FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA EM
SAUDE E MEDICINA INVESTIGATIVA

DISSERTACAO DE MESTRADO

PRODUCAO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA O
ESTUDO DE TERAPIAS CELULARES

CRISTINA ARAGAO SILVA

Salvador - Bahia — Brasil
2009



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA EM
SAUDE E MEDICINA INVESTIGATIVA

CRISTINA ARAGAO SILVA

PRODUCAO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA O
ESTUDO DE TERAPIAS CELULARES

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado
em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa, Fiocruz-Ba, como requisito parcial
para obtencédo do grau de mestre.

Orientador: Dr. Ricardo Ribeiro dos Santos

Co-orientadora: Dra. Milena B. P. Soares

Salvador - Bahia — Brasil
2009



“PRODUGCAO DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA

O ESTUDO DE TERAPIAS CELULARES”

CRISTINA ARAGAO SILVA

FOLHA DE APROVACAO

COMISSAO EXAMINADORA

Dr® Maria de Lourdes Farre Valle Dr? Fabienne Petitinga de Paiva



Dedico a meus pais, amigos e orientadores, pelo apoio, incentivo e aprendizado



AGRADECIMENTOS

1. Ao Dr. Ricardo Ribeiro dos Santos, pela orientacdo e oportunidade cedida
para a realizacdo desse trabalho.

2. A Dra Milena Botelho Pereira Soares, pela co-orientacdo nesse trabalho e
pela efetiva participacdo na minha formacao cientifica.

3. Ao coordenador do Biotério da Fiocruz-Ba, Vitor Valério Maffili, pela ajuda
disponibilizada quanto a aquisicdo de animais, materiais, artigos, ideias e
formacéo académica.

4. Ao laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do Instituto do Coragao
(Incor) e sua equipe, em especial Gustavo José Justo da Silva e Renata
Carmona, pelo fornecimento das construgcdes contendo os vetores lentivirais sob
controle de diferentes promotores e, pela disponibilidade em elucidar todas as
duvidas referentes aos procedimentos de producdo desses animais e
genotipagem dos mesmos.

5. Ao Prof. Dr. Charles Babinet (1939-2008), cientista do Instituto Pasteur
pioneiro na transgenia animal, pelo treinamento nos primeiros ensaios desse
trabalho, contribuindo de maneira exponencial para minha pratica.

6. A Dra Genevieve Tavernier, pelo treinamento no que diz respeito a transgenia
de camundongos e microinje¢ao de células em blastoscistos.

7. Aos colegas e amigos do Laboratério de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia e do Biotério da Fiocruz-Ba, pelo companherismo, ajuda e
amizade, em especial Ricardo Santana de Lima, pela ajuda durante os
procedimentos de microinjegao dos zigotos.

8. Aos meus pais, pelo apoio constante, durante todos esses anos,
proporcionado a mim um convivio pacifico, fraternal e definitivamente essencial
para minha formacédo moral e académica.

9. Aos meus amigos, por estarem sempre presentes, me apoiando nas
dificuldades e sorrindo nos momentos de alegria.

10. A Fiocruz-Ba pelo fornecimento da bolsa de estudo durante os anos de 2007
a 2009.



..."enquanto houver alguém com fé, havera
esperancga, enquanto houver a fé atuante,
havera misericordia, enquanto existir o
pulsante que vibre na fé, havera
solidariedade, enquanto hinos forem
cantados em homenagem a fé, havera
alegria, enquanto uma crianga sorrir ou
chorar, mas estiver sob o abrigo da fé,
havera futuro, e ndos confiaremos neste
futuro, porque também temos fé. Eis,
portanto, a forca propulsora da vida
espiritual: a fé, fé-remédio, fé-trabalho, fé-
ideal"

Dr. Bezerra de Menezes



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 09
LISTA DE TABELAS 10
LISTA DE FIGURAS 11
RESUMO 13
ABSTRACT 14
1 INTRODUGAO 15
2 REVISAO DA LITERATURA 19
2.1 DESENVOLVIMENTO DE ANIMAIS TRANSGENICOS 19
2.1.1 Definigado do termo transgénico 19
2.1.2 Historico dos primeiros camundongos transgénicos produzidos 20

2.1.3 Metodologias disponiveis para o desenvolvimento de camundongos

transgénicos 25
2.1.3.1 Adigao génica ou modelo de superexpressao de um gene 26
2.1.3.1.1 Microinjegao pro-nuclear 28
2.1.3.1.2 Vetores virais 32
2.1.3.1.3 Interferéncia por RNA 36
2.1.3.1.4 Transgénese via utilizagdo de transposons 40
2.1.3.1.5 Transferéncia de genes mediada por espermatozoides 41
2.1.3.1.6 Transferéncia de segmentos cromossOmicos 45
2.1.3.1.7 Transferéncia nuclear de células geneticamente modificadas 47

2.1.3.2 Modificagcao genética dirigida 50



2.2 PROTEINA FLUORESCENTE VERDE

2.3 APLICAGCOES DA TRANSGENIA ANIMAL

3 OBJETIVOS

4 JUSTIFICATIVA

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 VETOR LENTIVIRUS

5.2 ANIMAIS UTILIZADOS

5.3 SUPEROVULAGAO

5.4 COLETA DOS ZIGOTOS

5.5 SELECAO E CULTIVO DOS EMBRIOES

5.6 MICROINJEGAO NO ESPACO PERIVITELINO
5.7 TRANSFERENCIA DOS EMBRIOES

5.8 GENOTIPAGEM

5.9 FENOTIPAGEM

5.10 ANALISE ESTATISTICA

6 RESULTADOS

6.1 COLETA E MICROINJEGAO DE EMBRIOES
6.2 GENOTIPAGEM E FENOTIPAGEM DOS FILHOTES
7 DISCUSSAO

8 CONCLUSAO

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

53

54

56

57

58

58

60

61

62

65

67

68

70

72

73

74

74

78

80

84

85



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BACS Bacterial artificial chromossomes

CMV Citomegalovirus

dsRNA Double strand RNA

eCG Gonadotrofina coribnica equina

FSH Hormaonio foliculo estimulante

GFP Green fluorescent protein

hCG Gonadotrofina coridnica humana

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

ICSI Injecdo intracitoplasmatica de espermatozodides

LH Hormaonio luteinizante

LTRs Long terminal repeats

M-MuLV Virus da leucemia murina de moloney

OGM Organismos geneticamente Modificados

RISC RNA induced silencing complex

RNAI RNA interference

SGMT Transferéncia de genes mediada por espermatozdéides
shRNAs Hairpin structures RNA

siRNA Small interfering RNA

SV40 Simian Virus 40

WRE Elemento regulatorio pds transcripcional do virus da hepatite

YACs Yeast artificial chromossomes



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Linhagens de camundongos utilizados no estudo 61
Tabela 2 Resposta das fémeas ao tratamento superovulatério 75
Tabela 3 Numero de estruturas coletadas das fémeas superovuladas em fungao
da linhagem utilizada 75
Tabela 4 Numero de estruturas viaveis apos a microinjegao subzonal 76
Tabela 5 Numero de animais nascidos apds microinjegao subzonal sob controle
de diferentes promotores 78
Tabela 6 Numero de animais genotipados positivos para GFP em fungéo dos
diferentes promotores 79
Tabela 7 Numero de embrides microinjetados em fungdo dos diferentes

promotores 79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Desenho esquematico da microinjegdo pronuclear em embrides de
camundongos 31

Figura 2 Injegdo subzonal de vetores lentivirais para geracdo de animais

transgénicos 35
Figura 3 RNA interference 39
Figura 4 Espermatogénese 43
Figura 5 Anatomia do testiculo e epididimo 43

Figura 6 Injecao intracitoplasmatica de espermatozoide de camundongos em um
oocito na metafase Il 46
Figura 7 Diagrama da clonagem de células somaticas em camundongos 49
Figura 8 Recombinag&o homologa 52

Figura 9 Diagrama do vetor lentiviral FUGW usado pra gerar camundongos

transgénicos sob controle do promotor humano da ubiquitina-C 59
Figura 10 Coleta do oviduto 63
Figura 11 Disposi¢cado das microgotas para coleta dos zigotos 64

Figura 12 Desenho esquematico e fotografia de uma ampola da tuba uterina

contendo os zigotos envoltos nas células do Cummulus oophorus 65
Figura 13 Desnudamento dos zigotos 65
Figura 14 Embrides viaveis 66

Figura 15 Transferéncia dos embrides 69



Figura 16 Diagrama esquematico do processo de produgcdo dos animais
transgénicos efetuado nesse estudo 70
Figura 17 Zigotos da linhagem C57BI/6 duas horas ap6s a microinjecéo
subzonal com vetores lentivirais 74
Figura 18 Revelacdo do gel de agarose a 2% de 9 animais para verificar a

integracdo do GFP no genoma 78



RESUMO
A transferéncia de genes mediada por virus, em especial pelos vetores
lentivirais, € atualmente reconhecida como um eficiente sistema de transmisséo
de genes, resultando em altas taxas de animais fundadores carreando o
transgene. Menos invasiva para os embrides, mais custo-efetivo e tecnicamente
menos exigente, optamos por essa metodologia para gerar camundongos
transgénicos expressando a proteina fluorescente verde em diferentes 6rgéos e
tecidos, para subsequente uso em terapia celular. Sob controle de trés
promotores diferentes, ubiquitina-C, que controla a expressédo da proteina nos
embrides e em todos os tecidos do camundongo adulto, da alfa-miosina
cardiaca, que direciona a expressao no coragao, e da FmTie, que controla a
expressdo apenas em células endoteliais de vasos, os zigotos foram
microinjetados no espago subzonal e transferidos para fémeas pseudogestantes.
Dos 31 animais nascidos, 22 animais (72%) apresentam o transgene integrado
em seu genoma. Entretanto, nenhum deles expressou a proteina fluorescente
verde. Como a insergdo no genoma é aleatéria, o efeito de posigao
frequentemente observado pode afetar a expresséo do transgene e de genes
endogenos, além de interromper estes ultimos — mutagénese insercional —
levando ao chamado silenciamento génico. Desta forma, estudos subsequentes
devem ser efetuados a fim de solucionar essa auséncia de expressido dos
transgenes inseridos no genoma dos camundongos fundadores, viabilizando,
consequentemente, todo o processo de desenvolvimento de camundongos

transgénicos.



ABSTRACT

Gene transfer mediated by viruses, in particular by vectors lentivirais, is now
recognized as an efficient system of gene transmission, resulting in high rates of
founder animals carrying the transgenesis. Less invasive for the embryos, more
cost-effective and technically less demanding, we choose this methodology to
generate transgenic mice expressing the green fluorescent protein in different
organs and tissues for subsequent use in cell therapy. Using three different
promoters as control: ubiquitin-C, which controls the expression of the protein in
embryos and in all tissues of adult mice; the alpha-cardiac myosin, which directs
the expression in the heart, and FmTie, which controls the expression only in
endothelial cells of vessels; the zygotes were microinjected in subzonal space
and transferred to pseudopregnancy females.22 animals (72%) of 31 animals
born, have integrated the transgene in its genome. However, none of them
expressed the green fluorescent protein. How the insertion in the genome is
random, the effect of position usually observed may affect the expression of the
transgene and of the endogenous genes, stopping them - insertional
mutagenesis - leading to genic silencing.

Subsequent studies should be done to solve this lack of expression of the
transgenesis inserted into the genome of founder mice, enabling the whole

process of development of transgenic mice.



1. INTRODUGAO

Desde os primérdios, a ciéncia biolégica busca entender como
funcionam os seres vivos, quer sejam organismos dotados de uma maquinaria
celular mais simples, como as bactérias, bem como seres mais complexos,
como os mamiferos. Para compreender a fungdo de determinado 6rgao ou
tecido, a metodologia cientifica utilizada na época consistia em remover ou
inativar um 6rgao ou tecido objeto de analise em animais e, verificar as
modificagdes que poderiam ser evidenciadas no organismo em questdo como
decorréncia dessa pratica (OLIVEIRA DOS SANTOS, 1999).

A descoberta de que a molécula de DNA (acido desoxirribonucléico)
contida nas células era responsavel pelo armazenamento da informacéao
genética, permitindo durante o processo de replicagdo celular a sua
transmissao a progénie, revolucionou as ciéncias biomédicas, especialmente
no entendimento de como os genes podem controlar o desenvolvimento dos
seres vivos (PEREIRA, 1998).

A informacao genética que o DNA contém é expressa indiretamente
através de outras moléculas: o DNA direciona a sintese de RNAs especificos e
moléculas de proteinas, as quais por sua vez delimitam as propriedades fisicas
e quimicas de uma célula (ALBERTS et al., 1994). A leitura das sequiéncias das
bases nitrogenadas ligadas as moléculas de acucar e fosfato encadeando duas
longas fitas dispostas em um formato helicoidal especifica a sequéncia de
aminodacidos e, por conseguinte, das proteinas por ela codificadas. Assim, a
sequéncia de nucleotideos de um gene determina a sequéncia de aminoacidos

de uma proteina.
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A partir de tal descoberta, o progresso cientifico nas ciéncias
biomédicas se deu em torno dos estudos da fungdo e regulagcdo génica, em
detrimento do seu foco inicial de estudo (6rgéos, tecidos e células). Entretanto,
compreender a funcdo de uma proteina € uma tarefa extremamente complexa
e laboriosa. Uma estratégia seria induzir uma alteracdo em uma base ou um
cédon de um gene, o que consequentemente ira alterar a proteina equivalente,
possibilitando gerar animais geneticamente modificados para o estudo dos
possiveis efeitos dessas alteragdes (auséncia ou disfungdo de uma proteina,
por exemplo) sobre os parametros fisiolégicos do organismo.

