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O novo incomoda

Por qué?

Porque desafia

Mas, queiram ou nao, 0 novo sempre vem.

E, para nossa felicidade o novo geralmente vence

E, quando o novo vence, a maquina do tempo gira melhor

O novo é belo porque nos muda, nos leva a hovas estacoes.

O novo nos torna pessoas melhores porque nos torna novas pessoas
E assim como os sonhos, 0 novo nao envelhece

O novo é lindo!



RESUMO

MILAZZOTTO, M.P. Uso de vetor lentiviral carreando shRNA para knockdown do
gene da miostatina na producao in vitro de embrides transgénicos em bovinos.
101f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

Atualmente, o setor pecuério visa principalmente o aumento da eficiéncia dos
caracteres de producao como, por exemplo, o ganho de peso. A miostatina é descrita
como uma proteina de regulagdo negativa do crescimento do musculo esquelético e a
sua manipulacado genética, com a consequente producdo de animais com musculatura
dupla e capazes de transmiti-la a progénie, possibilita seu emprego na produgao
animal. Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a expressdo do gene da
miostatina em musculatura esquelética de fetos bovinos da raca Nelore em diferentes
idades gestacionais; a inibicdo da miostatina pela técnica de shRNA mediada por
vetores lentivirais em cultivos de mioblastos murinos e a viabilidade da producgao in vitro
de embrides bovinos geneticamente modificados, empregando o shRNA mediado por
vetores lentivirais. A andlise da expressdao do gene da miostatina na musculatura
esquelética fetal foi realizada por RT-PCR semiquantitativa. Para inibicdo da miostatina
em mioblastos e embrides, foi produzido vetor lentiviral carreador do gene da green
fluorescent protein (GFP) sob controle do promotor da ubiquitina C e do shRNA para
inibicdo do gene da miostatina sob controle do promotor U6. A eficiéncia do vetor foi
avaliada in vitro em mioblastos murinos (linhagem C2C12) por meio da morfologia
celular apés sua diferenciacéo e por PCR em tempo real. Para a producao de embrides
transgénicos, o6citos bovinos foram maturados in vitro e apds a remocao das células do

cumulus, lentivirus carreando o vetor de expressado foram microinjetados no espaco



perivitelinico (2,5x10°UI/mL). Odcitos maturos ndo microinjetados foram empregados
como controle. Apds a microinjecao, os odcitos foram fecundados e cultivados in vitro.
Ap6s 4 dias de cultivo, os embrides foram avaliados por microscopia de
epifluorescéncia, sendo considerados positivos para a expressao do vetor os que
emitiram fluorescéncia verde. Os resultados demonstraram maior expressdo da
miostatina nas primeiras fases da gestacado (60-120 dias). Ainda, o vetor foi capaz de
inibir o RNAm da miostatina em células C2C12, pois houve menor formagcao de
miotubulos no grupo transduzido quando comparado ao controle. A PCR em tempo real
indicou que ap6s 72 horas de diferenciacao houve tendéncia a reducao da quantidade
do RNAm da miostatina. Em relacdo ao total de embrides microinjetados, 96,9+0,34%
clivaram (62/65), 80,24+4,38% (51/65) emitiram fluorescéncia verde e 50,95+3,37%
(29/65) atingiram o estadio de blastocisto. Apos a ecloséo, 3,07% (2/65) continuaram
emitindo fluorescéncia. Para o grupo controle, 93,81+0,68% (61/65) clivaram,
38,34+2,36 (25/65) atingiram o estadio de blastocisto e nenhum emitiu fluorescéncia
verde. Pode-se concluir que a musculatura esquelética de fetos bovinos da raca Nelore
apresenta pico de expressao de miostatina entre 60 e 120 dias de gestacao. Os vetores
lentivirais carreando shRNA sao eficientes para knockdown do gene da miostatina e,
portanto, s&o uma opg¢ao inovadora para producao de embrides bovinos transgénicos e

animais com fen6tipo de musculatura dupla.

Palavras-chave: short hairpin RNA (shRNA), miostatina, musculatura dupla,

transgenia, bovino



ABSTRACT

MILAZZOTTO, M.P. Myostatin gene knockdown through lentiviral mediated
delivery of shRNA for in vitro production of transgenic bovine embryos. 101f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2006.

Nowadays, the main goal of husbandry and beef cattle production is to enhance
performance rates as, for example, weight gain. Myostatin is referred as a negative
regulator of the skeletal muscle growth. Genetic engineering of such character in order
to gender double muscling animals that can transmit to future progeny will provide its
usefulness. In this context, the present research aimed to analyze myostatin gene
expression in fetal skeletal muscle of Nelore bovine breed along gestation; myostatin
inhibition through lentiviral mediated delivery of shRNA in mouse myoblasts culture and
the feasibility of the lentiviral mediated delivery of shRNA into in vitro produced
transgenic bovine embryos. Myostatin gene expression analysis in fetal skeletal muscle
was performed through semiquantitative RT-PCR. In order to knockdown myostatin in
cell and embryo culture, a lentiviral vector was inserted by ubiquitin C promoter-driven
GFP gene (green fluorescent protein) and shRNA to supress myostatin gene expression
driven by the U6 promoter. Vector efficiency was verified through in vitro murine
myoblast (C2C12) cell morphology after inductive differentiation and by means of real
time PCR. Later, bovine oocytes were matured in vitro and the lentiviral vector was
microinjected into the oocyte perivitelline space (2.5x10°Ul/mL) after cumulus cell
removal. Non microinjected mature oocytes were considered as control. After infection,
oocytes were fertilized and cultured in vitro. After 4 days of culture, embryos were

evaluated by epifluorescence microscopy. The GFP-positive embryos were green under



fluorescence. Results demonstrated a higher fetal myostatin expression during the initial
phases of pregnancy (60-120 days). Moreover, the vector was able to inhibit myostatin
mRNA in C2C12 cells as the transducted group progressed less to myotubule than
control. A less amount of mRNA after 72 hours of differentiation was indicated as a
tendency by Real Time PCR. In relation to the transgenic embryos, 96.9+0.34%
developed to clivage (62/65), 80.24+4.38% were GFP-positive (51/65) and 50.95+3.37%
(26/65) achieved blastocyst stage. After eclosion, 3.07% (2/65) of GFP-positive embryos
maintained fluorescent. In relation to control group, clivage rate was 93.81+0.68%
(61/65); blastocyst rate 38.34+2.36 (25/65) and none were fluorescent. In conclusion,
there was a peak of myostatin expression in Nelore fetal muscle during the 60-120"
days of pregnancy. In addition, myostatin gene knockdown was effectively performed by
lentiviral vector mediated delivery of shRNA. Thus, this technique can be considered a

novel option for the production of transgenic embryos and double muscling animals.

