R7 E2B sgRNA E2B 20ng
R8 TATA sgRNA TATA 20ng
R9 E2A e TATA sgRNA TATA 20ng; e sgRNA E2A 20ng
R10 E2B e TATA sgRNA TATA 20ng; e sgRNA E2B 20ng
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As células MDBK-Cas9 foram ainda transfectadas em um ensaio adicional com
quantidades variadas de sgRNA. Para esse ensaio foram utilizados os sgRNAs em
multiplex, E2A+TATA e E2B+TATA, nas concentragbes 10ng; 40ng; e 80ng de cada

guia por pogo, sendo essas amostras de denominadas, de R11 a R16.

3.9 Cultura de Embrioes

Ovarios de vacas oriundos de rebanhos de gado de leite da regido de Juiz de
Fora, foram coletados no matadouro local para a obtencédo dos odécitos imaturos. Os
ovarios foram obtidos logo apds o abate e transportados para o laboratério em
solugao fisioldgica, acrescida de penicilina e estreptomicina a temperatura de 35° C
para a aspiracido de odcitos imaturos e maturacéao in vitro. Foram aspirados foliculos
visiveis com didmetro de 2 a 8 mm. Os odcitos foram distribuidos aleatoriamente em
pocos de placas tipo Nunc com 400 pl de meio Tissue culture medium 199 (TCM 199),
suplementado com 2 pg ml-1 de horménio foliculo estimulante (FSH; Pluset,
Barcelona, Espanha) e soro de vaca em cio (10%) e mantidos em incubadora com

5% de CO2, ar atmosférico e 38,5°C, por 24 h.

Apos 24 h de MIV, os odcitos foram fecundados in vitro com sémen
descongelado de touro da raga Gir. O sémen utilizado foi testado previamente no
laboratério quanto a capacidade de desenvolvimento de embrides de fertilizacao in
vitro, de modo que, utilizou-se a mesma partida de sémen durante todo o
experimento. Para a selegcdo dos espermatozoides foi usado o método do gradiente
de Percoll (Nutricell) com as concentragdes de 45% e 90% (PARRISH, KROGENAES

e SUSKO-PARRISH, 1995).
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A FIV foi realizada em gotas de 100 ul de meio Fert-Talp, acrescido de 10 Ul
ml-1 de heparina. As gotas continham uma concentragado espermatica de 2,0 x 106
espermatozoides ml-1, e foram cobertas com éleo mineral e mantidas por periodo
aproximado de 22 h em estufa incubadora com 5% de CO2, umidade de 95%, a 38,5
°C. Apos a fecundacgéo, os possiveis zigotos foram transferidos para meio de cultivo
embrionario CR2aa suplementado com 10% de soro fetal bovino, e mantidos em

incubadora com 5% de CO2, umidade de 95% a 38,5 °C, por 7 dias.

3.10 Microinjecao de Embrioes com os RNAs do sistema CRISPR/Cas9

Inicialmente, foi estabelecido, de acordo com a capacidade instrumental de da
agulha para micromanipulagao, que seriam injetados entre 15pL e 25pL por embrido.

A partir do estabelecimento do volume da injec&o, foram realizados ensaios
com dos componentes do sistema de edigdo génica. As injegbes foram feitas com
solugdes (mixes) do mMRNA da Cas9 (GeneArt CRISPR Nuclease mRNA — Invitrogen)
e 0s sgRNAs ou com o plasmideo pCas1 ou px458 de acordo com a Tabela 8. Para
as injegdes utilizando o mRNA da proteina Cas9, foram utilizadas as seguintes
concentragdes e propor¢des de acordo com o ja encontrado na literatura e indicado
pelo fabricante como parametro para padronizagao: 1) Concentragdo de mRNA Cas9
mantida em 100ng/uL; ou 50ng/uL e variagdo da concentracdo dos sgRNAs; 2)
Variagao da concentragdo do mRNA Cas9 mantendo-se a propor¢ao em relagao dos

sgRNAs (SATO et al., 2015; THERMO, [s.d.]).
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Tabela 8: Solugdes preparadas para microinjegao nos embrides

Solugdes preparadas com sgRNA e mRNA Cas9

o I A g,

(ngpl)
: 10 10 - 100
2 19 - 10 100
; 15 15 - 100
- >0 : 50 100
° >0 - - 100
° - - 50 100
d - 50 - 100
8 25 _ - 0
; >0 - - 100
10 - 12,5 } o5
11 - - : >
L - 50 - 100

Solugoes preparadas com os Plasmideos px458 e sgRNAs ou pCas1

= pCas-E2A

Solugao 458 (ng/pL sgRNA (ng/uL

ug px458 (ng/uL) (ng/uL) g (ng/uL)
13 100 - 100 (TATA)
14 500 - 250 (E2B)
15 500 - 250 (E2B) + 250 (TATA)
16 500 - 250 (TATA)
17 500 - 250 (E2B)
18 500 - 250 (E2A)
19 - 500 -

Foi analisada a taxa de clivagem e os embrides foram coletados e lisados em

seguida conforme protocolo descrito em 3.12 para posterior analise de mutagéo.
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3.11 Reacao da Polimerase em Cadeia para Detec¢ao do Alvo de Edicao Génica

As amostras coletadas apds a FIV e microinjegdo nos sétimos dias serdo
submetidas a lise em solu¢ao de 100 mM Tris-HCI, pH 8.3 100 mM KCI, 0.02% gelatin,
0.45% Tween 20; 60ug/ml yeast tRNA, 125 ug/ml Proteinase K. Os embrides foram
coletados em 10uL de agua livre de RNAses e DNAses e, em seguida, foi adicionado
10uL da solucéao de lise descrita acima. Para as reac6es de PCR foram utilizados 3uL
do lisado por reagao.