Esse processo metodologico de introduzir intencionalmente no
genoma de um animal uma sequéncia de DNA exdgeno efetuada por técnicas
de DNA recombinante, a qual ira conferir ao animal uma nova caracteristica
hereditaria, constitui a transgenia animal. O maquinario celular responsavel
pelo processo de codificagdo genética do DNA em proteinas é similar em todos
0S organismos vivos, 0 que possibilita criar um organismo transgénico em
laboratério que possua genes de outras espécies (PESQUERO et al., 2007).

Desde o comego da utilizagdo da tecnologia de transgénese, o
camundongo vem emergindo como uma importante escolha de um sistema in
vivo para estudos biomédicos. Caracteristicas inerentes a espécie como,
pequeno porte, facil manipulacdo e manutengdo, curto ciclo reprodutivo
(SANTOS, 2002), além da disponibilidade da sequéncia completa do seu
genoma e sua grande similaridade com o homem (GREGORY et al., 2002),
fazem do camundongo o animal de laboratério de escolha para a manipulagao

genética.
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A necessidade crescente de se obter modelos genéticos modificados
para o estudo e resolucédo de problemas cientificos cada vez mais especificos,
convergiu para o desenvolvimento potencial de técnicas de transgénese animal
que possibilitem a expansdo na produgdao e desenvolvimento de novos
modelos animais. Existem varios métodos disponiveis para a geragao de um
animal transgénico e, o método a ser empregado depende do tipo de
modificagdo genética que se deseja realizar: introdugdo, modificagdo ou
inativacdo de um gene.

Na adigado génica e/ou superexpressao de genes, é inserido no genoma
do animal uma ou varias cépias de um gene de interesse, exdgeno e/ou
endoégeno, de forma aleatéria. Ha varias técnicas sendo utilizadas para o
desenvolvimento de animais transgénicos por adicdo génica, dentre elas a
microinjegdo pronuclear de embrides (GORDON, 1998), a transferéncia de
DNA mediada por espermatozoide (HAMRA et al., 2002), o uso de transposons
(GEURTS et al., 2006), a infecgao dos zigotos por vetores lentivirais (LOIS et
al., 2002) e a agregagdo ou injecao de células-tronco embrionarias
geneticamente modificadas (NAGY & VINTERSTEN, 2006), além da
transferéncia nuclear de células geneticamente modificadas (LEE et al, 2005) e
de segmentos de cromossomos - cromossomos artificiais (MOREIRA et al.,
2007).

Diferentemente da adicdo génica, a modificacdo genética dirigida
permite produzir animais com alteracdes especificas e controladas no genoma,
mediante modificagao in vitro de células-tronco embrionarias, por um processo
denominado recombinagdo homodloga. Tal metodologia gera modelos knockout

(inativagao de um gene enddgeno) ou mesmo modelos denominados knockin
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(o gene endogeno é retirado do genoma e substituido por outro com uma
pequena modificagao).

Diferentes graus de sucessos sao obtidos com cada uma dessas
metodologias e, diante do amplo horizonte que essa ferramenta biotecnolégica
proporciona, sua aplicabilidade em varios campos das ciéncias biomédicas,
incluindo na medicina regenerativa, implica em grandes avangos nessa area.

A medula 6ssea possui células-tronco pluripotentes que, em resposta a
agressbes teciduais, migram pelo sangue periférico em destino ao tecido
lesado, diferenciando-se e proliferando-se em células com capacidade
funcional normal (ORLIC et al.,, 2002). Sob este contexto, para a melhor
compreensao dos mecanismos de recrutamento e diferenciagcao dessas células
em modelos experimentais sujeitos a doencas degenerativas, o0
desenvolvimento de animais transgénicos expressando um marcador constitui
uma importante ferramenta para terapia celular regenerativa (KISSEBERTH et
al., 1999).

Experimentos que envolvem o transplante de células e tecidos
requerem, consequentemente, métodos para identificar subpopulagdes in vivo
que podem nao ser distinguidos por critérios morfologicos (ROSSANT&
SPENCE, 1998). Desta forma, a manipulacao genética dos camundongos
visando expressar uma proteina marcadora facilitaria o estudo dos
mecanismos de migragcdo e diferenciagdo das células-tronco em tecidos

lesados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO DE ANIMAIS TRANSGENICOS

2.1.1 Definigao do termo transgénico

Motivos de grandes debates éticos, culturais e cientificos nos ultimos
anos, os termos “transgénico” e “organismo geneticamente modificado”
referem-se, respectivamente, a organismos em cujo genoma foi inserido,
deletado ou mutado artificialmente uma sequéncia de DNA (RICHARDSON et
al., 1997), ou que seu patriménio genético tenha sido submetido a qualquer
alteragao planejada e efetuada pelo homem (RUMPF, 2005).

A Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca, segundo a Lei n°
8.974, define os organismos geneticamente modificados (OGM) como
organismos cujo material genético (DNA/RNA) tenha sido modificado por
qualquer técnica de engenharia genética. Em outras palavras, o organismo cujo
genoma foi artificialmente manipulado pela introdu¢édo, modificagdo ou delegao
de um gene qualquer e, cuja modificacdo alterou as células somaticas e
germinativas de tal forma que essa modificacdo € transmitida aos seus
descendentes, constitui um organismo transgénico (FUKAMIZU, 1993).

De maneira homodloga, o termo transgénico, abrange diferentes tipos
de modelos animais: o transgénico por adicdo ou modelo de superexpressao
de um gene, no qual varias copias de um gene enddgeno ou de outra espécie

sdo adicionados ao genoma de forma aleatéria e, os modelos knockout e
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knockin, cujo gene enddégeno é inativado ou previamente modificado e

substituido no genoma, respectivamente (BAPTISTA et al., 2008).

2.1.2 Historico dos primeiros camundongos transgénicos produzidos

Modelos de camundongos para doengas humanas tém sido usados,
por longas décadas, para explorar a base genética do inicio e progressao de
uma doenga (COOK et al., 2006). Os unicos modelos animais disponiveis antes
do aparecimento das técnicas de biologia molecular para a analise da
regulacédo e fungdo dos genes, bem como para o entendimento dos sistemas
biologicos dos mamiferos, eram os mutantes espontaneos. A partir de um
fendtipo patolégico ou anormal diferente do animal convencional, surgiam as
suspeitas na identificagdo do gene responsavel por aquela alteragdo (PROLLA
et al., 1998).

Com o surgimento das técnicas de biologia molecular e da engenharia
genética, tornou-se possivel manipular o DNA com o objetivo de alterar o
genoma de forma controlada. Sob este contexto, as metodologias existentes
para produzir modelos transgénicos, representam uma excelente ferramenta
biotecnolégica tanto para fins comerciais, como para a pesquisa basica e
clinica (BAPTISTA et al., 2008).

O grande obstaculo na época era obter mutacdes especificas em
células sexuais (gametas) de um animal vivo, pois € necessaria a transmissao
dessas alteragdes a prole. Uma vez que um embrido de camundongo

desenvolve-se a partir da fecundagao de um évulo com um espermatozéide, na
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ampola da tuba uterina da fémea e, as sucessivas divisdes celulares resultam
em uma estrutura denominada blastocisto (KISPERT & GOSSLER, 2004),
Richard L. Gardner, em 1968, isolou células de um embrido de camundongo e
as injetou em blastocistos de outro camundongo. Com a inovulagdo em fémeas
pseudoprenhas, estes geraram camundongos quiméricos com células vindas
dos dois embrides, demonstrando que a manipulacao in vitro dos embrides era
uma pratica necessaria para o éxito da transgenia.

A manipulacdo de moléculas de DNA e RNA recombinantes esta longe
de ser uma novidade. Cohen e colaboradores conseguiram, na década de 70,
construir um plasmideo biologicamente funcional que, quando inserido na
bactéria Escherichia coli, modificaram-na geneticamente (COHEN et al., 1973).
Na mesma década foi desenvolvido um novo método em que a informacgao
genética contida no DNA do SV40 (Simian Virus 40) poderia ser inserida de
forma estavel e hereditariamente no genoma de varias células de mamiferos
(JACKSON et al., 1972).

Em 1974, Rudolf Jaenisch e Beatriz Mintz, apds injetarem o virus
SV40 na cavidade blastocistica de embrides de camundongos, detectaram o
material viral exégeno em diversos tecidos dos camundongos gerados.
Todavia, ndo foi observada a integracdo do gene exdgeno as células
germinativas, pois nao se verificou a transmissédo aos seus descendentes.

Posteriormente, ao infectarem embrides de camundongos com
retrovirus da leucemia murina de moloney (M-MuLV), Jaenisch e
colaboradores, em 1975, verificaram a integragdo do DNA exdgeno nas células
germinativas, o que foi verificado com a transmissdo dessa alteragdo genética

aos seus descendentes (JAENISCH, 1976). Entretanto, apesar desses
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avancgos, ainda era um desafio introduzir em animais um gene especifico, em
detrimento de uma sequéncia viral sem fungao.

Estudos posteriores possibilitaram contornar esse desafio, mediante a
introdugdo da técnica de microinjegdo pronuclear em embrides recém
fertilizados, usando uma construgao viral, gerando camundongos transgénicos
(GORDON et al., 1980). Entretanto, n&o foi observada a transmissao dessa
alteragdo aos seus descendentes. Esse método é tao eficiente que continua
sendo utilizado por muitos pesquisadores.

Subsequentemente, diversos grupos desenvolveram camundongos
contendo transgenes funcionais, expressando naturalmente as proteinas por
ele induzidas em células especificas. Sob esse contexto, Palminter e
colaboradores caracterizam em 1982, a primeira linhagem de camundongos
transgénicos produzidos pela técnica de microinjegdo pronuclear. Nesse
estudo, eles construiram um transgene contendo o promotor do gene da
metalotioneina |, fusionado ao gene estrutural do horménio do crescimento de
ratos que foram microinjetados em pronucleos de embrides de camundongos e
transferidos para fémeas pseudoprenhas. Dos vinte e um camundongos
nascidos, sete carreavam o transgene e destes, seis cresceram significamente,
atingindo um tamanho duas vezes maior que os irmaos n&o transgénicos.

A medida que eram desenvolvidos os primeiros animais provenientes
da transgenia, uma outra descoberta marcou essa época. Em 1981, Evans e
Kaufman isolaram células-tronco embrionarias, células capazes de gerar
qualquer tipo de tecido de um embrido e, em 1986, Glossler e colaboradores

conseguiram transmitir a animais quiméricos as mutacdes aleatdrias induzidas

22



no periodo de cultura, quando microinjetadas em blastocistos, provando que
tais células eram capazes de gerar um individuo completo.

Entretanto, o ideal seria a mutagénese induzida e especifica de um so6
gene. Em 1987, Thomas e Capecchi conseguiram gerar mutagdes sitio-
especificas em células-tronco embrionarias, por um processo denominado
recombinagcdo homdloga, onde um gene especifico poderia ser modificado ou
mesmo inativado em cultura. Essa descoberta partiu de um estudo sobre a
integracdo de transgenes ao genoma de células de mamiferos mantidas em
cultura. Ao injetar copias de um mesmo vetor transgene no nucleo das células
embrionarias, grande parte delas eram ligadas entre si, em cadeia, com as
sequéncia de base na mesma orientagdo. Portanto, as células possuiam de um
mecanismo para organizar mais de uma copia desse vetor, em uma
determinada ordem, antes de sua integracao aleatéria.

A recombinagdo homéloga demonstrou entdo que poderia ser utilizada
para induzir mutacoes especificas em células tronco embrionarias em cultura e,
possibilitou, em 1989, a obtencdo dos primeiros modelos knock out de
camundongos por Schwartzberg e colaboradores, confirmando a premissa de
que era viavel a transmissdo de uma mutacdo introduzida em gene para
células germinativas por recombinacdo homdéloga.

Por conseguinte em 1998, Shastry produziu os primeiros modelos
knock in utilizando a mesma premissa, na qual um gene de interesse é
modificado em células tronco embrionarias em cultura e, ulteriormente
integrado no genoma de camundongos.

Orban e colaboradores desenvolveram um método de modificar

especificamente o genoma de mamiferos in vivo, os chamados knock out
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condicional. A técnica fundamenta-se no uso de um Sistema de Recombinacgao
CRE/IoxP, a qual permite eliminar um gene endégeno ou um transgene, assim
como ativar um transgene inserido no genoma de forma controlada, isto é, em
um tecido ou estagio de desenvolvimento especifico.