Keywords: short hairpin RNA (shRNA), myostatin, double muscle, transgenic, bovine
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1 INTRODUGCAO

Animais geneticamente modificados sado definidos como aqueles que
apresentam DNA de origem exdgena, introduzido por manipulacdo genética
(JACENKO, 1997). Apesar dos primeiros experimentos terem sido conduzidos em ratos,
durante os ultimos 15 anos, os estudos tém sido voltados para animais de interesse
zootécnico, com o intuito de aumentar a producao animal (PINKERT; MURRAY, 1999).

Para geracdo destes animais, sdo utilizadas trés metodologias principais:
injecdo de DNA exdgeno em pronucleos de zigotos; producdo de quimeras por
modificacdo de células-tronco embrionarias e, mais recentemente, transferéncia nuclear
(TN). Para esta ultima, fibroblastos cultivados in vitro sdo modificados geneticamente e
posteriormente fundidos com oécitos receptores enucleados (McCREATH et al., 2000).
Apesar do aumento da eficiéncia da transgenia e da diminuicdo do tempo para
producdo do animal (STICE; RZUCIDLO, 2001), a TN associada a célula somatica
geneticamente modificada apresenta como desvantagem a baixa eficiéncia de producao
de embrides (COLMAN, 2000).

Recentemente, 0 emprego de vetores virais para introdugdo do transgene
tem tornado o processo mais eficiente (GOJO et al., 2002). A possibilidade do uso
direto em células germinativas e/ou embrionarias com excelentes resultados faz dos
vetores virais alvo de diversos estudos (JAENISCH, 1976; CHAN et al., 1998; CABOT
et al.,, 2001; TISCORNIA et al., 2003; HOFMANN et al., 2004). Outra vantagem é a
possibilidade de transduzir com eficiéncia vetores para o knockdown de genes pela
técnica de RNA de interferéncia (TISCORNIA et al., 2003; STEWART et al., 2003). Até
0 momento, a grande maioria dos trabalhos envolvendo modulagao génica é realizada

em camundongos, devido a dificuldade de se produzir animais knockout em outras
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espécies, as quais apresentam menor disponibilidade de linhagens de células-tronco
embrionarias.

Além de permitir o estudo da funcdo de genes especificos, o knockdown
promovido pelos RNAs de interferéncia (RNAIi) permite que caracteristicas indesejaveis
que possam acompanhar fenétipos de interesse induzidos pelo bloqueio da expressao
de genes especificos sejam atenuadas pela inibicao parcial da expressao.

A miostatina é reguladora negativa do crescimento do musculo esquelético e
age regulando a diferenciagdo muscular pela inibicdo da proliferagdo dos mioblastos,
que sao as células precursoras dos musculos (RIOS et al., 2002). Mutagdes no gene da
miostatina sao descritas como responsaveis pelo fendétipo de musculatura dupla,
descritas na natureza apenas em algumas racas de bovinos, além de um caso em
humano (GROBET et al., 1998; CATIPOVIC, 2004). A reproducao deste fendtipo em
laboratério, resultando em animais com auséncia da formagédo da miostatina funcional e
consequente aumento do tamanho e do numero de fibras musculares, ja foi descrita em
camundongos (MCPHERRON et al., 1997). No fenétipo de musculatura dupla em
bovinos, ha falha no controle do ciclo das células precursoras do musculo, devido ao
bloqueio da sintese desta proteina (SMITH et al., 1994; THOMAS et al., 2000). O
aumento da proliferacdo dos mioblastos em animais de producédo, como na raca Nelore,
pelo blogueio da miostatina resultaria em maior desenvolvimento muscular e
consequentemente maior ganho de peso.

Em funcdo da indisponibilidade de cultivos de células-tronco embrionarias
bovinas, somada a ineficiéncia da técnica de knockout em células somaticas para uso
em TN (DAl et al., 2002; LAI et al., 2002) e a menor eficiéncia reprodutiva dos animais
com bloqueio da miostatina (POTTS et al., 2003), fazem dessa proteina uma candidata
a modulacao via RNA de interferéncia, visando a producao de bovinos transgénicos

com aumento de muscultatura.
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2 HIPOTESE

A manipulacdo genética baseada na tecnologia de shRNA mediada por vetor
lentiviral é efetiva para produgédo de embrides de bovinos geneticamente modificados

com inibigdo do RNAm da miostatina, visando o aumento da musculatura dos animais.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos avaliar:

1) a expressao do gene da miostatina em musculatura esquelética de fetos
bovinos da raca Nelore em diferentes idades gestacionais.

2) o bloqueio da miostatina pela técnica de shRNA mediada por vetores
lentivirais em cultivo de mioblastos murinos.

3) a viabilidade da técnica de shRNA mediada por vetores lentivirais na

producao in vitro de embrides bovinos geneticamente modificados.
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4 REVISAO DE LITERATURA

O setor pecuario visa 0 aumento da producao, tendo como objetivo ampliar o
namero de animais, bem como a eficiéncia tanto na producao quanto na reproducao
(CUNNINGHAN, 1999). Entre as espécies domésticas de interesse zootécnico, 0s
bovinos tém atraido grande atencao da pesquisa, que hoje € direcionada para a
producao, por apresentar grande apelo social e econémico.

A bovinocultura de corte no Brasil € uma atividade bastante difundida e de
grande alcance social. Estima-se que o Brasil possua 192 milhées de bovinos, sendo
um dos maiores exportadores de carne do mundo (FAO, 2005). Dentre estes animais,
80% do rebanho é representado por animais da raca Nelore (Bos primigenius indicus)
(www.abcz.org.br). A obtencdo de animais que apresentem superioridade em relagao
aos caracteres de produgcdo, como 0 ganho de peso pelo maior desenvolvimento
muscular, torna-se cada vez mais importante para a exploracdo zootécnica, sendo
promissor alvo de estudos de manipulagao génica (VAN REENEN et al., 2001).

Em bovinos, o desenvolvimento muscular esquelético ocorre a partir do
somito, estrutura derivada da mesoderme do embrido. A capacidade de formar
musculatura esquelética é propriedade Unica do somito e ocorre durante a
compartimentalizagdo embrionaria, sob controle de sinais dos tecidos adjacentes
(CHRIST; ORDAHL, 1995). Como em todos os tecidos do corpo, as células musculares
esqueléticas iniciam-se como células precursoras indiferenciadas. Estas células séo
moduladas por fatores de crescimento (IGFs, TGFs, FGFs) em estagios distintos de

diferenciagdo que determinam sua identidade final (KELVIN et al., 1989).
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Mioblastos primarios sdo as primeiras células musculares identificaveis, que
expressam fatores regulatérios de miogénese como MyoD e myf5, ambos identificados
nos somitos (SMITH et al., 1994). Os mioblastos proliferam-se durante a miogénese,
qguando iniciam a fase G1 do ciclo celular e sao estimuladas a formar miotdbulos. Esta
progressao e a parada do ciclo celular sdo controladas por ciclinas dependentes de
quinase e seus inibidores (CDK e CKI, respectivamente). Thomas et al. (2000)
descreveram que a CKI denominada p21cip1 age inibindo a ativacdo do complexo
ciclina/Cdk2 em mioblastos e controlam a transicdo G1-S e G2-M. Esta inativacao é
modulada pela miostatina. A acdo da miostatina estd associada a retirada do mioblasto
do ciclo proliferativo, aumentando a expressao de p21cip1 e diminuindo a expressao de
Cdk2, precedendo a formagao da fibra muscular (Figura 1). Assim, na presenca da
miostatina, o ciclo celular é interrompido. A parada do ciclo também envolve outros

fatores miogénicos regulatérios como MyoD e miogenina (OLDHAN et al., 2001).