As amostras obtidas a partir da transfeccdo em células serao submetidas a lise
(em tampao de lise com 100mM NaCl; 10mM Tris; 256mM EDTA; 0,5% SDS; 0,2 ug/uL
Proteinase K) e purificacéo pelo método do fenol/cloroférmio.

As reac6es de PCR foram feitas com a enzima de alta fidelidade Gene Amp
High Fidelity PCR System (Applied Biosystems) de acordo com as instru¢cées do

fabricante para os seguintes primers descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Desenho dos Primers para as reagdes de PCR no locus analisado do gene
da beta-lactoglobulina

Tamanho do

fragmento de

amplificagao
(bp)

Temperatura
de Melting
predita (°C)

Nome Alvo Primer5 - 3’

Direto:
CCTCGAATGGAAGAAGGC
TATAe CT
Exon 2 Reverso:
GAAAGCCCTGGATAAGCA
GC
Direto:
CGTAGAGGAAGCAACCC
Apenas CAG
TATA Reverso:
AAGCAGGAGGCACTTCAT
GG
Direto:
GGTGGGACAGAGAGCCC
Apenas A
Exon 2 Reverso: 176 60
GGCTTCAGCTCCTCCACA
TA

1268 60

Surv2

Surv3 193 60

Surv4

3.12 Deteccao de Mutagoes no Alvo de Edigcao Génica

Em conformidade com a literatura, as possiveis mutacbées em cada amostra
foram detectadas preliminarmente através do ensaio de mutacdo em heteroduplexes
com a enzima Surveyor (Surveyor® Mutation Detection Kit for Standard Gel.
Electrophoresis). Em seguida, as amostras foram enviadas para sequenciamento dos

produtos de PCR gerados.

3.13 Produgao de mRNAs da eGFP

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

sem que fosse necessaria a etapa de transcricdo pelas células, além da eficiéncia
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dos sistemas de transfecgdo para essas células, foram produzidos segmentos de
mMRNA in vitro para transfec¢cado e expressao da proteina reportadora. A producao
desses transcritos foi feita em 3 etapas: 1) Amplificagdo por PCR do trecho contendo
a sequéncia codificante para o gene eGFP adicionando o promotor T3 acima do
quadro aberto de leitura; 2) Transcri¢ao in vitro utilizando o mMMESSAGE mMACHINE
T3 Transcription Kit (Ambion); 3) Poliadenilagdo com o Poly(A) Tailing Kit (Ambion).
Afim de investigar a influéncia da sequéncia Kozak a 5 do transcrito, foram
utilizados dois primers diretos distintos para a produc¢do de dois produtos de PCR

utilizado para a etapa de transcrigao in vitro, de acordo com a tabela 10.

Tabela 10: Primers utilizados para a amplificagao da sequéncia codificante da eGFP

Tamanho do
fragmento de

Elementos Temperatura amplificagao
Primer Contidos no de Melting quando
Produto de

predita (°C) amplificado com
o Primer Reverso
(bp)

Amplificagao

eGFP - Direto 1: 5’
AATTAACCCTCACTAAAG
GGAGAATGGTGAGCAAG
GGCGA ¥

eGFP - Direto 2: 5’
AATTAACCCTCACTAAAG
GGAGAGCCACCATGGTG
AGCAAG 3

eGFP - Reverso: 5’
AAGCAGCGTATCCACAT - 58 -
AGC 3’

Promotor T3 58 849

Promotor T3 e
Sequéncia 58 855
Kozak

Dessa forma, foram obtidas, ao final do processo de transcri¢ao in vitro, 4
sequéncias de mRNAs, nomeadas como segue: 1) mMRNA eGFP; 2) mRNA eGFP-

PoliA; 3) mRNA eGFP-Kozak; 4) mMRNA eGFP-Kozak-PoliA.
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3.14 Transfecgcao de mRNAs eGFP

Células MDBK em cultivo foram repicadas para placas de 24 pocos e
transfectadas no dia seguinte conforme as recomendagdes do fabricante, utilizando
o reagente Lipofectamine MessengerMax (Invitrogen). Cada um dos segmentos de
RNA descritos em 3.13 foi transfectado em duplicata empregando 0,5ug de cada um

dos mRNAs por pog¢o conforme previsto no protocolo disponibilizado pelo fabricante.

3.15 Avaliacao da Fluorescéncia em Células Transfectadas com mRNA eGFP

As células foram visualizadas 24 horas apds as transfecgdes por microscopia

de fluorescéncia. Os parametros de excitacdo e emissao do eGFP sdo 488nm e

509nm, respectivamente.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Producao e Caracterizagao dos RNAs guia por Eletroforese

Foram desenhadas trés sequéncias para oligonucleotideos complementares a
duas sequéncias no exon 2 da beta-lactoglobulina que foram chamados de E2A (exon
2A) e E2B (exon 2B) e o terceiro oligonucleotideo complementar a regido promotora
TATA da beta-lactoglobulina que foi chamado de TATA-box. O exon 2 foi escolhido
porque € conservado tanto nas variantes 1 e 2, por processamento alternativo do
mRNA, da beta-lactoglobulina o que permite editar ambas. O mesmo
oligonucleotideo antisenso foi utilizado nas trés reacdes, de maneira que anela com
todos os outros primers e permite a construgdo do molde para dos sgRNAs. Os
oligonucleotideos utilizados como primers para as reagbes de PCR que geraram os

moldes para a transcrigéo in vitro dos sgRNA foram resumidos na tabela 11.