Os avangos biotecnoldgicos nas técnicas de manipulagdo genética
sucederam-se de forma exponencial nos ultimos anos. Atualmente é possivel
verificar uma enorme variedade de organismos cujo genoma foi
intencionalmente modificado. Fungos (ANAGNOSTAKIS et al., 1998), bactérias
(CIABATTINI, 1998), vermes (ZHANG et al., 2008), plantas (DAI et al. 2008), e
animais (POPOVA, et al.,, 2004). Dentre estes, o camundongo é o mais
utilizado em pesquisas, por apresentar vantagens que Ihe sao favoraveis a sua
manipulagéo laboratorial e manutengcdo em biotérios em condi¢des altamente
controladas (COX & BROWN, 2003). Além disso, € uma das poucas espécies
de mamiferos, cuja manutencao de células tronco indiferenciadas em cultura é
viavel, possibilitando a retirada de genes por recombinagdo homodloga e

geragao de modelos ja citados.
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2.1.3 Metodologias disponiveis para o desenvolvimento de camundongos

transgéncicos

Mamiferos transgénicos tém sido produzidos com muito sucesso,
entretanto a eficiéncia de sua producdo é extremamente variavel entre as
espécies. Caracteristicas inerentes ao tipo de DNA microinjetado, ou o
procedimento técnico empregado em cada laboratério, assim como as
caracteristicas reprodutivas das espécies envolvidas, influenciam nessa
inconstancia de resultados entre as espécies (HIARABAYASHI et al., 2001).

Por conseguinte, a grande maioria das publicagbes envolvendo
animais transgénicos utiliza como modelo animal os camundongos, havendo
apenas poucas aplicagdes dessa biotecnologia em animais de fazenda. Isso se
deve ao alto custo envolvido e, as dificuldades técnicas associadas com a sua
aplicacao nessas espécies (WALL, 1996).

Para se obter um animal transgénico € necessario primeiramente
identificar e isolar o gene de interesse mediante processos metodologicos de
clonagem génica. Posteriormente, € imprescindivel construir o transgene,
selecionando elementos regulatérios, como os promotores (elemento
regulatério que direciona a expressdao do gene para determinado tecido) e
‘enhancer” (elemento regulatério que aumenta a expressao de um gene)
(RICHARDSON et al., 1997). O passo seguinte para desenvolver um modelo
transgénico é, a depender do tipo de modificagdo a ser efetuada (introducéo,
inativagdo ou modificagdo de um gene), a utilizagdo, por exemplo, de vetores,

elementos que ativem e reprimam a expressédo de um transgene no organismo.

25



2.1.3.1 Adicdo génica ou modelo de superexpressdo de um gene

Por definicdo, entende-se por adigdo génica a metodologia de gerar
animais geneticamente modificados onde varias copias de um gene (endbégeno
ou de outra espécie) sao adicionadas em seu genoma. Também denominado
de modelo de superexpressao de um gene, a consequéncia geralmente vista é
o aumento da produgao da proteina codificada pelo transgene.

Uma caracteristica desse tipo de metodologia € que a inser¢cdo do
transgene no genoma do animal se da de forma aleatdria. Isso implica em
consequéncias que podem ser danosas ao organismo. Por exemplo, como o
local de insercdo onde o gene € integrado é incerto, o mesmo pode se inserir
em uma regidao cromossOmica que dificulte ou inviabilize sua expressao, bem
como provocar a inativagdo de um gene essencial ao desenvolvimento
embrionario, com consequente morte prematura do animal.

Por conseguinte, devido a esse efeito aleatério de insergdo, o fendtipo
que o animal transgénico venha a apresentar pode ser independente do
transgene, isto é, ndo foi devido a uma caracteristica do gene inserido, e sim
ao local no qual esse gene se integrou (efeito ndo intencional da transgenia).
Além disso, o numero de cépias do transgene ndo pode ser controlado, bem
como seu nivel de expressao. Esta caracteristica pode ser valiosa no estudo da
funcao de genes, pois a integragdo aleatéria gera mutacdes insercionais que
podem gerar efeitos fenotipicos de grande interesse. Aliado a isso, € possivel
caracterizar molecularmente o gene mutado e determinar sua fungcdo no

desenvolvimento, o que nao é possivel nas mutacdes espontaneas.
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Ha fatores que afetam a eficiéncia da frequéncia de integracdo e/ou
estrutura da sequéncia de DNA integrado ao genoma. Deve-se considerar a
influencia do numero de moléculas de DNA injetadas, a forma e o tamanho do
DNA (a forma linear facilita a integragéo, em detrimento da circular), o tampao
de injecdo (auséncia de particulas, pH = 7,4, por exemplo), métodos de
purificacdo da amostra do DNA, o método de isolamento do vetor, quando
utilizado (vetor procarioto pode inibir a expressao génica), o sitio de injecao,
além das condi¢des do laboratério, qualidade sanitaria e genética dos animais
utilizados, habilidade técnica, equipamentos e condicbes da cultura dos
embrides (RICHARD et al., 1997).

E comum que o locus de integracdo do transgene contenha mdltiplas
copias do transgene e, geralmente, das centenas de cdpias microinjetadas,
algumas se tornam incorporadas no genoma em uma unica localizagdo no
cromossomo. Se a integragcdo ocorrer no estagio de uma célula, todas as
células do feto e placenta devem conter o transgene. Entretanto, se a
integracdo ocorrer posterior ao inicio das clivagens, os blastocistos serdao
mosaicos e o transgene podera ser encontrado no feto ou somente na
placenta, ou em ambos (BRINSTER et al., 1985).

Devido a sua simplicidade e eficiéncia, esse tipo de metodologia é
amplamente difundido na area biotecnoldgica. Existem atualmente diversas
técnicas para se produzir animais transgénicos por adicdo de segmentos de

DNA ao genoma, as quais seréo descritas a seqguir.
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2.1.3.1.1 Microinjecéo pré-nuclear

Microinjegdo pro-nuclear é a mais popular e reprodutiva metodologia
para introduzir DNA em embrides visando a produc¢ao de animais de laboratério
e domésticos transgénicos (BEHBOODI et al., 1993). Essa técnica foi o marco
inicial na introdugcdo de material genético em células da linhagem germinativa
(GORDON, 1998), e frequentemente causa a expressao dos genes doadores
com elevada eficiéncia (BRINSTER et al., 1981). Entretanto, a sua
aplicabilidade em animais de fazenda é limitada pela dificuldade de se obter um
grande numero de zigotos para microinjecdo, pela baixa eficiéncia de
integracdo no genoma embrionario e alto custo envolvido em manter um nao-
transgénico descendente a termo (BEHBOODI et al., 1993).

As principais limitagbes dessa técnica sdo a baixa sobrevivéncia dos
embrides e a baixa eficiéncia de integracdo do transgene. Em animais
domésticos, aproximadamente 1% ou menos dos zigotos injetados resultam em
nascimento de descendente transgénico (CHAN, 1999). Em camundongos, a
taxa de eficiéncia é algumas vezes superior, alcangando 20 a 30% de nascidos
e, 3 a 5% dos zigotos microinjetados (WALL, 2001). Esse cenario pode ser
resultado de alguns fatores que influenciam direta ou indiretamente a eficiéncia
de producdo dos animais, tais como a linhagem e a idade dos animais
utilizados, o protocolo de superovulagdo e a qualidade dos zigotos coletados, o
metodo usado para preparo do DNA, a hora da microinjecdo pro-nuclear, a
concentracédo do DNA microinjetado e a destreza e experiéncia na manipulagéo

dos embrides (NOTTLE et al., 2001).
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Por exemplo, em ratos, apesar da similaridade fisiolégica e reprodutiva
com os camundongos, os mesmos apresentam algumas peculiaridades quanto
a aplicacdo dessa tecnologia. Primeiramente verifica-se uma elevada
propor¢gdo de zigotos nao fertilizados ou degenerados em resposta ao
tratamento superovulatério, com elevada variagdo quanto ao numero de zigotos
isolados entre ratas, individualmente. Verifica-se também uma alta flexibilidade
e viscosidade da membrana citoplasmatica e pro-nuclear, o que resulta em
uma grande percentagem de zigotos que degeneram imediatamente posterior a
injecao (POPOVA et al., 2004).

Uma fémea sexualmente madura apresenta em seu ovario odcitos
primarios interrompidos na profase da primeira divisdo meidtica. Sob
influéncias hormonais da puberdade, o odécito primario completa sua primeira
divisdo meidtica, tornando-se ovdcitos secundarios, com a formacido do
primeiro corpo polar. Ocorrendo a ovulagao, o nucleo do ovdcito secundario
inicia a segunda divisdo meidtica, que progride até a metafase, quando esta é
interrompida. Se, o mesmo for fertilizado por um espermatozoide, a segunda
divisdo meidtica é completada, com a formagéo do segundo corpo polar. Todos
0S corpos polares degeneram e o resultado € um zigoto maduro, contendo dois
pré-nucleos, um masculino e outro feminino, que sdo os nucleos materno e
paterno originarios, respectivamente, do évulo e do espermatozédide. Antes que
essas estruturas embrionarias se unam para formar um Unico nucleo, que
facilita a integracdo do novo DNA no genoma, a microinjecao do transgene é
efetuada em um desses pré-nucleos (geralmente no masculino, devido ao seu
maior tamanho) e espera-se, portanto, que haja a integragdo da nova

sequUéncia introduzida.
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Uma vez microinjetados, os embrides sao transferidos para o oviduto
de uma fémea pseudoprenha previamente sincronizada para estar em
condigbes fisio-reprodutivas de levar a termo os zigotos nela inovulados.
Conforme dito, somente alguns animais nascidos possuirdo o transgene
integrado em seus cromossomos, de forma aleatdria, de forma que todas as
células do animal serdo geneticamente modificadas, inclusive as germinativas.
Uma vez detectada a presencga do transgene no genoma dos animais nascidos,
mediante a genotipagem dos mesmos, esse animal é dito fundador de uma
linhagem transgénica, diferindo de outro fundador em funcdo o local de
integracdo e ao numero de copias do gene exdgeno no genoma (PESQUERO
et al, 2008).

A figura 1 mostra um desenho esquematico desse tipo de metodologia.
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Figura 1: Desenho esquematico da microinje¢ao pré-nuclear em embrides
de camundongo. Apds ser submetida ao processo superovulatério, mediante
aplicacdo de gonadotrofina coridnica equina (eCG) e da gonadotrofina
coribnica humana (hCG) em intervalos de 48 horas, as fémeas sédo acasalados
na propor¢cao de 1:1, com machos na mesma linhagem, a fim de se obter um
grande numero de zigotos. Na manha seguinte, os zigotos s&o coletados,
mediante eutanasia das fémeas, que apresentam tampao vaginal (resultado da
secregao seminal do macho em contato com a mucosa vaginal da fémea).
Esses zigotos sdo selecionados quanto a viabilidade embrionaria e, algumas
horas apo6s o periodo de cultivo in vitro, os embrides sdo microinjetados no pro-
nucleo com o transgene. Os embrides sobreviventes a esse procedimento sao
selecionados e transferidos para o oviduto de fémeas pseudoprenhas, que
foram submetidas ao mesmo procedimento superovulatério e mantidas com
machos vasectomizados para estarem fisiologicamente preparadas para levar
a termo tais embrides inovulados. Apos 21 dias de gestacéo e 21 dias de
desmame, esses animais serdao genotipados para confirmar a presenga do
transgene integrado no genoma, e fenotipados a fim de verificar se o referido
gene exogeno esta sendo expresso no animal.

Fonte: RICHARDSON e colaboradores, 1997
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2.1.3.1.2 Vetores virais

ApOs o trabalho pioneiro de Jaenish e Mintiz, em 1974, com a producao
de um camundongo saudavel carreando cépias de DNA viral do SV40 e, a
subsequente confirmagdo de que as células da linhagem germinativa
expressavam material viral proveniente do virus da leucemia Moloney (MLV)
por Jaenish e colaboradores em 1976, sucedeu-se de forma exponencial o
desenvolvimento de métodos de transgénese mediada por vetores virais,
usando virus recombinantes para carrear genes.

A transferéncia de genes mediada por virus envolve diferentes tipos
vetores, sendo que os mais utilizados compreendem os adenovirus, 0s
retrovirus e, os lentivirus. Os adenovirus sao virus DNA pertencentes a familia
Adenoviridae e, infectam células em divisdo celular ou ndo. Sua grande
limitagdo € que eles ndo sdo capazes de integrar seu material genético no
cromossomo da célula infectada e, sua expresséo ndo dura por muito tempo.

Os retrovirus pertencem a familia Retroviridae, familia esta
caracterizada por possuir como material genético o acido ribonucléico (RNA).
Como ndo possuem DNA, os virus dessa familia invadem as células por
retrotranscricdo, ou transcri¢cao reversa (formagdo de uma molécula de DNA a
partir de um RNA, pela enzima transcriptase reversa).