. ciclina/Cdk2 . . Tp21cip1 | cak2 _

miosw

Figura 1 — Esquema Representativo da acdo da miostatina. Mioblastos proliferam-se pela
formacédo do complexo ciclina/Cdk2. A miostatina inibe a formagao deste complexo
pelo estimulo da sintese da CKI p21cip1 e diminuicdo da sintese de Cdk2,
ocasionando a retirada do mioblasto do ciclo proliferativo e posterior fusao.
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A miostatina € membro da familia dos fatores de crescimento transformantes
beta (TGF-beta) e expressa-se no musculo esquelético de vertebrados. O gene da
miostatina € expresso em linhagem de células musculares durante a embriogénese,
iniciando no miotomo dos somitos em desenvolvimento (MCPHERRON et al., 1997).
Em bovinos é composto de trés exons intercalados por dois introns. Os dois primeiros
exons sdo compostos de 506 e 374pb, respectivamente, enquanto o exon trés pode
variar de 1701, 1812 ou 1887pb devido a presenca de 3 sinais de poliadenilacdo
localizados a 1301, 1401 e 1477pb do stop cédon, o que resultaria em transcritos de
2581, 2692 e 2767, respectivamente. Os dois introns possuem 1840 e 2033pb,
respectivamente. O sitio de inicio da transcrigdo localiza-se 133pb acima do cddon de
iniciacao (JEANPLONG et al., 2001).

A seqliiéncia de aminoacidos desta proteina tem sido conservada ao longo da
evolugdo, incluindo sinal N-terminal, sitio de processamento proteolitico dibasico e logo
a seguir dominio C-terminal altamente conservado com 9 cisteinas (MCPHERRON;
LEE, 1997). A proteina existe como um grande complexo latente e quando ativa é um
homodimero de 26 kDa (MCPHERRON; LEE, 1997). A miostatina é um fator circulante
secretado pelas células musculares e sinaliza pela ativacao do receptor de ativina tipo
(ActRIIB) (MCPHERRON; LEE, 1997; LEE; MCPHERRON, 2001).

lgualmente a estrutura, a fungdo parece ser conservada, uma vez que
mutagdes no gene foram descritas como responsaveis pelo fendtipo de dupla
musculatura. Mc Pherron et al. (1997) descreveram em camundongos a presencga de
fator de crescimento/diferenciagcdo (GDF-8/miostatina) que funciona como regulador
negativo do crescimento do musculo esquelético. A auséncia da proteina funcional em

animais que apresentam mutagao neste gene propicia aumento de 2 a 3 vezes a massa
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muscular, fendtipo semelhante ao ocorrido em bovinos. A miostatina age regulando a
diferenciagdo miogénica por mecanismo autocrino, inibindo, dessa forma, a proliferagao
das células precursoras do musculo. Logo, na auséncia da proteina funcional, esta
inibicao estaria ausente (RIOS et al., 2002).

Em bovinos, a caracteristica de musculatura dupla foi primeiramente
relacionada com o locus mh onde se localiza o gene da miostatina, no cromossomo 2
(BTA2) 2911 (SMITH et al., 1997). Kambadur et al. (1997) relacionaram o locus mh com
0 gene da miostatina, demonstrando delecao de 11pb na regido codificante do gene em
bovinos da raca Belgian Blue e troca de G-A na mesma regido, causando a perda da
funcdo em Piemontés, ambos com fenétipo de musculatura dupla. Mc Pherron et al.
(1997) e Grobet et al. (1997) também confirmaram que a miostatina controla o
crescimento muscular pré-natal e estd relacionada com a manifestagdo da
caracteristica de musculatura dupla, o que foi demonstrado por estudos em animais
Belgian Blue e Piemontés. Esta delegcdo também foi descrita em bovinos da raga South
Devon por Smith et al. (2000). Em Piemontés, a mutagdo no exon 3 do gene da
miostatina resultou na troca da tirosina por cisteina na miostatina, fazendo com que
houvesse perda de fungdo. Em bovinos Piemontés, a presenca de um alelo inativo
resultou no aumento de 3,2+0,8kg no peso ao nascimento. Ao desmame, 0 aumento foi
de 24,5+8kg (CASAS et al., 1999). Assim como em camundongos, o0 aumento do
namero de fibras musculares em animais Belgian Blue ocorre pela proliferacéo
desregulada dos mioblastos (THOMAS et al., 2000). Sete mutacbes, sendo que cinco
que alteram a fungdo da miostatina, foram descritas por Grobet et al. (1998) em dez

diferentes racas de bovinos, as quais apresentam fenétipo de musculatura dupla
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(Belgian Blue, Blonde d'Aquitaine, Charolés, Gasconne, Limousin, Maine-Anjou,
Parthenaise, Asturiana, Rubia Gallega e Piemontés).

A expressao da miostatina ocorre preferencialmente durante a gestacao e é
mantida até a fase adulta (MCPHERRON et al., 1997; THOMAS et al., 2000).

Em bovinos, nos musculos biceps femural e semitendinoso, os altos niveis
de expressdao da miostatina sdo observados no primeiro dia pds-natal e reducao
gradativa do 8" ao 14’ dia. No muUsculo gastrocnémio, a expressao é maior no 8" do que
no 14" dia (JEANPLONG et al., 2001). No caso de animais com musculatura dupla, o
nivel de expressdao é aumentado, provavelmente devido a ndo producdo da proteina
funcional que resulta na perda de componente regulatério do sistema feed-back
(OLDHAM et al., 2001). Este componente pode ser a prépria miostatina como ocorre
em outros membros da familia do TGF-beta (KIM et al, 1990).

Em bovinos, durante a embriogénese, a diferenciagdo normal dos mioblastos
em miotUbulos primarios nos membros posteriores & iniciada no 39" dia de gestacio,
enquanto a diferenciagdo dos mioblastos tardios em miofibras secundéarias ocorre aos
90 dias (PICARD et al., 1995). No entanto, o numero total de fibras musculares
aumenta até os 240 dias de gestacao (ROBELIN et al., 1991). Em animais normais, a
expressdo de RNAm para miostatina € iniciada aos 29 dias de gestacao e tem aumento
significativo aos 31 dias (KAMBADUR et al., 1997). Nos membros posteriores, em
animais apresentando fendtipo de musculatura dupla, a expressdo da miostatina é
maior no momento da formacdo da fibra secundaria em relagdo aos animais de
musculatura normal, sugerindo ruptura do sistema feed-back. Ambos tiveram o pico
méaximo de expressdo aos 90 dias de gestacdo, no entanto animais com fendtipo

normal retornaram ao nivel mais baixo aos 120 dias, enquanto os animais com
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musculatura dupla somente aos 210 dias (OLDHAN et al, 2001). No entanto,
especificamente no musculo semitendinoso ndao houve diferenga significativa na
expressdo da miostatina a partir do 50° dia até o final da gestagdo (KAMBADUR et
al.,1997).