Tabela 11: Desenho dos oligonucleotideos para sintese dos sgRNAs

Primer e sgRNA | Sequéncia 5 - 3’
correspondente
Direto — E2A GAAATTAATACGACTCACTATAGGGACTTGGTACTCCTTG
GCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Direto — E2B GAAAT
GGCGGGGACTTGGTACTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAG
C

Direto — TATA GAAATTAATACGACTCACTATAGGGCTGGCCCTCCTCCTG
TATAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Reverso AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG
GACTAGCTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC

Os oligonucleotideos foram utilizados em reagdo de PCR anelando cada um
dos primers diretos com o reverso, de maneira que foram gerados trés produtos de

reacdao de PCR, respectivamente, E2A, E2B e TATA. Sdo mostrados na tabela 12
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apenas as fitas no sentido 5’-3’, de maneira a facilitar o entendimento da construgao

e funcionamento dos sgRNAs.

Tabela 12: Fitas 5’-3’ dos produtos de amplificacdo obtidos com as rea¢gdes de PCR

utilizando os Primers resumidos acima.

Tamanho do

Produto Sequéncia da Fita 5°-3’ proc!qto d~e
amplificacao
(bp)

GAAATTAATACGACTCACTATAGGGACTTGGTA

E2A CTCCTTGGCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA 122
GTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT
GAAATTAATACGACTCACTATAGGGGCGGGGA

E2B CTTGGTACTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA 122
AGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA
AAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT
GAAATTAATACGACTCACTATAGGGCTGGCCC

TATA TCCTCCTGTATAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA 122

AGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA
AAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

As reagdes de transcrigdo in vitro foram, entao, realizadas utilizando-se como

molde, os produtos de PCR descritos na Tabela 9, de forma que os transcritos

produzidos seguem o esquema representado na Figura 3.
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E2A &
GAAATTAATACGACTCACTATAGGGACTTGGTA

Promotor T7
CTCCTTGGCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA

AAGTGGCACCGAGTCGGTGC 3

E2B &'
GAAATTAATACGACTCACTATAGGGGCGGGGA

Promotor T7

CTTGGTACTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAA

AAGTGGCACCGAGTCGGTGC K

TATA 5’
GAATTAATACGACTCACTATAGGGCTGGCCCT

Promotor T7
CCTCCTGTATAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA

GTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA

AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT 3

v

v

»

sgRNA E2A

GGGACTTGGTACTCCTTGGCCAGTTTTAGAGCTAGA

AATAGCAAGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTG
AAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

sgRNA E2B 5'
GGGGCGGGGACTTGGTACTCCTGTTTTAGAGCTAG
AAATAGCAAGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTT

GAAMAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT &'

sgRNA TATA 5’
GGGCTGGCCCTCCTCCTGTATAGTT TTAGAGCTAGA
AATAGCAAGTTAAAATAGCTAGTCCGTTATCAACTTG

AMAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT &

Figura 3: Esquema da transcrigéo in vitro dos sgRNAs E2A, E2B e TATA.

Est&o dispostos na figura 4 as corridas eletroforéticas referentes aos produtos

de PCR contendo os moldes para transcrigc&o in vitro (em agarose 2%) e aos sgRNAs

(poliacrilamida 6% com 6mol/L de ureia).
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200 pb —
100 pb—

Figura 4: Corridas eletroforéticas em agarose 2% (A) dos produtos de PCR utilizados para
transcricao in vitro e dos sgRNAs E2A, E2B, TATA em poliacrilamida 6% (B) com ureia

6mol/L.

A pureza e concentragao dos sgRNAs transcritos in vitro e purificados pelo
protocolo de fenol/cloroférmio conforme descrito no manual do fabricante foi medida
por espectrofotometria em NanoDrop. As concentragdes obtidas foram de 1820ng/uL
para o E2A; 1790ng/uL para E2B; e 1530ng/uL para o TATA.

Em analise de alinhamento (https://blast.ncbi.nilm.nih.gov/Blast), os sgRNAs
transcritos in vitro pareiam com as regides de interesse no gene BLG de acordo com

a figura 5.
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CCCAGAAGTGTTCCTGGCGCTGGCAGCCAGCCTGGACCCAGAGCCTGGACACCCCCTGCGCCCCCACTTCTGGGGCGTACCAGGARAC