Existem dois tipos de vetores da familia Retroviridae que tém sido
utilizados para gerar animais transgénicos, os vetores derivados do genoma de
prototipos retrovirus (por exemplo, o MLV) e os vetores derivados do material
genético de lentivirus, caracterizados por possuirem um genoma mais
complexo e por carrearem no minimo trés genes adicionais (DESROSIERS,

2001).
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Anterior a descoberta dos lentivirus como vetores de genes na
transgenia, os prototipos de retrovirus eram utilizados com muito sucesso na
época. Entretanto, a transferéncia de gene mediada por retrovirus apresenta
algumas limitagbes. Primeiramente, diz respeito a pequena quantidade de
informagéo genética (<10 kb) que os mesmos podem transportar, uma vez que
ha uma limitagdo fisica quanto ao volume das particulas virais. Isto é
observado na pratica, pois longas sequéncia regulatorias estdo sendo
utilizadas com frequéncia por pesquisadores para melhorar a variavel
expressao dos transgenes (WALL, 2002). LTRs (“long terminal repeats”) virais
tém sido utilizados como controle dos transgenes em vetores retrovirais para
possibilitar a redugcdo do comprimento das seqUéncia dos mesmos. Essa
estratégia apresenta alguns inconvenientes observados por alguns autores, tais
como a redugdo da transcricdo do transgene, ser responsavel pela
hipermetilagdo dos mesmos e interferir, consequentemente, nos promotores
dos mamiferos por suprimir ou direcionar de forma errada a expressao de um
gene hospedeiro (ROBL et al, 2007).

Uma diferenga substancial entre os protétipos retrovirus e os lentivirus,
gquando utilizados como vetores na transgénese, € que os lentivirus podem
modificar uma larga escala de tipos celulares e integrar no genoma do
hospedeiro em células em divisdo ou em estagios pos mitoticos, resultando em
uma expressao longa do transgene in vivo e in vitro (TISCORNIA et al., 2006),
em contraste com os protétipos retrovirais, que sdo dependentes do ciclo
celular da célula, com transferéncia génica ocorrendo somente nas células
hospedeiras quando as mesmas estao se replicando no momento da infeccao

(MILLER et al., 1990). Por exemplo, os neurdnios sdo muito resistentes a
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infeccao e transducgao viral por retrovirus, uma vez que estes requerem células
que estejam em ativa divisdo para infectar.

Por conseguinte, ha riscos envolvidos com a utilizacdo dos vetores
lentivirais para transferir genes. Verifica-se que durante a integragdo do virus
no genoma da célula hospedeira, ha um elevado risco de ocorrer mutagdes em
genes enddgenos e, uma baixa tendéncia de ativar oncogenes, com o
consequente desenvolvimento de cancer.

Um parametro que requer muita atencdo, é a prevengdo de uma
disseminacdo nao controlada do vetor sendo, necessario, tomar algumas
precaucdes durante o processo inicial de preparo, a fim de otimizar esse vetor
para terapia génica (HOUDEBINE, 2002).

Por oferecer versatilidade em infectar um largo espectro de células
hospedeiras e integrar seu genoma em diferentes ciclos celulares (IKAWA et al,
2003), a transgénese por lentivirus se tornou um eficiente método para gerar
animais modificados geneticamente. Um vetor lentivirus contém o vetor
carreando o transgene de interesse e plasmideos carreando proteinas virais
requeridas no processo, além de elementos que aumentam a expressao dos
transgenes (“enhancers”). Além disso, para reduzir o efeito dos LTRs virais,
algumas sequéncia deste (‘enhancer” e sequéncia promotoras) tém sido
deletadas e substituidas por sequéncia promotoras ubiquas, ou por promotores
tecido-especificos (MIYOSHI et al, 1998).

Além de conter os genes gag, pol e env (que codificam proteinas
estruturais), enzimas virais e um envelope glicoproteico, caracteristicas estas
comuns a familia Retroviridae, os lentivirus, quando comparados com os

retrovirus, possuem trés genes adicionais, tdo como tat e ver, que contribuem
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consideravelmente para um ciclo de vida mais complexo dos mesmos
(PFEIFER, 2004). Uma vez o virus dentro da célula hospedeira ocorre a
transcricdo reversa do seu material genético de RNA para DNA e consequente
integracdo no genoma hospedeiro. Isso é de extrema importancia para
possibilitar a transmissao da infecgdo do provirus integrado no genoma do
hospedeiro aos seus descendentes (MILLER, 1990).

A zona pelucida do zigoto constitui uma barreira fisica para a infecgéao
lentiviral. No entanto, é possivel remové-la, assim como injetar particulas virais
dentro do espaco perivitelino, também denominada de injecdo subzonal
(SINGER, et al., 2006), conforme demonstrado na figura 2. A injecao subzonal
€ menos lesiva a membrana celular do embrido que a microinjecédo pro-nuclear
e, tomando em conta somente os animas nascidos, a transgénese lentiviral € 4
vezes mais eficiente (WALL, 1996). Além disso, vetores lentivirais podem ser
utilizados para transferir genes em células-tronco embrionarias (HAMAGUCHI

et al., 2000).

Zigoto
o @ Vetor lentiviral

Espaco periviteline
ou subzonal

Figura 2: Injecdo subzonal de vetores lentivirais para geragao de animais
transgénicos. As particulas virais sdo depositadas entre a zona pelucida e a
membrana citoplasmatica dos zigotos.

Fonte: PFEIFER, 2004
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Baseados em um método modificado de injecdo no espaco perivitelino,
Ritchie e colaboradores, em 2007, demonstraram que através de repetidas
injecbes de preparagdes com baixo titulo de vetores lentivirais pode-se obter
23% dos embrides carreando o transgene, especialmente quando comparado
com 1% dos mesmos, provenientes de uma unica microinjegao.

Portanto, a utilizagdo de vetores lentivirais constitui uma promissora
ferramenta para produgcdo de linhagens transgénicas em diferentes espécies

animais.

2.1.3.1.3 Interferéncia por RNA

A interferéncia por RNA (RNAI) é uma técnica recente e extremamente
promissora que engloba uma série de processos nucleares e citoplasmaticos,
possibilitando um especifico silenciamento pds-transcripcional de genes alvo
(ZERBINI et al., 2005).

Esse fenbmeno foi primeiramente observado em plantas no final da
década de 1980. Entretanto, foi na década de 1990, em um trabalho com o
nematddeo Caenorhabditis elegans, que foi demonstrado o mecanismo de
silenciamento genético (FIRE et al., 1998).

Em linhas gerais, o RNAI utiliza uma molécula de RNA fita dupla
(dsRNA - double strand RNA) que, quando ativado na célula, se liga a
sequéncia complementar de nucleotideos existente no RNA mensageiro,
causando a sua destruicdo e suprimindo, desta forma, a transcricdo génica. E
um mecanismo de regulacdo da prépria célula, com promissores beneficios

para a terapia génica de doengas. A produgdo desses dsRNAs, um
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intermediario do ciclo de replicacdo de virus com genoma de RNA, induz o
silenciamento direcionado contra sequéncia do genoma viral.

O mecanismo de silenciamento do RNA engloba o processamento de
longas moléculas de dsRNAs (300-800 pb) em pequenas moléculas siRNA,
(“small interfering RNAs”, com aproximadamente 21-23 nucleotideos), por uma
enzima especifica, a RNAase Ill, denomina de Dicer (LEUNG & WHITTAKER,
2005), requerendo moléculas de ATP para esse processo. O siRNA fita dupla
se associa entdo a proteina R2S2, que discrimina qual das duas fitas do siRNA
sera incorporada ao complexo RISC (“RNA induced silencing complex”). Este
complexo direciona entdo a clivagem sequéncia-especifica de RNAmM e o
consequente silenciamento génico (BANTOUNAS et al., 2004).

Sua utilizacao mais frequente é na genética reversa: silenciar um gene
(knock down), com a perda incompleta da fungéo génica e, com o propdésito de
observar o fendtipo resultante. Para direcionar a expressao intracelular dos
siRNAs, vetores sdo construidos utilizando shRNAs (“hairpin structures”),
eficientemente ligados ao RNAi. Além disso, um oligonucleotideo contendo
sequéncia senso e anti-senso de DNA homdlogas ao RNAm alvo podem ser
clonados no vetor de expressdo shRNA, para aumentar a eficiéncia de
transmissao do desejado fendtipo knockdown/out, na linhagem germinativa.
Estes sdo entdo microinjetados no pré-nucleo de zigotos e entdo transferidos
para fémeas pseudogestantes (Figura 3) resultando na geragdo de animais
transgénicos (HICKMAN-DAVIS & DAVIS, 2006).

Tecnicamente simples, rapido e de custo relativamente baixo,
especialmente quando confrontado com outras metodologias de silenciamento

de genes, como a produgado de animais knock out, o silenciamento por RNA é
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conservado em plantas e animais e é evidenciado naturalmente no organismo
como mecanismo de defesa contra virus invasores ou transposons
(TIUSTERMAN et al., 2002).

Nesse cenario, a RNAI se tornou uma importante ferramenta para a
genbmica funcional em células animais (KUHN et al., 2007) além de
demonstrar aplicacbes valiosas na medicina terapéutica, especialmente no
descobrimento de poderosas drogas alvo da industria farmacéutica (LU et al.,

2005).
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Figura 3: RNA interference: Um vetor de expressao shRNA é injetado

diretamente no pronucleo de zigotos de camundongos.
Fonte: HICKMAN-DAVIS & DAVIS, 2006.
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2.1.3.1.4 Via transposons

Transposons sao sequéncia de DNA mdveis que podem se autoreplicar
no genoma de uma célula, em um processo denominado de transposig¢ao. Por
consequéncia, podem ser responsaveis por mutagées no material genético e,
sédo exemplos de elementos genéticos méveis. Também chamados de “jumping
genes”, esses elementos foram primeiramente descritos por Barbara
McClintock, o que Ihe redeu o prémio Nobel em 1983 (MCCLINTOCK, 1983).

As sequéncia dos transposons sao transcritas em moléculas de RNA e
estas retranscritas em DNA, a qual é integrada em multiplos sitios do genoma
sob acdo da transposonase (HOUDEBINE, 2002b). Desta forma, os
transposons podem ser utilizados para aumentar as taxas de integracdo do
transgene no genoma hospedeiro, uma vez que, em muitas espécies, verifica-
se uma baixa eficiéncia de integracgéo.

Incluem nessa familia os elementos Sleeping beauty (HACKETT et al.,
2004), Tol2 (URASAKI et al., 2008) e piggyBac (TAMURA et al., 1999) como
vetores nao virais que aumentam a integrac&o génica.

Uma limitagcdo dos transposons é o limitado espago para carrear genes
externos (HOUDEBINE, 2002a). Para obter mais espaco e, prevenir que 0
transposon recombinante se dissemine de forma descontrolada, o gene da
transposonase € deletado e, uma transposonase exdgena € complementada no
vetor a fim de integrar o vetor recombinante no genoma hospedeiro, uma vez
que sozinho ele é incapaz de fazé-lo. Geralmente, um plasmideo circular

contendo uma construgdo capaz de expressar o gene da transposonase é
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injetado juntamente com o vetor recombinante (HOUDEBINE, 2002b),

viabilizando, desta forma, a integracdo do mesmo no genoma hospedeiro.

2.1.3.1.5 Transferéncia de gene mediada por espermatozoide

Em linhas gerais, a maioria das técnicas de produgcdo de animais
transgénicos baseia-se no uso de zigotos ou odcitos derivados das fémeas e,
consequentemente estdo sujeitas a similares limitacdes das metodologias que
envolvem o uso e manipulagdo de zigotos. Em muitos casos, a eficiéncia da
transgenia envolvendo camundongos nao excede 5-10%, chegando a 1% em
outras espécies. Por conseguinte, a depender da espécie, € muito comum a
coleta de poucos zigotos e a maioria destes sédo frageis e degenerados e,
portanto ndo superam a manipulagdo a que sdo submetidos (KANATSU-
SHINOHARA & SHINOHARA, 2007).

Para contornar esse contexto, recentes dados indicam que animais
transgénicos podem ser gerados através da transferéncia do transgene nas
chamadas “spermatogonial stem cells” (SSCs), células estas que entram em
um complexo processo de diferenciacdo e divisbes e geram o0s
espermatozoides, populacdo Uunica de células pos-natais que podem
autorenovar-se e transmitir as caracteristicas genéticas para préxima geracao
(BRISNTER & ZIMMERMANN, 1994).

Na fase embrionaria as células germinativas diploides do testiculo
multiplicam-se ativamente por mitose gerando as espermatogdnias ou células
germinativas masculinas, que continuam em um processo continuo de

replicacéo, gerando mais espermatogénias (auto-replicagdo) e também células
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que resultardo futuramente em um espermatozoide. No nascimento esse
processo € interrompido, retornando, a atividade quando a puberdade é
iniciada. Na puberdade, as espermatogbnias comegam a aumentar em numero
no interior dos tubulos seminiferos dos testiculos e, apds sucessivas divisdes
mitéticas, geram os chamados espermatdcitos primarios. Estes sofrem a
primeira divisdo meidtica, resultando em espermatdcitos secundarios,
hapldides e, subsequente segunda divisdo meidtica, gerando as espermatides.
Estas, em um processo denominado espermiogénese, transformam-se em
espermatozoides maduros que caem na luz do tubulo seminifero, sendo
transportados para o epididimo, onde serdo armazenados por tempo
indeterminado (BRINSTER & AVARBOCK, 1994). Uma vez capacitados,
ganham mobilidade e, sob estimulos, sdo eliminados pelas vias genitais,

durante a ejaculagao (Figuras 4 e 5).
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Figura 4: Espermatogénese.
Fonte: http://www.fiel.edu.br/painel/uploads/gametogenese
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Figura 5: Anatomia do testiculo e epididimo

Fonte:http://www.mfn.unipmn.it/~pons/index_file/imm%20app%20urogenitale/e
pididimo.jpg

Recentemente tém-se desenvolvido métodos para isolar, manipular
geneticamente e transplantar as SSCs de ratos e camundongos (McLEAN

2005) assim como identificar marcadores especificos dessas células, tais como
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Stra8 (CHOI et al., 2004) e E-cadherin, o que possibilita a selecdo dessas
células. Como essas células sdo capazes de colonizar testiculos receptores e
formar espermatozoéides capazes de fertilizar od6citos (OGAWA, 2001), a
modificagdo genética das SSCs, por exemplo, através de transfecgdo in vitro
com vetores de expressao, retro- e lentivirus e siRNAS, prové uma poderosa
ferramenta para a geragao de animais transgénicos.