O fato de mutacdes no gene da miostatina resultar em bovinos viaveis e
férteis e com producao de carne de alta qualidade demonstra o potencial de producao
pelo aumento da massa muscular (Mc PHERRON; LEE, 1997). No entanto, Potts et al.
(2003) descreveram que embrides homozigotos para essa caracteristica apresentavam
taxas reduzidas de prenhez (0%) em relacao aos heterozigotos (65,38%). Assim, touros
Piemontés e Belgian Blue tém sido estudados como possiveis reprodutores terminais,
com o intuito de conferir vantagens produtivas a progénie heterozigota (BAKER; LUNT,
1990).

Apesar da denominacao de “musculatura dupla”, os animais que apresentam
esta caracteristica possuem o mesmo numero de musculos presentes nos animais
normais (ARNOLD et al., 2001). A impressdao de aumento da musculatura é enfatizada
pela diminuicdo visivel de gordura corporal. Animais Belgian Blue apresentando
fenodtipo de musculatura dupla, exibem maior proporcdo de musculo (22%, p<0,01) e
menor propor¢cdo de gordura (49%, p<0,01), principalmente no tecido gorduroso
subcutaneo (80%, p<0,05) quando comparados aos animais normais da mesma raca
(HOCQUETTE et al., 1999). A composicao total do corpo do animal de musculatura
dupla varia entre individuos, sexo e raca. A variagdo ocorre inclusive entre espécies
(HOCQUETTE et al.,, 1999 e MCPHERRON et al., 1997). Em geral, o fendtipo é
caracterizado por diminuicdo da proporcao éssea e de gordura e por aumento da

propor¢do muscular em relagdo aos animais convencionais. Em animais Piemontés,
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caracteristicas como maciez e fragmentagdo tiveram suas taxas aumentadas em
animais com um ou dois alelos inativos (WHEELER et al., 2001). Analise do musculo
semitendinoso de Belgian Blue com musculatura dupla apresentou duas vezes mais
células musculares do em que animais convencionais (WERGNER et al., 2000).

Esta hipertrofia muscular € uma condigéo hereditaria em bovinos, resultando
em aumento do numero de fibras musculares (hiperplasia), propiciando aumento de
massa muscular de 20 — 25% em rela¢ao aos individuos convencionais (Mc PHERRON;
LEE, 1997). Animais com musculatura dupla representam um modelo de agopecuaria
moderna, ou seja, carne mais magra, com caracteristicas de producao comparaveis, em
quantidade, a poucos animais (ARNOLD et al., 2001). Neste contexto, bovinos das
racas Belgian Blue e Piemontés vém sendo selecionados para fixagao da caracteristica
de musculatura dupla nos rebanhos (KAMBADUR et al.,1997).

A presenca do fendétipo de musculatura dupla foi descrita somente em
algumas ragas de bovinos (Belgian Blue, Blonde d’Aquitaine, Charolés, Gasconne,
Limousin, Maine-Anjou, Parthenaise, Asturiana, Rubia Gallega e Piemontés). Assim,
para a exploragdo zootécnica desta caracteristica em outras racas de maior
representatividade, faz-se necessaria a manipulacao genética desses animais para
induzir o bloqueio ou a diminuicdo da formagéo da proteina funcional da miostatina e
conseqliente aumento da massa muscular.

A caracteristica de musculatura dupla é descrita como “knockout natural”
nessas racas de bovinos (MCPHERRON; LEE, 1997; KAMBADUR et al., 1997;
GROBET et al., 1997). A geracao de animais de producgao resultantes de knockout de
determinado gene por recombinagdo homodloga em células somaticas e posterior

transferéncia nuclear ja foi descrita em ovinos e suinos. Dai et al. (2002) e Lai et al.
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(2002) descreveram o0 nascimento de cinco e quatro porcos, respectivamente,
produzidos por transferéncia de células contendo um dos alelos do gene da at,3-
galactosiltransferase interrompidos. Denning et al. (2001) descreveram o nascimento de
uma ovelha com delecdo do gene que codifica prions. No entanto, a obtengcdo de
células positivas € muito trabalhosa e as perdas embrionarias e fetais durante a
gestacao permanecem muito altas.

O bloqueio da miostatina ja foi induzido por Mc Pherron et al. (1997), em
experimento de knockout por recombinagcdo homoéloga em células-tronco embrionarias,
resultando em camundongos com auséncia da expressao do gene e conseqlente
fendtipo de aumento de tamanho e numero de fibras musculares. A modulagdo da
expressao do gene da miostatina, no entanto, parece ser mais vantajosa do ponto de
vista zootécnico do que sua completa exclusdo, tornando-se alvo em potencial para
desenvolvimento de tecnologias de silenciamento génico pds transcricional, em
particular, a interferéncia de RNA (RNAIi) (CLARK; WHITELAW, 2003).

RNAi é um processo celular de degradacdao do RNA mensageiro (RNAm)
apds sua ligacao a uma molécula de RNA complementar, utilizando-se para isso
mecanismo bioldgico pré-existente no organismo. Uma vez encontradas moléculas de
RNA fita dupla no citoplasma da célula, a endoribonuclease denominada DICER é
utilizada para cliva-lo gerando fragmentos de 21-25pb (small interference RNAs (siRNA)
(BERNSTEIN et al., 2001). Apés a clivagem, os fragmentos se ligam a proteina R2D2,
que fica presa a DICER. Uma RNA helicase abre o RNA fita dupla, permitindo a acéao
do complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced Silencing Complex -
RISC), que interagira com novas fitas de RNAm alvo, degradando-as (HAMMOND et

al., 2000) (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema representativo da degradacido do RNAm pelo processo de RNA de
interferéncia. Uma vez encontradas no citoplasma, moléculas de RNA fita dupla
sdo clivadas em fragmentos menores pela DICER e recrutam o RISC, que
interagira com o RNAm complementar, degradando-o.