CGTCCAGGCCCAGAGGGGGCCTTCCTGCTTGGCCTCGAATGCGAAGAAGGCCTCCTATTGTCCTCGTAGAGGAAGCAACCCCAGGGCC

CAAGGATAGGCCAGGGGGGATTCGGGGAACCCGCGTGGCTCGCEGGGCCCGGCCCGGEGCTGGCTGGCTGGCCCTCCTCCTGTATALACGCC
TATA-Box

sgRNA - TATA

CCGAGCCCGCTCTCTCAGCCCTCCACTCCCTGCAGAGCTCACAAGCCTCGACCCCAGCTGCAGCCATCAAGTCCCTCCTGCTTGCCCT
GCGCCCTCACTTGTGGCCGCCCAGGCCCTCATTCGTCACCCAGACCATCGAAGCGGCCTGCATATCCAGARGCGTTCCAGCGGTCGCCCCCGTGG
CGTGGTCAGTTCCAGCGCGCTGGCCTGGCCAGCTCCGCCTCAGAGACCAACGCGAGCCTCTCACCTCTGGCGATTCCCATCACGTCAGCTACGAG
CCGCCTGACAAATCGCCCGCCACAGGCTTCAACCAGCGCCTTTAGTCGTCTTGCATTCTCGAGCCCTCGCGAAGCTCCAATCCGGGCATCGG
CCCAGCTGGCTTCTCCTGCGCCCACTCTCCCCGGAGCAGACAGCCATCTTCTCCCTCTGTCCTTTCCCTCCCCTCGCTTTCCTCTTCC
TCGTGACGCTCACCAGGCCTGCTCGCGATCCACCCCCGCCCACACAGCCTCACGTAACCTTTGTCATCTCTTTAAAGGCCCTGTCTCCAGT
CCTGTCTTCGAGCGTTCTCCGGGCTTAATCGCGACACACGTTCAGCCCCTAAAACGACTCCCCTCTCGCCCCTCAAATTTTCCCCACCTCCAGC
TATGCTCTCCCCAAGATCCAAATGTTCCCACCTGTCCGGGCCCTCATCTCCCTCCCTCTTTCCCGCTCAGACGTCAGTCTGCCCGAGAGC
ATTCCTCAGGCGTGCCCGAGTTCCGGGCGAGGCATCTCAGCGGCTCCCCACGGCCACGCGGTCCCGACACGAGAGCCCACTCTCGCCECEGCTCGEGGCC
sgRNA - E2A

CCTTCCCGCCCCTGGAGTGCAGCTCAAGGTCCCTCCCCAGCTCCCCCCCACTTCCTACTCCTTCCCCATCCCCCCCACCCACATCTC

sgRNA - E2B

CCTGCTCGCACCCCCACGAGTCCCCCCCTCACGACTCTATCTCCACGCACCTCAACCCCACCCCTCAGCCCCACCTCCACATCCTCCTCGCA

Zxon 2

CAAATCGTGGGCGTCCCCCCCAAARAMAGCATGGAACCCCCACTCCCCAGGGATATGGACCCCCCGGGGTGGGGTGCAGGAGGGACC

AGGGCCCCAGGGCTGGGGAARCGGGGCTTGCAGTTTCCTGCGTACCCCTGGAGGTCCACCCAAGGCTGCTTATCCAGGGCTTTCTCTTT
CTTTTTTTCCCCCAACTTTTATTAATTTGATGCTTCAGAACATCATCAAACAAATGAACACAAARCATCAT

Figura 5: Alinhamento dos sgRNAs com a sequéncia do gene da beta-lactoglobulina

e elementos do gene (TATA-box e Exon 2)

4.2 Avaliacao da fluorescéncia em células MDBK transfectadas com plasmideo

px458 e pCas

Serdo apresentados aqui os resultados obtidos por microscopia de
fluorescéncia 48 horas apds as transfecgbes com os plasmideos px458 e pCas.
Devido a baixa fluorescéncia obtida para todos os tratamentos feitos durante a
otimizagao da transfecgao, os resultados foram dados na tabela 15 de acordo com a
avaliacao visual da fluorescéncia. Os tratamentos foram feitos em duplicatas em duas

placas de 96-pocgos e estdo resumidos juntamente com os resultados na tabela 13.
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Tabela 13: Avaliagao visual da fluorescéncia em células MDBK transfectadas com os

vetores px458 e pCas.

Quantidade do Plasmideo aplicado
Proporcao de FugeneHD e

plasmideo utilizada (Fugene :
plasmideo) com 1,3ug do 0,02pg 0,04ug 0,1Hg 0,2pg 0,24ug

plasmideo por Mix

1:1 0 0 0 0 0
2:1 0 0 0 0 0
Menos de  Menos de
3:1 0 0 0 5 células 5 células
por campo  por campo
3,5:1 0 0 0 0 0
4:1 0 0 0 0 0
Menos de
6:1 0 0 0 5 células 0
por campo

A figura 6 apresenta imagens representativas das células MDBK fluorescentes
expressando GFP a partir do plasmideo px458. Nao foram observadas células

fluorescentes transfectadas com o pCas2

Figura 6: Imagem representativa (produzida com as células transfectadas com 12uL do mix
em propor¢cdo 3:1) das células MDBK transfectadas com o vetor px458 visualizadas em
microscopio invertido.

As células HEK293FT foram também transfectadas com o mesmo construto de
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DNA de maneira a atestar o funcionamento do cassete de expressao e fluorescéncia
da proteina reportadora conforme visto na figura 7. Essa comparagéao foi feita, uma

vez que essa linhagem permite facil transfecgcdo e expressdo de proteinas

recombinantes (LIANG et al., 2015).

Figura 7: Imagem representativa das células HEK293FT transfectadas com o vetor

px458 visualizadas em microscopio invertido.