A combinagdo da transferéncia de genes mediada por
espermatozoides (SMGT) com outras metodologias tem sido efetuada de forma
eficiente por cientistas em todo mundo. Sin e colaboradores em 2000
conseguiram gerar galinhas e bovinos transgénicos mediante a combinag¢do da
SMGT com a integracdo mediada por enzimas de restricdo, aumentando a
integracdo do transgene com o espermatozdoide. Com o mesmo propdsito,
Gagne e colaboradores, em 1991, utilizaram a eletroporagdo do DNA no
espermatozoide de bovinos antes de realizar a SGMT, obtendo sucesso nesse
procedimento. Anticorpos também tém sido utilizados para 0 mesmo propdsito
de facilitar a associagdo do transgene com o espermatozoide (QIAN et al.,
2001). Por conseguinte, a combinagcdo da injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl) para transferir genes em odcitos tornou-se uma
importante estratégia para gerar animais transgénicos (HOCHI &
HIRABAYASHI, 2002).

Portanto, além da simplicidade e da minima manipulacido embrionaria
requerida, a transferéncia de genes mediada por espermatozoéides constitui um
excelente método de escolha para manipulagao genética, especialmente em
espécies em que a manipulagdo de odcitos ou zigotos apresenta dificuldades

particulares (WALL, 2002).
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2.1.3.1.6 Transferéncia de segmentos cromossdmicos

A transferéncia de segmentos cromossémicos, como YACs (“yeast
artificial chromossomes), P1 derivado de cromossomos artificiais ou os BACs
(“bacterial artificial chromosomes”), constitui uma poderosa metodologia de
escolha para transferir genes em animais, devido ao tamanho de seus insertos
(variando de aproximadamente 100 para mais de 1000 kilobases [Kb],
dependendo do seu tipo), assegurando o padrdao de expressao do transgene
em funcao dos vastos elementos regulatérios que podem ser inseridos neles
(MOREIRA et al., 2004).

Richa e Lo, em 1989, microinjetaram diretamente no pronucleo de
zigotos de camundongos fragmentos de cromossomos humanos dissecados e,
0s mesmo exibiram pré e pds-desenvolvimento embrionario normais, além de
apresentar o material humano em uma analise do fragmento da cauda desses
animais. Entretanto, verifica-se uma baixa eficiéncia do método em virtude das
extensivas sessdes de microinjecbes e do elevado numero de odcitos
requeridos (MOREIRA et al., 2007b).

Desta forma, além da microinjecdo pronuclear, os fragmentos
cromossOmicos podem ser introduzidos na linhagem germinativa dos animais
transgénicos por lipofecgdo do DNA YAC, por exemplo, em células-tronco
embrionarias (ES) ou pela fusdo das denominadas “yeast cells” (“spheroplasts”)
com células ES (GIRALDO & MONTOLIU, 2001). Porém, esses métodos
demandam muito tempo para gerar um animal quimérico, e a integragdo dos
fragmentos deve ter uma atencgao especial quanto a sua efetividade (MOREIRA

et al., 2004)
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Um método alternativo tem sido desenvolvido e efetuado para gerar
camundongos transgénicos por YAC. A microinjecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide em odcitos na metafase Il (Figura 6), carreando extensos
fragmentos cromossémicos, apresenta elevada eficiéncia (10-20%, a depender
da concentracdo das amostras YAC DNA utilizadas) em comparagédo com a

microinjeg¢ao pronuclear (5%) (MOREIRA et al., 2007a).

Figura 6: Injecdao intraciplasmatica de espermatozéide de
camundongo em um odcito na metafase Il.
Fonte: MOREIRA et al., 2007b.
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2.1.3.1.7 Transferéncia nuclear de células geneticamente modificadas

A técnica de transferéncia nuclear baseia-se na fusdo do nucleo de
uma célula doadora com o citoplasma de uma célula enucleada e subsequente
ativacado do conjunto. Uma vez havido o desenvolvimento embrionario, cada
embrido sera geneticamente idéntico a célula que doou o nucleo (CAMPBELL
et al., 1998).

Como as células-tronco embrionarias tém a capacidade de gerar todos
os tecidos de um organismo, inclusive os gametas, a incorporacido do
transgene nessas células e a incorporagao destas, apds uma selecédo de quais
apresentam o transgene inserido, em odcitos enucleados e até mesmo em
embrides em estagios de pré-implantagcdo, permitem a aplicagdo dessa
metodologia para gerar organismos geneticamente modificados e, por
conseguinte transmitir essa modificacdo aos seus descendentes.

O fato de as células-tronco embrionarias estarem bem caracterizadas
em camundongos as torna uma excelente ferramenta para estudos da fungéo
génica. Entretanto, sua aplicabilidade é baixa para outras espécies, como 0s
animais de producdo, em virtude da auséncia da completa caracterizacdo
dessas células nessas espécies. Uma alternativa é a utilizagcdo de células
somaticas geneticamente modificadas, permitindo desta forma, o estudo da
integracdo dos transgenes em animais e um amplo estoque de material
genético para futuras manipulagdes.

A modificacdo das células pode ser efetuada por diferentes
metodologias, sendo as mais utilizadas a transfeccdo do transgene por

lipossomas, transducgao por vetores virais e por eletroporacéo.
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Alguns cuidados devem ser tomados ao manipular essas células.
Observa-se uma menor efetividade do material para clonagem por
transferéncia nuclear quando as mesmas séo cultivadas por um longo periodo
de tempo. Mutagbes de genes essenciais para o desenvolvimento embrionario
podem ocorrer no animal em vida ou em células cultivadas (HOUDEBINE,
2002b). Além disso, um estudo desenvolvido por Kang e colaboradores, em
2001, demonstrou que o genoma dos embrides de bovinos gerados pela
técnica de transferéncia nuclear de células somaticas era aberrantemente
metilado.

Segue a seguir um diagrama ilustrando uma metodologia de clonagem

em camundongos (Figura 7).
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Figura 7: Diagrama da clonagem de células somaticas em camundongos.
Odcitos doadores séo coletados e seu nucleo na metafase Il € removido
cirurgicamente. Células do cumulos de outra linhagem de camundongo séao
coletadas, lavadas, suas membranas plasmaticas rompidas e seus nucleos
injetados individualmente nos odcitos enucleados. Apds 1-6 horas em cultivo,
os oocitos sdo ativados pelo uso de Sr**. Os odcitos ativados contém dois ou
mais pseudopronucleos e sao entao transferidos para fémeas pseudoprenhas.
Fonte: WAKAYAMA & YANAGIMACHI, 1999.
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2.1.3.2 Modificagao genética dirigida

A modificagdo genética dirigida ou recombinagdo homaéloga em células-
tronco embrionarias (ES cells) € uma metodologia amplamente utilizada para
modificar o genoma dos animais, em especial os camundongos, em algum
locus escolhido, cuja integragdo entre o vetor contendo o transgene e DNA
gendémico nao ocorre de forma randémica, e sim dirigida (MULLER, 1999).

Essa técnica possibilita substituir um gene funcional por uma seqtiéncia
mutada que, uma vez introduzida, inativa o gene enddgeno original, gerando
animais conhecidos como knockout ou, altera uma pequena sequéncia do
gene, gerando o modelo knockin, cuja modificacao foi dirigida e controlada.

Essa metodologia envolve a modificacdo das células-tronco
embrionarias in vitro, por um processo conhecido como recombinagao
homdloga (troca de sequencias de DNA correspondentes entre cromossomos,
que ocorre no nucleo celular naturalmente), dando origem a um animal com um
gene inativado ou alterado (EVANS, 1998). Uma ilustragdo do processo de
geragado de animais transgénicos através da técnica de mutagéo sitio-dirigida
esta demonstrado na figura 8.

As células-tronco embrionarias pluripotentes sdo provenientes da
massa celular interna de um blastocisto. Elas sdo capazes de se diferenciar em
todas as células do corpo e, quando injetadas em blastocistos ndo cessam
essa diferenciacao e contribuem para o desenvolvimento de um organismo
quimérico, possuindo, desta forma, duas linhagens de células diferentes: uma
originaria das células pluripotentes modificadas e a outra do blastocisto

receptor no qual as células foram introduzidas (MANSOURI, 1998).
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Por conseguinte, e de extrema importancia, tém-se desenvolvido
metodologias que utilizam a recombinacdo homdloga e células-tronco
embriondrias para gerar a chamada mutagénese condicional, isto é, gerar
animais transgénicos controlados, condicionados a indugédo intencional da
interrupcado (ou expressdo) de algum gene em algum tipo celular e/ou em
algum tempo do desenvolvimento (BABINET, 2000). Os dois sistemas mais
utilizados em camundongos transgénicos sao o sistema induzido por
tetraciclina e o sistema Cre/loxP recombinase. Ambos os sistemas requerem in
vivo a geracao de dois grupos de camundongos transgénicos (HICKMAN-
DAVIS & DAVIS, 2006).

A recombinacdo homdloga € amplamente utilizada para gerar modelos
de camundongos transgénicos, espécie esta em que se verifica o completo
dominio sobre o cultivo das células-tronco embrionarias. Entretanto, essa
metodologia para outras espécies, exceto a humana, apresenta limitagdes
quanto a sua aplicabilidade, uma vez que evidencia-se dificuldade para manter

essas células em estado indiferenciado quando cultivadas in vitro.
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Figura 8: Recombinagdo homodloga. Células-tronco embrionarias
recombinadas sao injetadas nos blastocistos e transferidas para fémeas
pseudogestantes.

Fonte: HICKMAN-DAVIS & DAVIS, 2006
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2.2 PROTEINA FLUORESCENTE VERDE

A proteina fluorescente verde (GFP) é proveniente da agua viva
Aequorea victoria e tem gerado imenso interesse na pesquisa porque ela
oferece meios para marcar e visualizar células e proteinas de forma né&o
invasiva, podendo ser utilizada tanto em células vivas quanto em uma
variedade de organismos, incluindo bactérias, nematddeos, fungos,
Dictyostelium, Xenopus, Drosophila, plantas, camundongos e linhagens de
células de mamiferos (CUBITT et al., 1995).

Além dos comprimentos de ondas de absor¢cdo e emissdo do
cromoéforo serem em regibes visiveis e a fluorescéncia ser intrinseca a
molécula, cuja reacgao catalitica ndo requer nenhum cofator, o cDNA para GFP
pode ser clonado e expresso em algum tipo celular e usado como um “alvo”
fluorescente (KARLSSON & PINES, 1998).

A criagdo de animais transgénicos expressando um transgene
marcador de células que pode ser detectado facilmente é essencial no que diz
respeito a distinguir populagdes de células in vivo, demonstrando uma
excelente utilidade desta biotecnologia para marcar células doadoras em
estudos de transplante de células, como na terapia celular (KISSEBERTH et
al., 1999).

Desta forma, o transplantes de células provenientes dos animais
transgénicos para a GFP permitem estudar o processo de migragdo para o
tecido lesado, assim como a diferenciacido dessas células em tecidos com
capacidade funcional normal, fornecendo ferramentas de analise para a terapia

celular regenerativa especialmente de doengas crénicas degenerativas.
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2.3 APLICACOES DA TRANSGENIA ANIMAL

A habilidade de modificar o genoma de um animal oferece uma
oportunidade unica para estudar a fungédo de um gene em uma variedade de
circunstancias fisioldgicas e patoldgicas (HICKMAN-DAVIS & DAVIS, 2006).
Uma vez que os processos interativos dos mamiferos vivos sdo muito
complexos, sua reproducao in vitro se torna, consequentemente, improvavel.
Assim, a possibilidade de modificar o patrimbnio genético de um animal
possibilita a avaliagao dessas alteracdes tanto na anatomia quanto na fisiologia
de um organismo vivo.

Na ciéncia de animais de laboratorio, o desenvolvimento de modelos
para estudos acarretou na substituicdo crescente dos modelos convencionais
por esses modelos modificados, assim como uma reducdo no numero de
animais utilizados na experimentagao animal, devido ao maior poder de
resposta aos objetivos dos estudos que os animais geneticamente modificados
proporcionam.