Estudos demonstrando a eficiéncia deste processo tém sido amplamente
descritos em diversos tipos celulares, inclusive em células musculares esqueléticas.
Experimento de transfeccao destas células por eletroporacado de siRNAs para inibi¢cao
de luciferase ou GFP, juntamente com a transfeccdo de plasmideos para expressao
dessas proteinas resultaram na inibicao das mesmas por até 5 dias. O mesmo
resultado foi atingido com a transfecgao de moléculas de siRNA para o gene endégeno
GAPDH (KISHIDA et al., 2004). Estes resultados foram também descritos por Golzio et
al. (2005), que demonstraram a eficiéncia da metodologia in vivo com inibicdo por até

11 dias.
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Meng et al. (2002) descreveram a sintese de molécula de RNAIi capaz de
inibir eficientemente a formagdo da miostatina in vitro em cultivo de mioblastos de feto
de galinha. Ja Acosta et al. (2005) produziram peixe zebra (Danio rerio) exibindo
namero aumentado de fibras musculares esqueléticas ap6s a microinjecdo de
moléculas de dsRNA (RNA dupla fita) no embrido. No entanto, a interferéncia mostrou-
se dependente da quantidade de dsRNA injetado. Além disso, a produgcdo de animais
de musculatura dupla por efeito de moléculas de siRNA introduzidas por microinjecao
foi transiente, ou seja, ocorreu apenas enquanto essas moléculas estavam sendo
disponibilizadas.

Para utilizagao desta tecnologia em bovinos, é necessario o desenvolvimento
de vetores de siRNA que pudessem integrar-se ao genoma hospedeiro e induzir sintese
continua destas moléculas. Estas exigéncias se dao pelo fato deste gene ser expresso
majoritariamente durante o desenvolvimento fetal e 0 acesso a estes animais ser muito
dificil, além da grande quantidade de vetor a ser produzida para atingir todas as células.
A capacidade de transmitir tal caracteristica a progénie é desejavel, por isso a
importancia da incorporacao deste vetor ao genoma.

Para a sintese continua, moléculas de siRNA tém sido sintetizadas na forma
de pequenos grampos (short hairpin RNA — shRNA) que induzem o sistema RISC.
Estes shRNAs sao expressos nas células alvo a partir de uma molécula de DNA
inserida de maneira estavel no genoma sob controle de promotores constitutivos como
o U6 da RNA polimerase Il bovina (LAMBETH et al., 2005) e o U6 da RNA polimerase
[l humana (VAN DE WETERING et al., 2003).

A escolha do método de entrada do transgene na célula é um aspecto

fundamental para que ocorra a inser¢ao desta construgcao (promotor constitutivo + DNA
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para shRNA) no genoma da célula hospedeira. A uso de vetores virais (transdu¢ao)
parece ser o método mais eficiente (GOJO et al., 2002). Para a utilizacdo de vetores
virais, faz-se necessaria a delecao de regides genbmicas do virus dispensaveis para
essa integracao, possibilitando a introducédo de genes de interesse e, ao mesmo tempo,
impedindo a replicacdo no hospedeiro (GOJO et al., 2002). Para insercao estavel no
genoma hospedeiro, pode-se optar pelos retrovirus (ROE et al., 1993), adenovirus
associados (GRIMM et al., 2005) ou lentivirus (ABBAS-TERKI et al., 2002).

Os retrovirus sao utilizados em diversos estudos clinicos, sendo os primeiros
a serem empregados na terapia génica. Este vetor possui integragdo estavel no
genoma do hospedeiro (ROE et al., 1993). Os retrovirus possuem trés genes
essenciais: 0 gag que codifica proteinas estruturais, o pol que codifica a transcriptase
reversa/integrase e o env que codifica uma glicoproteina do envelope viral. Os
retrovirus também foram utilizados de modo pioneiro pela modificacdo de proteinas do
envelope, atingindo populacdes celulares diferentes. Esta vantagem os torna capazes
de transduzir inclusive células germinativas e embriondrias de diferentes espécies,
como a suina (CABOT et al.,, 2001), a bovina (CHAN et al., 1998) e a murina
(JAENISCH, 1976). No entanto, os vetores baseados em retrovirus apresentam
algumas desvantagens como a incapacidade para transduzir células que nao estao em
processo de divisdo, como as cerebrais, pulmonares e pancredticas, que nao se
dividem com tanta frequiéncia (ROE et al., 1993), além de possibilitar a formacao de
quimeras quando utilizados na produgéo de embrides.

Os lentivirus utilizam outra via para o transporte de material genético. O mais
conhecido desta familia é o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que faz parte da

familia dos retrovirus, mas que possui habilidade de transduzir também células que nao
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estejam em fase de divisdo (NALDINI et al., 1996). Esta propriedade dos lentivirus e,
em particular, do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), depende do
transporte ativo do genoma viral para o nucleo da célula infectada sem o requerimento
da quebra do envelope nuclear, que ocorre durante a divisdo celular (BUKRINSKY et
al., 1992). O transporte do genoma viral para o nucleo requer que o complexo de pré-
integracao (PIC) seja importado ativamente. A ligacao do PIC ao nucleo deve-se a acao
de diversos sinais de localizacao nuclear (NLS), presentes em varias proteinas do PIC,
incluindo antigeno de matriz (MA), integrase (IN) e proteina viral R (Vpr) (WHITTAKER
et al., 2000).

Hofmann et al. (2004) relataram a transdugao efetiva de vetores lentivirais
para expressao estavel da GFP em odcitos bovinos que foram posteriormente utilizados
para fecundacéao in vitro (FIV), gerando 83% de embrides fluorescentes. No mesmo
trabalho, fibroblastos adultos foram transduzidos e utilizados para transferéncia nuclear.
Apesar da menor eficiéncia da técnica de transferéncia nuclear em relagao a técnica de
FIV, a analise histologica mostrou que os tecidos dos animais eram idénticos,
resultando na expressao da GFP em todos os tecidos analisados, inclusive em células
de glandula mamaria e linhagem germinativa.

Stewart et al. (2003) demonstraram que os lentivirus sao efetivos em carrear
vetores de expressao estavel de RNA de interferéncia, inclusive em cultivo de células
primarias. Tiscornia et al. (2003) descreveram a expressao estavel do vetor de RNAI
mediado por lentivirus em embriées murinos para knockdown da GFP. Relataram que
0S animais apresentavam a expressao desta proteina mesmo apds o nascimento. Mais
recentemente, Golding et al. (2006) descreveram a expressao estavel de shRNAs para

inibicdo da proteina prion, via vetor lentiviral, em embrides bovinos e caprinos. Estes
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resultados demonstram fortes evidéncias da potencial utilizacdo desta técnica no
controle de doengas em animais de producao.

A associacdao destas metodologias pode resultar em maior eficiéncia na
producdo de organismos geneticamente modificados com o objetivo de diminuir a
producao de determinada proteina funcional. O bloqueio da miostatina, por ser o fator
determinante no fendtipo de musculatura dupla em bovinos, quando associado as
técnicas de RNAi e de transducdo por vetores lentivirais torna-se potencial alvo de

estudos na manipulacao genética de bovinos da raca Nelore.
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5 MATERIAL E METODO
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ETAPA |: ESTUDO DA EXPRESSAO DO GENE DA MIOSTATINA DURANTE O

DESENVOLVIMENTO FETAL EM BOVINOS DA RACA NELORE

5.1 Avaliacao da sintese de RNAm especifico para miostatina durante o

desenvolvimento fetal em bovinos da raca Nelore

5.1.1 Colheita do material e extracao do RNA total

Fetos bovinos da raca Nelore em diferentes estagios da gestacao (30, 60, 90,
120, 150, 180 e 210 dias, aproximadamente) foram colhidos em abatedouro, sendo
retirados fragmentos de aproximadamente 0,5cm® do musculo semitendinoso e

armazenados em nitrogénio liquido (Figura 3).