4.3 Avaliacdao de Fluorescéncia por Citometria de Fluxo de Células

Transfectadas com os Plasmideos px458 e pCas

A avaliagao citométrica, foi realizada a partir das células transfectadas com os
mesmos parametros de quantidade de plasmideo e proporgdes de reagente de
transfecgéo utilizados para visualizagdo sob microscopia de fluorescéncia. As células

HEK 293 FT foram transfectadas apenas na concentragdo e proporg¢ao previstas no
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manual do produto de maneira a atestar o funcionamento dos cassetes de expressao
e parametros de citometria.
Resultados representativos obtidos com as analises por citometria de fluxo

estdo resumidos na figura 8.

o Transfecao - All Events Transfecao - P1
250 2
10"
g - Transfecao - P3 9 Transfecao - P2
» A) A) A?) A”)
16" 100 100
<
&40, -
50
3 S = o
10"
°
10° - 0
200 30 10° 0 10 10 10 10° 0 100 0 104 10* 10* 10%
1000 GFP-A DU T 100 104 108 PE-A
FSC-A GFP-A
. Transfeccao - All Events Transfeccao - P1
% @ 2 Transfeccao - P3 Transfeccao - P2
100
- B B: " Bn r‘ Bm
) | . B) ) | )
w 15 LYRAY) €
i ; 3
50
w J v w0 v
./ \
W 2 . o :
of 12,45% | o
o 0w 0 107 10’ 10t 10*
10" 00 0 10 10 10* 10 PE-A
o w 0 0 10 o 10 0 GFP-A
. 00 GFP-A
FSC-A
o Transfeccao - AllEvents
20 Transfeccao - P3 Transfeccao - P2
2

c) ey,

ésa 8w \'\N

’ 0 10¢ 100 100 10 w0 W 10/ 10t 10
: PE-A
w2 0 GFP-A E
000
FSC-A
18F - Transfeccao - All Events
1000 : -
™ P4 Transfeccao - P3 Transfeccao - P4

boo D) Dv) Dn) Dm)

< € €
e 8= 8w
P3
W
0
o #i w0 10 I 100 10 ° - e - pr
boed 10 0 10 10 10° GFP-A PE-A
e GFP-A
T -P1 Transfeccao - P3 Transfeccao - P4
P 00 100
’ »” 1
| E) E”) . EM
1 € g
5
< g © g s
o
&y
P3
v e 10 1o 10 o
o ¢ 0 10 10 10t 10°
7 . GFP-A PE-A
f;‘;) 100 0 10 100 10t 10°
- GFP-A
Transfeccao - P1 Transfeccao - P3 Transfeccao - P4
w4 10 10
’ ] 1
F) F”) F”)
' € =
< L 3§ »
&
P3
“ T e 10! 0" 10 o
E 2 . x ' 10t g U IS 0 10t 10t
o GFP-A PEA
=0 1 0 107 10 104
1000 GFP-A

Figura 8: A) Grafico de dispersdo de tamanho por granulosidade de células HEK293FT nao
transfectadas; A’) Grafico de disperséo de intensidade de fluorescéncia no canal GFP e PE
para células HEK293FT ndo transfectadas; A”) Histograma de numero de células por

intensidade relativa de emissdo no canal GFP; A’’) Histograma de numero de células por
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intensidade relativa de emissdo no canal PE; B) Grafico de dispersdo de tamanho por
granulosidade de células HEK293FT transfectadas com px458; B’) Grafico de dispersao de
intensidade de fluorescéncia no canal GFP e PE para células HEK293FT transfectadas com
px458; B”) Histograma de numero de células por intensidade relativa de emissao no canal
GFP; B”’) Histograma de numero de células por intensidade relativa de emissao no canal PE;
C) Grafico de dispersao de tamanho por granulosidade de células HEK293FT transfectadas
com pCas2; C’) Gréfico de dispersédo de intensidade de fluorescéncia no canal GFP e PE
para células HEK293FT transfectadas com pCas2; C”) Histograma de nimero de células por
intensidade relativa de emiss&o no canal GFP; C’”’) Histograma de numero de células por
intensidade relativa de emissdo no canal PE; D) Grafico de dispersdo de tamanho por
granulosidade de células MDBK nao transfectadas; D’) Gréafico de disperséo de intensidade
de fluorescéncia no canal GFP e PE para células MDBK n&o transfectadas; D”) Histograma
de numero de células por intensidade relativa de emisséo no canal GFP; D’”) Histograma de
numero de células por intensidade relativa de emissao no canal PE; E) Grafico de dispersao
de tamanho por granulosidade de células MDBK transfectadas com px458; E’) Grafico de
dispersao de intensidade de fluorescéncia no canal GFP e PE para células MDBK
transfectadas com px458; E”) Histograma de namero de células por intensidade relativa de
emissdo no canal GFP; E’’) Histograma de numero de células por intensidade relativa de
emissdo no canal PE; F) Grafico de dispersdo de tamanho por granulosidade de células
MDBK transfectadas com pCas2; F’) Grafico de dispersao de intensidade de fluorescéncia no
canal GFP e PE para células MDBK transfectadas com pCas2; F’) Histograma de numero de
células por intensidade relativa de emissdo no canal GFP; F’’) Histograma de numero de

células por intensidade relativa de emiss&o no canal PE;

As células HEK293FT demonstraram fluorescéncia apos transfectadas com
ambos os plasmideos, tendo sido a proporcdo de células emitindo fluorescéncia
comparavel nos grupos transfectados com ambos os plasmideos. As células MDBK
nao apresentaram fluorescéncia em nenhum dos tratamentos empregados, de forma
que as imagens resumidas na figura 6 s&o representativas de todo o experimento. Ao
todo, foram realizados 30 tratamentos diferentes, de acordo com o exposto na tabela

6.