O desenvolvimento de ragas de animais transgénicos portando genes
adicionais para superexpressar caracteristicas de producdo animal, como
ganho de peso rapido, producido de leite elevada, resisténcia a carrapatos e
doencas que implicam diretamente na redugdo da producdo, alta
adaptabilidade ao meio, sdo exemplificacbes do potencial dessa biotecnologia
no setor agropecuario.

Em pesquisa basica, a transgenia animal permite a avaliagdo da
estrutura, regulacdo e fungdo génica pela observagcédo direta dos efeitos

causados pela superexpressao, modificagdo ou inativacao no fendétipo de um

54



animal geneticamente modificado, bem como o estudo dos mecanismos de
diferenciacdo e ativagcdo de genes especificos pelo uso de promotores que
direcionam a expressdo do gene. Adicionalmente, a geragcdo de modelos
transgénicos apresentando doengas similares aos humanos (GODARD &
GUENET, 1999) possibilita entender a fisiopatologia de uma determinada
doenca, além de propiciar o delineamento de formas mais eficazes de
tratamento, descobertas de novos testes diagndsticos e agentes terapéuticos
mais baratos, especificos e desejados, como a terapia génica.

Além disso, € possivel utilizar os animais transgénicos, especialmente
os de grande porte, como biorreatores, produzindo proteinas recombinantes
humanas de interesse médico como enzimas, horménios e fatores de
crescimento (YANG et al., 2008) em grande escala para industria farmacéutica.
A doagao de tecidos e 6rgaos de animais geneticamente modificados contendo
proteinas de superficie celular humanas para serem transplantados em
humanos - xenotransplante - possibilita uma fonte alternativa para driblar a
rejeicdo imunoldgica observada nessa pratica e ampliar as possibilidades de
transplantes a serem efetuadas na populagdo necessitada (PLATT & LIN,

1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Esse estudo visa utilizar a técnica transferéncia de genes mediada por virus

para a produgao de linhagens de camundongos transgénicos.

3.2 Objetivos especificos

- Gerar camundongos transgénicos através da injecdo de vetores lentivirus
contendo gene codificante para a GFP, sob o controle dos promotores
humanos ubiquitina-C, alfa miosina cardiaca e FmTie, no espacgo perivitelino
de zigotos;

- Genotipar e fenotipar os animais gerados para a identificacdo da presenca e

do padrao de expressao do transgene.
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4 JUSTIFICATIVA

Uma vez que em estudos que envolvem transplante de células, como a
terapia celular, é dificil distinguir subpopula¢cdes de células pelos critérios
morfolégicos mais comumente utilizados, a producdo de uma linhagem
transgénica expressando uma proteina que funcione como marcadora de
células ira, conseqlientemente, fornecer subsidios para diferenciar uma
regeneracgao tecidual proveniente do transplante celular de algum mecanismo
regenerativo inerente ao animal, confirmando entdo a potencialidade das
células tronco transplantadas na regeneracéo de 6rgaos e tecidos lesados.

Sob esse contexto, o desenvolvimento de linhagens de camundongos
transgénicos expressando a proteina verde fluorescente em diferentes érgaos
e tecidos tem por finalidade gerar novas ferramentas para o estudo dos
mecanismos de migracao e diferenciagdo das células-tronco da medula éssea

em modelos de doengas crénico-degenerativas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 VETOR LENTIVIRUS

Para produzir os animais transgénicos, utilizamos vetores lentivirus
contendo o gene codificante para a GFP sob controle do promotor humano da
ubiquitina-C, que controla a expressao da proteina nos embrides e em todos os
tecidos do camundongo adulto, da alfa miosina cardiaca, que direciona a
expressao nos cardiomiécitos e, da FmTie, que controla a expressdo génica
apenas em células endoteliais de vasos.

Desta forma, todos os vetores foram desenvolvidos para carrear um
promotor interno que dirigisse o gene repérter GFP. Para aumentar o nivel de
transcricdo, um elemento regulatério pés-transcripcional do virus da hepatite
(WRE) foi inserido “downstream” ao GFP. Para aumentar o titulo viral, um
elemento “flap”do virus-1 da imunodeficiéncia humana (HIV-1) foi inserido entre
o segmento 5 do LTR (“long terminal repeat”) e o promotor para direcionar a
expressao da proteina, em um determinado tecido ou célula. Para maximizar a
expressao do genoma viral (RNA) durante a transfeccédo, todos os vetores
possuem o “enhancer” CVM substituido na regido U3 da regiao 5’ LTR, ja
mencionada. AU3 denota uma delecédo na regiao U3 do segmento 3’ do LTR
que faz a regido 5 LTR do prévirus integrado ser transcricionalmente inativo.
As posigdes PST | e Bam HI indicam os sitios de restricao.

Esse vetor lentiviral foi denominado de FUGW e, sua estrutura é

demonstrada na figura 9.
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Figura 9: Diagrama do vetor lentiviral FUGW usado para gerar
camundongo transgénico sob controle do promotor da ubiquitina-C.
Somente porgdes relevantes do plasmideo sao mostradas.

Fonte: LOIS et al., 2002.

O volume de vetores lentivirais microinjetados no espago subzonal é
bastante dificil de ser controlado, porém, estima-se que foram introduzidos 10 a
100 picolitros/injecdo no espago perivitelino de um Unico zigoto de
camundongo. Os virus eram concentrados por ultracentrifugagcdo para
aproximadamente 1x10° unidades infecciosas (U.l.)/ul (microlitros), totalizando
uma média de 10 a 100 particulas virais microinjetadas por embrido
micromanipulado.

As construgdes foram geradas em colaboragdo com o Laboratério de
Genética e Cardiologia Molecular no Instituto do Coracao (Incor), sendo
armazenadas a -70°C. Ao serem utilizadas, as mesmas eram descongeladas
em banho de gelo e submetidas a centrifugagdo a fim de decantar os debris

celulares que obstruem a pipeta de microinjecdo quando aspirados pela

mesma, inviabilizando todo o processo.
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5.2 ANIMAIS UTILIZADOS

A principio foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem
C57Bl/6 fémeas com 4-5 semanas, como doadoras dos embrides a serem
submetidos a microinjegdo no espacgo perivitelino, em numero superior a cento
e vinte animais. Esses embrides eram posteriormente transferidos para o
oviduto de fémeas da linhagem BALB/c, com 2-3 meses. Machos da mesma
linhagem, com cerca de oito semanas de idade, eram utilizados para fertilizar
0os embrides das fémeas doadoras dos embrides e, outros, submetidos ao
processo cirurgico de remogao de uma porgdo do canal deferente a fim de
induzir o estado de pseudoprenhez nas fémeas que iriam receber os embrides.

Para fertilizar os odcitos, foram utilizados machos F1 C57BIl/6 X
BALB/c, a partir da oitava semana de vida e, como indutores da
pseudoprenhez das fémeas receptoras dos embrides, machos da linhagem
Kit?“? e F1 C57BI/6 X BALB/c vasectomizados, também com idade superior a
oito semanas. A interrupcao do fluxo do espermatozodide, pela retirada de uma
porcao do canal deferente — ou vasectomia — constitui uma estratégia para
preparar o organismo da fémea que ira receber os embrides.

Os animais foram mantidos no Biotério, setor banco de embrides e
transgenia, do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo
Cruz, a temperatura média de 21°C, com um fotoperiodo de 12 horas de luz,
recebendo agua e racéo ad libidum.

As linhagens de camundongo utilizadas para o desenvolvimento de

animais transgénicos para a GFP encontram-se sumarizados na Tabela 1.

60



Tabela 1: Linhagens de camundongos utilizados no estudo.

Linhagem Especificagéo Numero de animais
C57Bl/6 Doadora dos embrides 120
BALB/c Receptora dos embrides 40

F1 C57BI/6 x BALB/c Doadora dos embrides 26
F1 C57BI/6 x BALB/c Receptoras dos embrides 21

5.3 SUPEROVULAGAO

As fémeas tiveram seus ovarios estimulados com dois horménios
injetados via intraperitoneal, em intervalos de 46 a 48 horas, com um volume
de 0,1ml/fémea superovulada: a gonadotrofina coribnica equiina (eCG) -
Novormon® - seguida da administracdo da gonadotrofina coridnica humana
(hCG) - Vetecor®. Esses hormobnios foram diluidos previamente em solugcéo
fisiologica, de forma a se obter a concentracdo final de 5 Ul (unidades
internacionais) por 0,1 ml da solugao.

Imediatamente subsequente a aplicacdo do hCG, as fémeas foram
acasaladas na proporcdo 1:1 com machos durante uma noite, a fim de ocorrer
a fertilizacdo desses 6ocitos liberados ou induzir a pseudoprenhez nas fémeas
doadoras ou receptoras de embrides, respectivamente.

No dia seguinte, foi efetuada a verificagdo da presenca do tampéo
vaginal na vagina da fémea, decorrente da copulagdo. Somente as fémeas que
apresentaram o tampao vaginal foram utilizadas para geracao dos animais
transgénicos e para a inovulacdo dos embrides microinjetados. As doadoras

sem a presenga do tampéao vaginal eram coletadas a fim de verificar a resposta
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ao tratamento superovulatério e, as fémeas receptoras sem tampao, eram
reutilizadas 15 dias ap6s a ultima aplicagdo do hCG como doadoras de

embrides.

5.4 COLETA DOS ZIGOTOS

Os zigotos foram coletados das fémeas com tampéao vaginal positivo
aproximadamente 15 horas apés a aplicagao do hCG. Imediatamente posterior
a eutanasia das fémeas por deslocamento cervical, efetuou-se a retirada da
tuba uterina (Figura 10) e transferéncia da mesma para uma placa de Petri de
60 mm contendo quatro microgotas com aproximadamente 40 yl do meio de
manipulagdo de embrides (M2) e, uma microgota com a mesma quantidade de
uma solu¢ado contendo meio M2 e uma solucao de hialuronidade (300mg/ml)
para a dissolucdo das células do Cumullus oophorus. A disposicdo das

mesmas séo ilustradas na figura 11.
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Intestinos = Gordura

—— Ovario

Rim, gordura,
ovirio e oviduto

Vaso sanguineo

Yol Ovirie

Figura 10: Coleta do oviduto. Uma vez rebatida cranialmente as alcas
intestinais, os rins e os cornos uterinos sdo expostos. O oviduto fica justamente
abaixo do ovario e este encoberto por uma densa gordura que também envolve
caudalmente o rim correspondente. Uma vez indentificados, um corte entre a
ovario e o corno uterino é efetuado para a coleta da tuba uterina.

63



Figura 11: Disposicao das microgotas para coleta dos zigotos. A
numeracao indica a quantidade e a ordem das gotas feitas na placa de Petri.
Hia: soluc&o contendo a enzima hialuronidase e meio M2.

Sob um estereomicroscopio em aumento de 20X, os ovidutos coletados
contendo os zigotos foram postos na microgota 1. Com o auxilio de uma agulha
de 28G acoplada a uma seringa de 1 ml e, de uma pinga, a ampola uterina foi
rasgada (Figura 12) e, os zigotos espontaneamente expostos pela pressao
interna do oviduto que encontra-se preenchido de liquido. Estes foram entao
coletados e postos na microgota 2, permanecendo nesta por no maximo 30
segundos (Figura 13). Posteriormente, os zigotos passaram sucessivamente
pelas gotas 3, 4 e 5, onde foram selecionados quanto a viabilidade.

Os embrides considerados viaveis foram cultivados in vitro em meio
KSOM, encoberto com 6leo mineral em estufa a 37° C contendo uma mistura
gasosa composta de 5% de CO, em ar atmosférico, com circulagéo continua e

95% de umidade relativa do ar, por aproximadamente 4 ou 5 horas.

64



Infundibule

Gordura
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células do
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dilatada

Figura 12: Desenho esquematico e fotografia de uma ampola da tuba
uterina contendo os zigotos envoltos nas células do Cummulus
oophorus. Verificar que a regido encontra-se dilatada, sendo possivel
visualizar sob um esteromicroscépio os zigotos e suas respectivas células do
Cummulus.

Figura 13: Desnudamento dos zigotos. Os embrides envoltos nas células do
Cummulus oophorus s&do postos numa solugdo contendo a enzima
hialuronidase + M2, por aproximadamente 30 segundos, até a subsequente
dissolucao dessas células.

5.5 SELEGCAO E CULTIVO DOS EMBRIOES

Segundo o Colégio Brasileiro de Reprodugédo Animal, os embrides sédo

classificados de acordo com o seu grau de qualidade, a saber:



- Grau | ou excelente: Desenvolvimento correspondente ao dia da
colheita, ndo existindo defeitos visiveis;

- Grau Il ou bom: Embrido com muito poucos blastdbmeros
desprendidos da massa celular, e uma pequena quantidade de debris
celulares. Sua forma pode ser ligeiramente irregular;

- Grau lll ou Regular: Embrido com varios defeitos, com debris
celulares, forma irregular, cor muito escura ou muito clara, entre outros;

- Grau IV ou Ruim: Embrido com muitos defeitos, sendo
correspondente ao grau Ill com desenvolvimento mais retardado, com ruptura
da zona pelucida, forma muito assimétrica, tendéncia a desintegracdo com
granulacao e desintegragao dos blastémeros.