Figura 3 — Manipulagdo de feto bovio oriundo de abatedouro para obtenc&o de fragmentos de
tecido muscular para analise do RNAm

Cada fragmento de musculo foi macerado ainda congelado, sendo
adicionado 1ml do reagente TRIZOL® (Invitrogen, Califérnia, EUA) seguido de 200uL de
cloroférmio (Sigma, St Louis, EUA). A mistura foi homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 10 minutos, sendo centrifugada a 12.000g por 15 minutos a
4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo, adicionando isopropanol (Sigma, St

Louis, EUA) na proporcéo 1:1 e o sedimento lavado com 1mL de etanol 70% (Sigma, St
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Louis, EUA), seguido de centrifugacao a 14.000g por 5 minutos e secagem ao ar. Em
seguida, o sedimento foi ressuspendido em 50uL de &gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, St Louis, EUA) e quantificado o RNA total em

espectrofotbmetro.

5.1.2 Sintese da primeira fita de cDNA

Aos 2ug do RNA total (item 5.1.1) foi adicionado 1uL de oligo dT e a mistura
incubada por 70°C por 5 minutos e resfriada até 4°C. Para a reagéo de sintese da
primeira fita de cDNA foram adicionados 4ulL 5x First strand buffer; 2uL de 0,1 M DTT;
2uL de 10mM dNTP e agua DEPC qg.s.p. 19uL (Invitogen, Califérnia, EUA). Procedeu-se
a incubagao a 42°C por 1hora em termociclador, a adicdo de 1uL de Superscript I
(Invitrogen, Califérnia, EUA) e a incubagédo por 1 hora a 42°C, 15 minutos a 70°C e

resfriamento até 4°C.

5.1.3 Determinacao da fase exponencial de amplificacao do gene da miostatina e

da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - GAPDH (controle endégeno)

Os cDNAs (item 5.1.2) foram submetidos a amplificacdo do gene da
miostatina e da GAPDH com oligonucleotideos iniciadores desenhados a partir de

seqliéncias anteriormente depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov):
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MIORT1 5°CTCGAGGTGTTGCAGAGCTGGCTC3
miostatina
MIORT2 5’ GGAGACATCTTTGTAGGAGTAC?Z

GAPDH1 5"TTCCAGTATGATTCCACCCACG3’
GAPDH
GAPDH2 5 TAGTGAAGACCCCAGTGGACTC3’

As reacbes foram feitas em termociclador PTC-100 por 35 ciclos totais,
sendo retiradas amostras nos ciclos 18, 21, 24, 27, 30, 32 e 35 para determinagédo da
fase exponencial de amplificacdo. Apds a reacdo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% em TBE por 30 minutos a 100V, corado com
brometo de etideo e visualizado sobre luz ultravioleta. A intensidade das bandas para
determinagdo da fase exponencial foi analisada pelo software Image Quant TL. Os

experimentos foram realizados em duplicata.

5.1.4 Determinacao da expressao diferencial do gene da miostatina por PCR semi-

quantitativo

As reacdes foram feitas em termociclador PTC-100 por 30 ciclos para a
GAPDH e por 32 ciclos para a miostatina, conforme determinacdo prévia da fase
exponencial de amplificacao (item 5.1.3). As reagbes foram padronizadas contendo 5uL
de 10x PCR buffer; 2,5mM de cada dNTP; 1,5mM de MgCly; 1U de Tag DNA
polimerase; 20pmol de cada oligonucleotideo iniciador e 2uL do cDNA (item 5.1.2). O
ciclo para ambos amplicons consistiu de 95°C por 1 minuto, 30 ou 32 ciclos de 95°C por
30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Apds a reacao, as amostras

foram submetidas a eletroforese em gel agarose 1% em TBE por 30 minutos a 100V,
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corado com brometo de etideo e visualizado sobre luz ultravioleta. A intensidade das
bandas para determinacédo da expressao diferencial da miostatina e da GAPDH para
verificar a quantidade de RNA presente nas reacdes foi analisada pelo software Image

Quant TL. Os experimentos foram realizados em duplicata.

ETAPA I: PRODUCAO DE EMBRIAO BOVINO TRANSGENICO PARA

MUSCULATURA DUPLA PELA TECNICA DE RNA DE INTERFERENCIA
5.2 Construcao do vetor para interferéncia de RNA
5.2.1 Desenho do siRNA

O siRNA foi construido com base na seqiéncia anteriormente depositada no
GeneBank para o cDNA da miostatina de bovino analisada pelo aplicativo Débora
(Pereira, 2005) e sintetizado de acordo com o protocolo descrito para construgdo de
vetores para siRNA pSilencer™ 2.1-U6 neo (Ambion, Austin, EUA). A estrutura
consistiu em sequéncia de 65 bases (fita shRNA1), sendo 21 nucleotideos da
sequéncia do RNAm alvo, uma seqiiéncia complementar a esta sequéncia e uma
seqléncia intercalante com a fungédo de formar uma alga entre as duas, resultando na
estrutura de shRNA (Figura 4). Nas duas extremidades foram inseridos sitios de
enzimas de restricdo (Bam HI e Hind lll) para facilitar a clonagem no plasmideo

pSilencer 2.1 U6neo.
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Figura 4 — Representacido esquematica da estrutura do vetor, com a presenca das regides de
corte das enzimas de restricdo utilizadas nos experimentos de clonagem (A) e da
provavel estrutura do shRNA (B).

A fita complementar a fita simples (fita shRNA2) foi desenhada, sintetizada e
anelada para formar fita dupla de DNA a ser clonada no vetor. A reagéo de anelamento
foi conduzida com 2uL da fita siRNA 1 (1ug/uL); 2uL da fita SiRNA 2 (1ug/ulL) e 46uL do
DNA annealing solution (fornecida pelo fabricante). A mistura foi posteriomente

incubada por 3 minutos a 90 ‘C, seguida por 1h a 37 °C.

5.2.2 Clonagem do vetor para shRNA no plasmideo pSilencer™ 2.1-U6 neo

Das sequéncias aneladas no item 5.2.1, 8ng foram ligados ao vetor

pSilencer™ 2.1-U6 neo. Para isso, 1uL do siRNA (8ng/uL); 1uL da solucdo 70x T4 DNA
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ligase buffer; 1TuL da T4 DNA ligase; 1uL do vetor pSilencer e 6uL de agua ultra pura

foram misturados e incubados por 16 horas a 16 ‘C.