56



4.4 Avaliagao da Fluorescéncia de Células MDBK Transfectadas com os mRNAs

eGFP

As células MDBK foram transfectadas com quatro segmentos de mRNAs da
eGFP como previamente elucidado: 1) mMRNA eGFP; 2) mRNA eGFP-PoliA; 3) mRNA
eGFP-Kozak; 4) mRNA eGFP-Kozak-PoliA. Células transfectadas com os mRNAs
gue passaram pelo passo de poliadenilacdo demonstraram fluorescéncia consistente
com a presenga da proteina eGFP, de acordo com as imagens representativas
dispostas na figura 9. Células transfectadas com o mRNA-Kozak-PoliA demonstraram
fluorescéncia visualmente mais intensa que as transfectadas com mMRNA-PoIIA,

entretanto foi utilizada apenas a avaliagdo subjetiva visual sob microscopia.
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Figura 9: A (contra-coloragdo DAPI-nucleo) e A’) Células MDBK transfectadas com
MRNA eGFP; B (contra-coloragdo DAPI-nucleo) e B’) Células MDBK transfectadas
com mRNA eGFP-Kozak; C (contra-coloragédo DAPI-nucleo) e C’) Células MDBK
transfectadas com mRNA eGFP-PoliA; D (contra-coloragdo DAPI-nucleo) e D’)

Células MDBK transfectadas com mRNA eGFP-Kozak-PoliA;
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4.5 Producado de Linhagem de Células MDBK Expressando Estavelmente a

Proteina Cas9

Apos a transfecgao e repique das células transfectadas para meio contendo
antibiético de selecéao, as placas foram acompanhadas sob microscopio invertido para
o aparecimento de coldnias isoladas. Nas duas semanas seguintes, foram
encontradas 4 colbnias resistentes ao antibidtico, sendo essas colbnias produzidas
por células transfectadas com as seguintes quantidade do plasmideo e proporg¢ao de
FugeneHD para plasmideo px459: 1) 1ug do plasmideo na proporgéo 3:1 (duas
colénias isoladas em pogos diferentes); 2) 0,5ug do plasmideo na proporgéo 6:1; 3)
1ug do plasmideo na proporgédo 6:1. Nao péde ser observada maior propensao a
producdo de coldnias resistentes em nenhum dos tratamentos de transfeccao
realizados. As imagens das colbnias obtidas nesse passo estao dispostas na figura

10.

Figura 10: A e B) Coldnias obtidas a partir de células MDBK transfectadas com 1ug

do plasmideo px459 na proporgédo 3:1; C) Colbnia obtida a partir de células
transfectadas com 0,5ug do plasmideo na proporgéao 6:1; D) Coldnia obtida a partir

de células transfectadas com 1ug do plasmideo na proporgéao 6:1.
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Foram obtidas poucas col6nias em relagdo ao grande numero de células
transfectadas inicialmente. As col6nias produzidas foram repicadas de maneira a
expandir o numero de células e verificar a capacidade replicativa dessas. Foi notado
que, com excegao das celulas da colbénia obtida pela transfeccdo de 1ug do
plasmideo na proporgéo 6:1, todas demonstraram-se senescentes apds a passagem.
De forma que apenas essa linhagem foi utilizada nos experimentos seguintes, tendo
sido denominada MDBK-Cas9. Essas células foram expandidas e congeladas em

nosso banco de células para os experimentos aqui descritos e analises posteriores.

4.6 Amplificacao do alvo da edigao génica por PCR e Analise de Mutagao

O funcionamento da reacédo de PCR para os primers surv 2, surv 3 e surv 4 foi
confirmado através de reacgéo utilizando-se gDNA controle previamente extraido de
fibroblastos primarios bovinos disponiveis no banco de células do laboratério de
reprodugcdo animal. Na figura 11, estdo os geéis das corridas eletroforéticas em

agarose 2% para os produtos gerados nessas reagoes.

Figura 11: A) Corrida eletroforérica em agarose 2% do produto gerado em reagao de PCR
com gDNA controle com o par de primers surv 2, cujo alvo esperado tem 1268bp. Pocos 2 e

3: duplicata da reacéo; B) Corrida eletroforérica em agarose 2% do produto gerado em reagéo
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de PCR com gDNA controle com o par de primers surv 3 e 4, cujos produtos esperados eram
de, respectivamente, 193bp e 176bp. Pocos 2 e 3: duplicata da reagdo com surv 3; pogos 4

e 5: duplicata da reagcdo com surv 4.

Para as analises em embrido, as reacdes de PCR foram feitas a partir do lisado
de embrides conforme descrito. Para a confirmag¢ao do funcionamento da reacgéao
nessas condi¢coes, as reacbes de PCR foram feitas sob as mesmas condi¢cdes
utilizadas para gDNA obtido dos fibroblastos. Com as amostras de embrido, o padréo
da corrida eletroforética permaneceu o mesmo, entretanto com menor rendimento.