De acordo com esses parametros, os zigotos coletados foram entéo
classificados e, somente os enquadrados como excelentes ou bons foram
submetidos microinjegdo subzonal e subsequentemente transferidos para

fémeas pseudoprenhas (Figura 14).

Figura 14: Embrides viaveis
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5.6 MICROINJEGAO NO ESPACO PERIVITELINO

A microinjecdo foi efetuada sob um microscopio invertido de alta
resolucdo, acoplado a dois micromanipuladores laterais. Sob uma lamina de
vidro escavada, foi efetuada uma microgota de meio M2, coberta por éleo
mineral onde os zigotos considerados viaveis apés o periodo de cultura foram
postos em numero nunca superior a 20.

Os zigotos foram mantidos fixos com o auxilio do micromanipulador
esquerdo por uma pipeta de contencdo — “holding” — sob aspiragcédo fraca,
continua e controlada. Com auxilio do micromanipulador do lado direito, uma
microagulha — “microinjection” — contendo a solugao lentiviral foi introduzida no
espacgo subzonal ou perivitelino dos zigotos que continham os pré-nucleos
masculino e feminino e, cerca de duas microinjecbes foram efetuadas,
promovendo um movimento no citoplasma do zigoto, referente ao fluxo da
solugédo nele injetado. A solugao contendo o vetor lentivirus foi aspirada por
acao da capilaridade para o interior da pipeta de microinje¢do, uma vez que, a
mesma continha em seu interior um fino filamento de vidro, que possibilita esse
efeito.

Subsequente a microinjegao, os zigotos foram recolocados na estufa a
37° até o momento da reimplantacdo (aproximadamente 2 horas apods a

microinjecao).
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5.7 TRANSFERENCIA DOS EMBRIOES

ApoOs esse periodo de cultura, os embrides microinjetados foram
analisados quanto a sua viabilidade em relacio a sobrevivéncia ao processo de
microinje¢do. Os considerados viaveis foram entao transferidos para o oviduto
de fémeas que previamente foram acasaladas com machos vasectomizados na
propor¢gao 1:1 a fim de promover o sincronismo enddgeno. As pipetas de
transferéncia foram confeccionadas para possuir uma extremidade esticada
pelo fogo de aproximadamente 1,5 cm. O interior das mesmas continham uma
coluna éleo mineral, outra de ar, seguida de uma coluna de meio M2, outra de
ar e, finalmente, M2 contendo os embrides em numero médio de 15. Essas
colunas sao essenciais, uma vez que, funcionam como indicadores de que os
embrides foram depositados no infundibulo — primeira porgdo do oviduto — além
de evitar um possivel refluxo dos embrides para cavidade corporal.

Apods a indugdo anestésica, foi efetuada a tricotomia de toda regiédo
abdominal lateral esquerda do animal e limpeza com uma solugao a 70% de
alcool. No ponto médio entre a ultima costela e o pubis, foi feito um corte na
pele de aproximadamente 1 cm. O tecido subcutaneo, mucosa, muscular e
serosa da cavidade peritoneal foram rebatidos e o ovario exteriorizado
cuidadosamente pelo pincamento da gordura adjacente ao mesmo. Sob um
esteriomicroscopio, o ligamento mesovario foi rompido e papéis de filtro
cortados e estéreis foram colocados abaixo do ovario e entre a juncao tuba
uterina-utero. A bolsa ovariana era entdo rompida com o auxilio de duas finas

pingas e, o infundibulo localizado. Assim, a pipeta contendo os zigotos era
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inserida nessa regiao (Figura 15) e os mesmos eram depositados lentamente

no interior da tuba.

¥} Gordura

Pipeta de transferéncia
contendo os zigotos
microinjetados sendo
inserida no infudibulo

Figura 15: Transferéncia dos embrides. A pipeta de transferéncia contendo
os zigotos submetidos a microinje¢ao subzonal de vetores lentivirais, é inserida
no infundibulo da tuba uterina com consequente inovulagcdo dos mesmos em
fémea pseudoprenha.

Feito isso, os 6rgdos eram cuidadosamente acomodados na cavidade
e efetuada a sutura em conjunto da serosa, muscular e mucosa. A pele era
entdo suturada e, esperava-se a fémea retornar da anestesia. Todo esse
procedimento foi efetuado sob uma placa aquecida a 37°C, a fim de contornar
a hipotermia causada pelos anestésicos. Por aproximadamente 21 dias, as
fémeas ficavam em observagcdo, até a verificagdo da prenhez e
acompanhamento de todo processo gestacional da mesma.

Segue abaixo, na figura 16, um diagrama que resume todo processo,

desde a superovulacao até a inovulagao dos animais.

69



Microinjec&o Transferéncia
Coleta e e Cultivo dos embriGes
eCG hCG Cultivo
Fémeas 48H 15H 4-5H 2H
DOadaoras
DO D2 D3 D3 D3
17:00 17:00 08:00 13:00 15:00

Machos férteis

Transferéncia
eCG hCG dos embribes
Fémeas 48H 22H
Receptoras
DO D2 D3
17:00 17:00 15:00

Machos vasectomizados

Figura 16: Diagrama esquematico do processo de producao dos animais
transgénicos efetuado nesse estudo.

5.8 GENOTIPAGEM

O material utilizado para extragao do DNA foi um fragmento de 1 cm da
ponta da cauda dos animais apos 21 dias de nascimento. Uma vez cortadas
individualmente e sob condicbes estéreis, para evitar qualquer contaminacao
ambiente e entre as amostras, as mesmas foram submetidas a extracdo do
material genético — DNA — pelo método fenol cloroférmio.

Assim, apds serem picotas em placas de Petri de 30 mm, as caudas

foram postas em microtubos devidamente identificados, sob uma solugéo de
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tampao de lise (Tris 50 mM + NaCl 100 mM + EDTA 5 mM + SDS 1,5%) e,
proteinase K (20 mg/ml). Apds 4 horas no banho-maria a 37°C e sob agitagcao
constante de 600 rpm, era acrescentado as amostras fenol e, as mesmas
permaneciam nesse reagente por aproximadamente 5 minutos em banho-
maria, sob agitacdo. Findo esse periodo, as amostras eram centrifugadas, o
sobrenadante coletado e adicionados em microtubos contendo cloroférmio.
Apo6s 10 minutos em banho-maria, sob agitagdo e posterior centrifugacao, o
sobrenadante era translocado para microtubos limpos e nestes adicionados
propanol 2 ou alcool isopropilico. Apos uma rapida agitacdo dos microtubos em
vortex, o DNA estava precipitado, sendo visivel a olho nu. O conteudo liquido
era vagarosamente desprezado, tendo o cuidado para ndo desprezar junto o
DNA precipitado.

Assim, era adicionado aos microtubos alcool a 70% e, os mesmos
eram centrifugados por 5 minutos a 800 rpm. Uma vez desprezado o alcool a
70% dos tubos, esperava-se evaporacao do resquicio do alcool nos tubos e,
era adicionada aos mesmos 500 upl de agua ultra-pura. As amostras
permaneciam no banho-maria a seco sem agitagdo por 10 a 20 minutos a
95°C, a fim de dissolver o DNA precipitado no solvente aquoso. As amostras
eram devidamente identificadas e entdo armazenadas a -20°C.

A quantificacdo das amostras foi realizada utilizando-se um
espectrofotdmetro e, a partir desses resultados, a diluicido da solugéo contendo
o DNA para uma concentracao final entre 5-20 ng/ul. Para a amplificagao das
amostras pelo método do PCR (polymerase chain reaction), utilizou-se os
seguintes reagentes, a saber, tampao 10X, MgCl2, DNTPs (adenina, guanina,

citocina e timina), primers forward (5’- CGT CGC CGT CCA GCT CGA CCA G -
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3’) e reverse (5- CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G -3’) para GFP, Taq
polimerase e agua de PCR, para um volume final de 50 ul. Uma vez preparado
o mix do PCR, eram adicionados as amostras (2 pl) e, as mesmas postas para
amplificagdo na maquina de PCR. Foi adicionado ainda na amplificagéo
amostras contendo o DNA de controles positivos e negativos - C57BI/6
selvagem e C57BI/6 eGFP, respectivamente — e, da solugdo denominada de
branco, solugéo esta que contém todos os reagentes do mix do PCR a excegao
das amostras contendo o DNA (para verificar se houve contaminacgéo durante o
processo).

O produto da amplificagao foi entdo submetido a eletroforese em gel
de agarose a 2% (tampéo TBE + agarose), produzindo bandas visiveis a luz
ultravioleta ou filmes de raios X, devido ao acréscimo de 1ul de brometo de
etidio. Para eletroforese, foi utilizado um marcador de peso molecular de 100
pb e, o produto amplificado tem 405 pb. O primeiro animal nascido contendo o

transgene foi denominado de Fundador

5.9 FENOTIPAGEM

Os camundongos que apresentaram bandas positivas na eletroforese
foram submetidos a fenotipagem para verificar se o transgene inserido em seu
genoma estava sendo ativamente expresso. Nesse estudo utilizamos trés
promotores diferentes, um que dirige a expressédo da GFP no coragao (alfa-
miosina cardiaca), nos vasos endodoteliais (FmTie) e, em todas as células e

tecidos do organismo (ubiquitina-C).

72



Para analise da expressao do transgene pelo promotor da ubiquitina-C,
foi efetuado um pequeno corte na ponta da cauda dos animais positivos a
integracdo do transgene e, efetuado um esfregagco sanguineo numa lamina e,
uma vez coberta com uma laminula, foi examinada em um microscépio sob
incidéncia direta de luz ultravioleta, com, consequente fluorescéncia das
células que expressarem a proteina.

De maneira homdloga, os animais provenientes das construgdes cuja
expressao da proteina se da no coracdo e nos vasos endoteliais, sdo
acasalados com camundongos C57BI/6 selvagens e os filhotes que possuiam
bandas visiveis na eletroforese, foram sacrificados para, com o auxilio de uma
estereomicroscopio que emite luz ultra violeta, fosse feita a observagdo da

fluorescéncia nesses 6rgaos.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

A resposta das fémeas a superovulagdo, assim como, o numero, a
média e o desvio padrdo das estruturas coletadas em funcdo do total de
fémeas superovuladas e que responderam ao tratamento, foram obtidos com o
programa SPSS versao 3. Os dados foram testados pelo teste do Qui-
quadrado, a um nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa Epi Info

versao 6.
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6. RESULTADOS

6.1. COLETA E MICROINJEGCAO DE EMBRIOES

Os primeiros ensaios foram desenvolvidos com embrides provenientes
da linhagem isogénica C57BI/6, micromanipulados e inovulados para fémeas
isogénicas BALB/c. Como resultado, a maioria das estruturas embrionarias

submetidas aos danos da microinjegao degeneraram (Figura 17).

.
¥

Figura 17: Zigotos da linhagem C57BIl/6 duas horas apds a microinjegao
no espago subzonal com vetores lentivirais. Pode ser observada a
degeneracido do citoplasma embrionario, evidenciado pela irregularidade das
bordas da membrana, aumento de volume e granulag¢des citoplasmaticas.

Mudamos a estratégia utilizando as linhagens hibridas como doadoras
e receptoras dos embrides resultantes do cruzamento entre fémeas C57BI/6 e
machos BALB/c, denominadas F1 C57BI/6 X BALB/c.

Comparadas com as linhagens isogénicas, muitas linhagens hibridas
apresentam uma relativa superioridade reprodutiva. Os resultados desse

estudo relacionados a resposta das fémeas ao tratamento superovulatério
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estdo sumarizadas na tabela 2. Das 146 fémeas superovuladas, 68,5%
responderam ao tratamento superovulatério, havendo uma tendéncia a
superioridade hibrida sobre as isogénicas, ainda que nao estatisticamente
significante (p=0,14; X2=2,21).

Nés observamos que fémeas da linhagem, C57BI/6 tinham médias de
7,18 £ 6,4 e 10,9 £ 4,6 de estruturas coletadas em funcao do total de fémeas
superovuladas e que responderam, respectivamente; contra 13,62 + 8,96 e
16,86 + 6,56 das fémeas hibridas (Tabela 3). Nao observamos uma diferenca
significativa entre as respostas em funcao das linhagens (p=0,07), entretanto,
podemos afirmar em fungdo do tamanho da amostra e da elevada variabilidade
da resposta entre os individuos, que ha uma tendéncia a haver diferencas

relevantes entre os grupos testados.

Tabela 2: Resposta das fémeas ao tratamento superovulatério

Linhagem Numero de animais que responderam
C57Bl/6 65,8% (79/120)

F1 C57BI/6 x BALB/c 80,8% (21/26)

Média total 68,5% (100/146)

Tabela 3: Niumero de estruturas coletadas de fémeas superovuladas em
funcao da linhagem utilizada

Estruturas coletadas Estruturas coletadas
em fungdo do total de em fungdo do numero

Linhagem fémeas superovuladas de fémeas que
A responderam
(médiatSD) (médiatSD)
C57Bl/6 7,18 £ 6,40 (n = 120) 10,90 £4,6 (n =79)
F1 C57BI/6 x BALB/c 13,62 +£8,96 (n=26) 16,86 +6,56 (n =21)
Total 10,4 £7,54 (n=146) 13,88 £5,23(n = 100)

75



O numero de zigotos viaveis apds a microinje¢cao subzonal em fungao

das linhagens utilizadas, esta demonstrado na tabela 4 (p>0,05).