5.2.3 Transformacao bacteriana, isolamento das colbnias resistentes e extracao

do DNA plasmidial

As bactérias DH50. competentes (F'phi80d/acZ delta(lacZYA-argF)U169
deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk-, m k+) phoA supE44 lambda-thi-1 gyrA96 relA1/F'
proAB+ laclqZdeltaM15 Tn10(tetr) foram adicionados 10uL da reacdo de ligacao,
permanecendo por 20 minutos no gelo, 50 segundos a 42 °C e rapidamente retornadas
ao gelo. A mistura foram adicionados 100uL de meio de cultivo LB (Anexo D) e
deixados por 90 minutos a 37 “C. Apds esse periodo, as bactérias foram espalhadas
sobre placas de Petri contendo 50mL do meio LB-agar (Anexo E) contendo 10ug/mL de
ampicilina.

As colbnias resistentes a ampicilina foram colhidas com alga de platina
estéril, imediatamente inoculadas em 2mL do meio LB (Anexo D) contendo 10ug/mL de
ampicilina e mantidas em estufa a 37 “C por 16 horas sob agitacéo leve.

As culturas foram centrifugadas por 1 minuto a 140009 para retirada do meio
LB. As bactérias foram ressuspendidas em 100uL da solucao | (25mM Tris/HCI pH8,0;
10mM EDTA; 50mM glicose) e, em seguida, adicionadas de 200uL da solucao Il (0,2N
NaOH, 1%SDS) e misturadas por inversao. A mistura foi deixada 3 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, adicionados 150uL de Acetato de Sdédio 3M,
misturada por inversao, deixada por 30 minutos em gelo e centrifugada por 5 minutos a

14000g. O sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno estéril com
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capacidade de 1,5mL. Foi adicionado 1mL de Etanol 95% e a mistura centrifugada por
15 minutos a 14000g. O liquido foi removido por inversao do tubo e o sedimento lavado

com 1mL de Etanol 70%, seco ao ar e ressuspendido em 100uL de agua deionizada.
5.2.4 Digestao do DNA plasmidial

Cada amostra de DNA foi submetida a digestdo com enzima de restricao
BamHlI e Hindlll para liberagao do inserto do shRNA e verificagdo da entrada ou ndo no

plasmideo.
5.2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
em tampado TBE por 4 horas. Posteriormente os géis foram fixados (Anexo F), corados
com nitrato de prata (Anexo G) e revelados (Anexo H) até o surgimento das bandas,
quando foram retornados a solucao fixadora. Apos a fixacao, os géis foram visualizados

sobre luz branca e fotografados.

5.3 Construcao do vetor lentiviral

Foram utilizados neste experimento vetores lentivirais de empacotamento,
envelope e transferéncia'. A representacdo esquematica de cada um dos vetores
encontra-se na Figura 5.

Para posterior checagem da insercao estavel do vetor de transferéncia nas
células, foi inserido o gene da GFP sob controle do promotor da ubiquitina em sua

estrutura.
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Figura 5 — A) Representacdo esquematica da porcao relevante do pro-virus do HIV e dos
quatros plasmideos para geragao do vetor lentiviral. Estdo indicados o sitio doador
de splicing (SD) e o sinal de encapsidacdo (V). B) Nos plasmideos de
empacotamento, foram retirados os genes que conferem a infectividade in vivo do
virus. C) No plasmideo de envelope, a regido codificante do VSV G esta
flanqueada pelo promotor do CMV e um sitio poliA. D) No vetor de transferéncia, é
utilizado o promotor da ubiquitina para direcionar a expressdo do gene da GFP.
Adaptado de Dull et al. (1998)

'~ Clones cedidos pelo Prof Dr. Bryan Eric Strauss/ Instituto do Coracéo — Faculdade de Medicina da USP — Séo Paulo/ SP.
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5.3.1 Transformacao bacteriana, isolamento das colénias resistentes e extracao

do DNA plasmidial

Cada um dos vetores (empacotamento, envelope e transferéncia) foi
adicionado as bactérias DH50 competentes que foram transformadas conforme descrito
no item 5.2.3. As colbnias resistentes a ampicilina foram selecionadas e acrescidas de
250mL do meio LB contendo ampicilina conforme descrito no item 5.2.3. A extracao do
DNA plasmidial foi realizada com o kit EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden,

Alemanha), seguindo as orientacdes do fabricante e quantificado em espectofotémetro.

5.3.2 Construcao do vetor lentiviral para insercao estavel do shRNA

Para insercdo estavel nas células, o shRNA foi clonado em vetor de
transferéncia lentiviral (Figura 5D) para posterior construcao de particulas virais. Para a
insergao do fragmento de shRNA no vetor de transferéncia lentiviral, foi necessaria a
amplificagédo da regiao do shRNA + promotor U6 com oligonucleotideos iniciadores que
a flanqueavam. Estes oligonucleotideos iniciadores foram desenhados contendo em
suas extremidades sitios para a enzima Pac |, para posterior clonagem.

O fragmento da regiao do shRNA + promotor U6 + sitios flanqueadores de
Pac | foi amplificado com oligonucleotideos especificos e desenhados com base na
sequéncia do plasmideo pSilencer 2.1 U6 neo, disponibilizada pelo fabricante. O
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE

por 1 hora a 100V, corado com brometo de etideo e visualizado sobre luz ultravioleta.
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O vetor foi construido pela digestdo do vetor de transferéncia lentiviral e do
produto amplificado com 1U da enzima Pac | em tampéao (10mM Bis Tris Propano-HClI,
10mM MgCl,, 1mM DTT, pH7.0) por 4 horas a 37 °C. Apo6s a digestdo, ambos
fragmentos foram unidos com a enzima T4 DNA ligase (Promega, Madison, EUA) a
25 °C por 1 hora na proporgao 3:1 (20ng de inserto:100 ng de fragmento) para obtengao

do vetor de transferéncia completo conforme Figura 6.

CMVILTR
| Promotor | | oipp Promotordal | rerp || an
RRE g SIRNASIT Upiquitina | (IRECEE | WRESH L TR
defectiva
Pac | Pac |

SD 1{;

SA

Figura 6 - Representacdo esquematica do plasmideo de transferéncia para gerar o vetor
lentiviral. No vetor, o promotor U6 é utilizado para direcionar a expressdo do
shRNA e o promotor da ubiquitina para direcionar a expressao do gene da GFP.

5.3.3 Transformacao bacteriana, isolamento das colénias resistentes e extracao

do DNA plasmidial.

Bactérias DH5a competentes foram transformadas com vetor de
transferéncia e as colbnias resistentes a ampicilina foram isoladas e crescidas em
250mL de meio LB contendo ampicilina conforme item 5.3.1. O DNA plasmidial foi

extraido conforme item 5.3.1.
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5.3.4 Digestao do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi digerido com as enzimas de restricao Pac | ou EcoRl ou
BamHI/Hindlll para liberar o fragmento inserido e verificar os clones positivos. Uma vez
determinados, um deles foi selecionado aleatoriamente e inoculado em 250mL do meio
LB 1,5x contendo 10ug/mL de ampicilina e mantido em estufa a 37 °C. Apds 16 horas, o

DNA plasmidial foi extraido conforme item 5.3.1.