O funcionamento do kit de detec¢do de mutacao foi verificado antes que fosse
dado andamento aos experimentos. Para tanto, foram amplificadas amostras
controle disponibilizadas pelo fabricante, que contém diferencas de apenas um par
de base de uma para outra, com a polimerase utilizada em nossos experimentos. Em
seguida, as amostras controle foram tratadas de acordo com o protocolo do
fabricante. Foi realizada a reacdo deteccdo de mutacdo para apenas uma das
amostras, controle negativo, e para a mistura das amostras, controle positivo. Os

resultados est&o dispostos na figura 12.
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Figura 12: Corrida eletroforética em gel de agarose 2% atestando o funcionamento

do kit de detec¢ao de mutagao

A reacgéo controle positivo com o kit de detecgdo de mutacdo que continha
ambas as amostras fornecidas pelo fabricante apresentaram o padrao de clivagem
pela enzima Surveyor previsto pelo manual determinando a presenga de mutagao.
Por outro lado, naquela que continha apenas uma das amostras, controle negativo,
nao foi observada clivagem.

As células MDBK e MDBK-Cas9 foram transfectadas de acordo com os
componentes do sistema CRISPR/Cas9 e proporg¢des resumidas na tabela 9, sendo
as amostras denominadas, conforme na tabela, de D1 a D16 e de R1 a R10.

Todas as amostras tiveram gDNA extraido e o locus de interesse foi
amplificado utilizando o par de primers surv2. gDNA de células MDBK nao
transfectadas foi utilizado como controle negativo para a reagcdo de detecgdo de

mutacdo. O sucesso das reagdoes de PCR foi confirmado por corrida eletroforética
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conforme ilustrado na figura 12, para as amostras de R1 a R10. Todas as outras

amostras também puderam ser amplificadas por PCR utilizando o primer Surv2.

R2 R3I R4 R5 R6E R/Y RE RS R10

W - e e e e e e

Figura 12: Corrida eletroforética em gel de agarose 2% dos produtos de amplificagéo

obtidos por PCR com primer Surv2 da gDNA das amostras de R1 a R10.

Nenhuma das amostras de gDNA obtido a partir de células MDBK
transfectadas com o sistema CRISPR/Cas9 com os componentes apenas na forma
de DNA ou DNA e sgRNAs, amostras D1 a D16, apresentou edi¢gdes génicas
detectaveis pelo método empregado, conforme foi confirmado em corrida

eletroforética, figura 13.
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Figura 13: Corrida eletroforética em gel de agarose 2% dos produtos de amplificagéo
obtidos por PCR com primer Surv2 e tratados posteriormente com o protocolo de
deteccdo de mutagdo. Foram aplicados nos pogos adjacentes as amostras nao-
tratadas com a enzima Surveyor seguidas das tratadas. As amostras foram

denominadas como segue o exemplo: D1: ndo-tratada; D1’: tratada com a enzima

Foi possivel detectar edicdo génica em todas as amostras de gDNA obtidas de
células MDBK e MDBK-Cas9 transfectadas com os componentes do sistema
CRISPR/Cas9 na forma de RNA, conforme confirmado em gel de eletroforese (Figura

14 e 15).
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Figura 14: Corrida eletroforética em gel de agarose 2% para detec¢gao de mutagéo

nas amostras de R1 a R10. Foram aplicados nos po¢os adjacentes as amostras n&o-
tratadas com a enzima Surveyor seguidas das tratadas. As amostras foram
denominadas como segue o exemplo: R1: ndo-tratada; R1’: tratada com a enzima.
*As amostras nao-tratadas com as enzimas foram diluidas em agua, o que alterou o

padréao de migracgao eletroforética.

As células MDBK-Cas9 foram transfectadas com quantidades variadas dos

pares de sgRNAs conforme esclarecido previamente, sendo possivel notar edigao

génica no locus para todas as concentragdes testadas (figura 15).
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R12 R12 R13 ' R13 R14 R14' Ri15 R15' R16

Figura 15: A) Corrida eletroforética em gel de agarose 2% confirmando a presenca
das bandas obtidas pela amplificacdo em PCR com o primer surv2 para as amostras
de R11 a R16, de células MDBK-Cas9, e controle negativo (CN), para o qual foi
utilizado o gDNA de células MDBK nao-transfectadas; B) Corrida eletroforética em gel
de agarose 2% para detecgdo de mutacdo nas amostras de R11 a R16. Foram
aplicados nos pogos adjacentes as amostras nao-tratadas com a enzima Surveyor
seguidas das tratadas. As amostras foram denominadas como segue o exemplo: R11:

nao-tratada; R11’; tratada com a enzima.
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Em resumo, todas as células transfectadas com os componentes do sistema
CRISPR/cas9 na forma de RNA apresentarem alguma propor¢ao de edigdo no locus
de interesse conforme pbéde ser observado pelo ensaio de mutagdes pela enzima

surveyor. Foram observadas clivagens em todas as bandas tratadas dessa forma.

4.7 Avaliagao das taxas de clivagem e blastocistos de embrides injetados com

RNAs do sistema CRISPR/Cas9

Os resultados de clivagem e formagéo de blastocistos n&do serdo mostrados
aqui, em vista de que em nenhum dos experimentos foi possivel a obtencdo de uma
taxa aceitavel de blastocistos, Considerando que a literatura vigente que propde
~30% como uma taxa de producao esperada para producdo in vitro de embrides
bovinos (LONERGAN et al., 2001). Foram realizadas 19 inje¢ées com concentragdes
e proporgdes diferentes dos componentes do sistema CRISPR/Cas9 na forma de
RNA apenas ou DNA e sgRNAs, entretanto, os experimentos sergo refeitos.