Tabela 4: Numero de estruturas viaveis apos a microinjecdo subzonal

Estruturas viavéis

Linhagem Coletadas P&s-microinjecéo
C57Bl/6 1185 464
F1 C57BI/6 x BALB/c 438 397
Total 1623 861

Todos os embrides considerados viaveis foram implantados em
numero médio de 15 a 20 estruturas por fémeas previamente sincronizadas.
Obtivemos 09 gestacbes para os embrides hibridos e nenhuma gestacao para
os embrides C57BI/6.

Os zigotos apds a microinjegdo com os vetores lentivirais no espago
subzonal também foram cultivados in vitro a fim de verificar a expressido da
proteina fluorescente verde sobre os estagios subseqientes de
desenvolvimento embrionario. Entretanto, devido a um fenémeno conhecido
com bloqueio celular, todos os zigotos ndo desenvolveram para o estagio de 2
células.

Conforme verificado nesse estudo, alguns procedimentos inerentes a
coleta, microinjecao e inovulagdo dos zigotos devem ser efetuados segundo
alguns critérios praticos. Primeiramente, respeitar os horarios de aplicacdo dos

horménios. Uma vez que ha uma elevada variabilidade quanto a resposta ao
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tratamento superovulatério, baixos resultados foram verificados quando era
desrespeitado o horario de aplicacdo dos horménios.

O controle reprodutivo dos machos, respeitando o intervalo de 5 dias
entre as cépulas e, a substituicado dos mesmos apds a verificagdo de 3
tampdes vaginais consecutivos negativos e, também apds 1 ano de utilizagao,
deve ser também efetuado, pois o0 mesmo influencia diretamente sobre os
resultados.

Os embrides devem permanecer no maximo 30 segundos na solugao
de meio M2 e hialuronidase, pois ultrapassando esse limite de tempo, a taxa de
degeneracado dos zigotos era superior. Da mesma forma que, as placas de
cultivo in vitro dos zigotos devem ser colocadas na estufa 2 horas anterior ao
seu uso.

Melhores taxas de sobrevivéncia embrionaria ao cultivo in vitro sao
alcangadas quando durante a transferéncia para as gotas contendo o meio
KSOM, os embrides passam por duas gotas sucessivas de meio KSOM, a fim
de retirar todo resquicio de meio M2 existente.

O procedimento cirurgico para inovular os zigotos requer muita atengao
e habilidade. Uma vez que o sangramento é extremamente prejudicial pois
entope a pipeta de transferéncia e dificulta a visualizagcdo do infundibulo,
durante a abertura da cavidade abdominal e, o rompimento da bolsa ovariana
deve-se evitar o rompimento de vasos sanguineos que irrigam a regido. Assim,
evita-se perdas desnecessarias que inviabilizam todo o procedimento e
resultados alcancados. Gestacdes foram alcancadas quando esses cuidados

foram efetuados.
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6.2.GENOTIPAGEM E FENOTIPAGEM DOS FILHOTES

A tabela 5 sumariza o niumero de animais nascidos em funcao dos

diferentes promotores utilizados para direcionar a expressédo do gene GPF.

Tabela 5: Nomero de animais nascidos ap6s a microinje¢ao sub-zonal sob
o controle de diferentes promotores.

Promotores Numero de animais nascidos
Ubiquitina-C 18
Alfa miosina cardiaca 7
Fmtie 6
Total 31

Subsequente aos vinte e um dias de desmame, amostras de cauda dos
animais foram utilizadas para extracdo de DNA e genotipagem por PCR. Foram
obtidas na corrida eletroforética dos produtos de amplificacdo bandas visiveis a

luz ultra-violeta em algumas amostras, conforme demonstrado na figura 18.
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Figura 18: Revelacao do gel de agarose a 2%, resultante da amplificagao
do DNA por PCR convencional, de 09 animais para verificar a integragcao
do GFP no genoma. Animais testados quanto a insergédo do transgene GFP: 1,
2, 3,4, 8,9, 10, 11 e 12. Animais controles negativo (C57BIl/6 selvagem) e
positivo (C57BI/6 GFP), respectivamente: 5 e 6. Brancos: 7 e 13.
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Conforme demonstrado, 6 animais (1, 2, 3, 4, 8 e 10) apresentaram
integrados randomicamente em seu genoma o gene eGFP, com distintos
numeros de copias de integragdo. Entretanto, quando os mesmos foram
submetidos a fenotipagem para verificar o padrao de expressao dos mesmos,
nao foi evidenciada expressdo da GFP em nenhum dos animais Fundadores.

Esses resultados se repetiram em todos os vinte e dois animais (72%)

que apresentavam bandas resultantes da genotipagem (Tabela 6).

Tabela 6: Numero de animais genotipados positivos para GFP em fungao
dos diferentes promotores.

Numero de animais positivos para

Promotores GFP
Ubiquitina-C 12 (18)
Alfa miosina cardiaca 6 (7)
Fmtie 4 (6)
Total 22 (31)

O numero de embrides submetidos a microinje¢ao subzonal em fungao
dos distintos promotores utilizados estdo sumarizados na tabela 7. Nao foi
evidenciado nenhuma diferenga significativa entre os parédmetros analisados

nesta tabela.

Tabela 7: Numero de embriées microinjetados em fungao dos diferentes
promotores.

Promotores NUmero de embriées microinjetados
Ubiquitina-C 681

Alfa miosina cardiaca 537

Fmtie 405

Total 1623
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7 DISCUSSAO

A resposta das fémeas ao tratamento superovulatério € muito variavel
entre os individuos (KAGABU & UMEZU, 2006). No presente estudo, n&o foram
observadas diferengas significativas entre as linhagens confrontadas,
visualizados especialmente no largo desvio-padrdo das médias obtidas.
Similares resultados quanto a variacdo a resposta ao tratamento
superovulatério em camundongas, foram encontrados por Maffili e
colaboradores (2003). Isso influencia diretamente na qualidade dos embrides
coletados e, subsequentemente, na viabilidade dos mesmos na geracdo de
organismos geneticamente modificados.

Outro fator que interfere nos resultados alcangados para gerar animais
transgénicos € a escolha da linhagem de camundongo a ser utilizada
(HAZZARD, 1991). O grau de expressao e a detecgdo do transgene pode
diferenciar significamente em virtude das caracteristicas genéticas da mesma,
se homozigota, heterozigota ou hibrida.

A linhagem hibrida F1 C57BI/6 x BALB/c apresentou, nesse estudo,
uma tendéncia a melhores resultados em detrimento da linhagem isogénica
C57BI/6, especialmente quanto a viabilidade dos embrides a microinjecao e
implantacédo no utero. Este resultado também verificado em um estudo por
Manasterky e Geistfeld, em 2002, onde os embrides hibridos, resultante do
cruzamento de linhagens isogénicas — C57Bl/6 X SJL, C57BI/6 X DBA2,
C57BIl/6 X C3H e, C57BI/6 X CBA — apresentaram melhores caracteristicas,
como alta taxa de sobrevivéncia embrionaria in vitro e in vivo e taxas

relativamente altas de integragéo e retencao do transgene.
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Brinster e colaboradores em 1985, ao analisar os fatores que afetam a
eficiéncia de integracdo do transgene em zigotos de camundongos
microinjetados, concluiram que as linhagens hibridas devem ser escolhidas
para gerar embrides para a microinjecao.

Devido a natureza randdémica da insercdo do transgene apos a
microinjegdo dos vetores lentivirais no espago perivitelino dos zigotos, cada
Fundador resultante contém o transgene inserido em diferentes sitios em seu
genoma. Este efeito de posicdo pode profundamente afetar a expressédo do
transgene e dos genes enddgenos, sob os quais elementos regulatérios
poderiam ter sido interrompidos por um evento de inser¢cao (ZEISS, 2004). O
transgene geralmente integra em disposi¢ao linear, resultando em variaveis
niveis de expressao do gene. Além disso, o sitio de integracdo cromossomal
pode afetar a fungao regulatéria do elemento transcricional com o “construct” e,
por conseguinte, a integragao aleatéria, pode interromper genes enddgenos
(mutagénese insercional), mudando o padrdo de metilagdo do DNA do
hospedeiro que, por conseguinte, altera as interagcbes DNA-proteina e, interferir
coma correta ativagcao de genes durante o desenvolvimento embrionario —
silenciamento génico (JAHNER & JAENISCH, 1985). Essas afirmativas podem
explicar a auséncia de expressdao do GFP nos 22 animais que apresentavam o
transgene integrado em seu material genético.

Por conseguinte, na transferéncia de genes mediada por virus, o
numero de provirus integrados ao genoma varia substancialmente de animal
para animal. Isso é devido a dificuldade em controlar o volume de virus
injetados no espago subzonal. Isso estd de acordo com os nossos resultados,

nos quais verificou-se uma elevada variagdo do numero de cépias inseridas
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entre 0s animais genotipados. Lois e colaboradores (2002) verificaram que o
locus especifico no genoma em que um provirus € integrado afeta a atividade
transcripcional de alguns transgenes derivados por este método. A expressao
do GFP em animais com um unico sitio de integragdo, ndo era observada por
visualizagado direta, porém somente detectada por Western Blot em alguns
poucos tecidos (cérebro e testiculos), em detrimento de outros (coragao,
pulmdes, rim, figado, musculo esquelético e bago).

Estudando o impacto da expressédo da proteina fluorescente verde no
desenvolvimento embrionario de camundongos cultivados in vitro apds a
transgenia para expressdo adicional da referida proteina, Devgan e
colaboradores (2004), observaram que os embrides com baixo nivel de
expressao do GFP mostraram maximo desenvolvimento embrionario, em
contraste com o pobre desenvolvimento embrionario para blastocistos dos
embrides que apresentavam alto nivel de expressao da proteina. O baixo
desenvolvimento embriondrio para blastocistos foi atribuido a alguma
mutagénese adicional ou a repressdao de algum gene essencial ao
desenvolvimento embrionario endégeno, devido a hiperexpressdao do
transgene, assim como a maior vulnerabilidade dos embrides no estagio de
pré-implantacdo a uma possivel embriotoxicidade devida a hiperexpressao do
GFP. E possivel que esses achados expliquem as elevadas taxas de
desenvolvimento in vitro e in vivo dos embrides hibridos que resultaram em
animais com o transgene integrado, entretanto sem expressao.

Por conseguinte, no mesmo estudo, os autores atribuiram que o alto
numero de cépias do GFP em um unico locus no genoma poderia ser

responsavel pelo silenciamento génico induzido pela repeticdo. As multiplas
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integracbes do DNA do provirus também influenciam de forma substancial a
expressao do transgene que ele carreia (IKAWA et al., 2003).

Ao cultivar os zigotos microinjetados, a fim de verificar a viabilidade in
vitro dos mesmos e, quantificar a porcentagem de animais positivos a
expressao da proteina fluorescente verde nos estagios embrionarios
subsequente ao desenvolvimento celular, foi evidenciado que os zigotos n&o
entravam em divisao celular. Esse fenbmeno é descrito na literatura por
bloqueio celular, ou “2-cell block in vitro” e, coincide com as modificacbes na
sintese de RNA mensageiro, sugerindo que em camundongos, até o final do
estagio de 2 células, o embridao esta sob controle materno. O cultivo, entéo,
provoca deficiéncias no citoplasma do zigoto n&o permitindo o seu
desenvolvimento até os estagios subsequentes do desenvolvimento
embrionario. Assim, os zigotos microinjetados foram apés um curto periodo de
cultura, foram diretamente inovulados em fémeas pseudoprenhas a fim de nao
terem seu ciclo celular bloqueado.

Ha todavia a possibilidade desses vetores provenientes do Instituto do
Coracgao terem sofrido alguma alteragéo ou degeneragao durante o transporte,
armazenagem, assim como apresentarem algum fator intrinseco ou extrinseco
que inviabilizou o processo de obtencdo dos animais expressando o transgene.

Em virtude da potencialidade que esses animais podem fornecer para
os estudos com transplante de células, como marcadores, especialmente na
terapia celular, estudos subseqlentes serdo desenvolvidos, principalmente do
que diz respeito ao treinamento para que as técnicas de desenvolvimento de
vetores lentivirais ou outras metodologias de transgénese sejam implantadas

em nossa instituicao.
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8 CONCLUSOES

A linhagem hibrida, F1 C57BI/6 x BALB/c, apresentou uma tendéncia
superior a resposta superovulatoria, ao numero médio de estruturas
coletadas por fémea superovulada e, ao numero médio de estruturas
coletadas por fémea que respondeu ao tratamento superovulatério quando
comparada a linhagem isogénica C57BI/6.

As fémeas F1 apresentaram uma tendéncia a superioridade no tocante a
obtencio de embrides viaveis apds a microinjecao.

Linhagens hibridas devem ser priorizadas como doadoras dos embrides
para gerar camundongos transgénicos.

A microinjecdo subzonal de vetores lentivirais contendo o gene reporter
para GFP, sob controle de diferentes promotores, gerou animais portando o
transgene inserido randémicamente em seu genoma, entretanto sem

expressao da proteina marcadora nos tecidos.
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