Considerando dos problemas quanto a produgao de embrides tanto controle
quando injetados, ndo foi possivel fazer nenhuma correlagdo entre as taxas de

clivagem e producgéo de blastocisto com as solu¢des injetadas.
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5.0 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os protocolos empregados para a produgcdo dos sgRNAs permitiram a
producdo desses oligonucleotideos com o tamanho esperado além de pureza e
quantidade adequadas. A partir das analises in silico, foi possivel que fossem
encontradas sequéncias que puderam ser utilizadas como alvo para sgRNAs nos /oci
de interesse para a promogao da edigdo génica de acordo com o objetivo de interferir
na expressao da proteina BLG.

Os resultados obtidos com as transfecgbes em células MDBK permitiram
observar que a eficiéncia da transfecgao em células bovinas, com os construtos de
DNA por no6s empregados, é baixa, 0 que obstaculou a edigdo génica por essa
abordagem. Foi elucubrado que a baixa deteccdo das proteinas fluorescentes
reportadoras pode ser devida a 1) baixa expressdo dos promotores utilizados
presentes nos construtos (Cbh no px458 e CMV no pCas E2A); 2) a ndo-otimizagao
dos cdédons para a espécie bovina; ou ainda 3) baixa taxa de transfecc¢ao ou alta de
degradagdo dos vetores por sistemas intracelulares (KIM; EBERWINE, 2010). A
expressédo de eGFP regulada pelo promotor CMV em DNA plasmidial em células
eucarioticas foi correlacionada com éxito com dados de citometria de fluxo
(SOBOLESKI, 2004). Entretanto, o sucesso na expressédo da proteina eGFP e da
edicdo génica utilizando-se mRNA da proteina Cas9 leva a inferir que a transfecg¢ao
ocorre nessas células, entretanto, a transcrigdo regulada pelos promotores presentes
nos construtos € ineficiente.

A utilizagdo do mRNA eGFP demonstrou um método simples para a producao
de mRNAs reportadores com a utilizagdo de vetores de expressao contendo o gene

para a proteina reportadora, configurando um protocolo de grande importancia para
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futuros trabalhos que necessitem de confirmagao da transfec¢do ou microinjecao de
RNAs sem a necessidade de importacdo desse oligonucleotideo. Ademais, esses
MRNAs foram essenciais para a determinacdo da capacidade das células modelo
utilizadas serem transfectadas.

Apesar da baixa taxa de expressao dos genes contidos nos plasmideos, foi
possivel a produgéo da linhagem MDBK-Cas9, que apresentou eficiéncia para edigao
génica sem a utilizagdgo do mRNA Cas9 comparavel a das células MDBK
transfectadas com todos os componentes do sistema CRISPR/Cas9. Essa linhagem
de células sera de grande relevancia para futuros testes de sgRNAs que objetivem o
genoma bovino.

Por motivos técnicos, as taxas de producéo de blastocisto, obtidas até entao,
resumidas na tabela 11 foram inconsistentes e muito mais baixas que as previstas na
literatura (LONERGAN et al., 2001). O que pode dever-se as diversas interferéncias
possiveis no processo de producido de embrido, tornando a técnica sensivel a varios
fatores (CAMARGO, L S A, 2006; LONERGAN et al., 2001). Dessa forma, n&o foi
possivel que fosse analisada a interferéncia da microinje¢cdo com os componentes do
sistema CRISPR/Cas9.

Os embrides utilizados para o teste da reacédo de detecgdo de mutagcdes com
a enzima Surveyor nao apresentaram a edigao génica esperada. O observado pode
advir da diminuida viabilidade das estruturas que analisamos, uma vez que, na
maioria dos experimentos, as estruturas ndo chegaram na fase de blastocisto, tendo
apenas havido clivagem. Nesse ambito, € possivel inferir que o millieu intracelular
dessas estruturas ndo fosse propicio para o funcionamento do sistema
CRISPR/Cas9, que é dependente de mecanismos de reparo, que pode estar

prejudicado (LAZZERINI-DENCHI; SFEIR, 2016; SATO et al., 2016).
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Foi possivel que amplificassemos os alvos de edigdo tanto em genomas
controle quanto nos genomas dos embrides contido nos lisados, de maneira que €&
esperado que seja possivel a analise das edi¢cdes génicas adequadamente pelos trés
testes propostos: 1) sequenciamento; 2) ensaio de heteroduplexes com a enzima
surveyor; e 3) SSCP-PCR.

Em vista da escassa literatura reportando a edigdo génica eficiente em
embrides bovinos (BEVACQUA et al., 2016; GAO et al., 2017) e a inexisténcia de um
protocolo otimizado para tanto, os resultados obtidos contribuirdo para o avango do
estado da arte da engenharia genética. Conclui-se que os sgRNAs desenhados
permitem a edicdo génica do locus de interesse e, em ultima instancia, que o emprego
do sistema de edigdo génica em linhagens de células bovinas MDBK pode ser
realizado com a utilizacdo dos RNAs componentes do sistema, demonstrando assim
a otimizagdo de um modelo para edicdo génica em células bovinas. Desse modo,
células MDBK e células MDBK-Cas (modificadas para expressédo da enzima Cas9)
podem ser usadas como modelos em estudos com edicdo do genoma bovina usando
o sistema CRISPR/Cas9. O gene da BLG ja foi editado com sucesso utilizando as
TALENs e NDZs (WEI et al., 2015), de forma que o alvo objetivado nesse trabalho
permitira comparagédo adequada com os outros sistemas de edigdo génica. Destarte,

os resultados obtidos agregardo ao conhecimento disponivel sobre edigdo génica.
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