5.4 Formacao das particulas virais

As particulas virais foram produzidas em etapas.

5.4.1 Semeadura e transfeccao das células A293T (célula renal humana) com

vetores lentivirais

Foram plaqueadas 5 x 10° células A293T em placa de 6¢cm contendo 4mL do
meio de cultura (Anexo I). Ao atingirem 70-85% de confluéncia, o meio de cultura foi
adicionado de 25uM cloroquina. Paralelamente, em tubo de polipropileno de 5mL foram
adicionados 5ug de cada um dos dois vetores de empacotamento, 3ug do vetor de
transferéncia, 2ug do vetor de envelope e 61uL de CaCl, (2M), homogeneizando a
mistura. Ao tubo foram adicionados 430uL de agua deionizada e 500uL de HBS 2x (pH
7,0), borbulhando a mistura por 10 segundos. Apds 5 minutos da adicdo da cloroquina
ao meio de cultura de células, a mistura contendo os vetores foi adicionada gota a gota

as células e homogeneizada. Apos 8 horas, o meio foi substituido por 4mL do meio de
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cultura (Anexo ). Ap6s 22 horas, o meio foi trocado, permanecendo por 24 horas,
quando foi colhido e centrifugado a 5.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi separado

e congelado a -80 °C.

5.4.2 Titulagao viral

Para este experimento, 24 horas antes da titulagdo, 100uL de células NIH3T3
foram semeadas em placas de 96 pocos na concentracdo de 5 x 10° cél/mL e cobertas
com 100uL do meio de cultura (Anexo I). No dia da titulagdo, 0 meio de cultura foi
aquecido e aliquotado em 6 tubos de polipropileno com 90uL cada. Foram adicionados
10uL da suspenséo viral (item 5.4.1) a primeira aliquota, homogeneizando a mistura.
Desta mistura, 10uL foram retirados e adicionados ao segundo tubo, que foi
homogeneizado. O processo foi repetido até o sexto tubo. Apds isto, 0 meio de cultura
foi aspirado dos pocos e 50uL da suspensao viral de cada tubo adicionados a um pogo
contendo as células e incubados por 8 horas. Apds este periodo, o0 meio contendo a
suspensao viral foi trocado por meio de cultura. Ap6s 3 dias, foram verificadas e
quantificadas a presenca de coldnias GFP positivas, sendo que 5 x 10° cfu/50uL é igual

a 10* cfu/uL.
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5.5 Cultivo de mioblastos murinos (linhagem C2C12)

Mioblastos da linhagem C2C12 foram cultivados e transduzidos para verificar
o efeito in vitro do vetor construido, uma vez que essas células produzem RNAm para
miostatina.

Os mioblastos foram cultivados em meio DMEM acrescido de 10% de SFB
em incubadora a 38,5°C; 5% de CO, em ar e alta umidade sem atingir a confluéncia.
Para verificagdo da expressdao da miostatina, as células foram induzidas a
diferenciagao. Para isto, o cultivo foi mantido até 80% de confluéncia quando o meio foi
substituido por DMEM acrescido de 1% de SFB. Apds 24, 48 e 72 horas, as células
foram lavadas com PBS sem célcio e sem magnésio (Anexo N) e acrescidas de tripsina
(Anexo O). Apds o descolamento, as células foram transferidas para tubos de 15mL e
centrifugadas a 600g por 5 minutos, sendo o sobrenadante removido e o sedimento

congelado a -80 °C até a extragdo do RNA (item 5.1.1).

5.5.1 Transducdao de mioblastos murinos (linhagem C2C12) com vetores

lentivirais

Para a transducgao in vitro, os mioblastos murinos foram semeados em placas
de 6 pocos e deixados até 50% de confluéncia em meio DMEM contendo 10% de SFB.
No dia da transdugdo, o meio foi retirado e 2,5x10* particulas virais, previamente
acrescidas de 8ug/mL de polibreno, foram adicionadas e o volume completado para

500uL com DMEM. As células foram incubadas a 38,5°C; 5% de CO, em ar e alta
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umidade com as particulas virais por 8 horas. Apos este periodo, 0 meio contendo as
particulas virais foi retirado e substituido por meio de cultura (Anexo I). Apds 24 horas, 0
meio foi retirado, as células lavadas com 500uL de PBS sem calcio e sem magnésio,
sendo adicionados 500uL de tripsina (Anexo O) e deixados até o desprendimento das
células da placa. As células foram centrifugadas e ressuspendidas em PBS sem calcio
e sem magnésio e submetidas a citometria de fluxo em equipamento FACScalibur (BD)
para determinagao do sinal de fluorescéncia em razao da expressao estavel da GFP e
separacao das células fluorescentes. Células apresentando fluorescéncia verde foram
consideradas positivas quanto a expressdo do shRNA para inibicdo da miostatina e

denominadas CGM.

5.5.2 Determinacao da eficiéncia do shRNA

Para determinacéo da eficiéncia do shRNA em inibir a miostatina, a cinética
de diferenciacao das células C2C12 foi avaliada. Cultivos apresentando em torno de
30% de células CGM (item 5.5.1), bem como mioblastos controle (sem expressao do
shRNA) foram novamente semeados em placas de 35mm e induzidos a expressao da
miostatina conforme descrito no item 5.5 por 24, 48 e 72 horas. Ap6s os diferentes
periodos, as células foram analisadas por microscopia Optica para checagem da
formacdo de miotubulos. Os cultivos foram classificados de forma comparativa em

relagdo ao controle. O experimento foi realizado em duplicata.
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5.5.3 Reacao de PCR em tempo real

Apb6s a inducdo da diferenciacdo por 24 e 72 horas (item 5.5), cultivos
apresentando em torno de 30% de células CGM e de mioblastos controle (sem
expressao do shRNA) foram lavados e descolados das placas de cultivo conforme
descrito no item 5.5.1. O RNA total foi extraido e o0 cDNA sintetizado a partir de 1ug de
RNA total conforme descrito nos itens 5.1.1 e 5.1.2.

O cDNA foi submetido a reagcdo de PCR em tempo real. As reacbes foram
realizadas em equipamento ABI Prisme 7500 utilizando o kit Platinum® SYBR® Green
gPCR Super mix UDG com Rox (Invitrogen, Califérnia, EUA). Todas as reacdes foram
realizadas em 20uL de volume total e 50 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por
45 segundos para amplificacdo do gene da miostatina da GAPDH (controle endbégeno).
A eficiéncia da reagcdo de amplificacdo foi calculada pelo software LinRegPCR

(Remakers et al., 2003). O experimento foi realizado em triplicata.

5.5.4 Determinacao da eficiéncia do shRNA apé6s separacao das células CGM por

citometria de fluxo

Apobs os ensaios iniciais para determinagao da eficiéncia do vetor na inibigao
da miostatina, células CGM foram separadas por citometria de fluxo em equipamento
FACSvantage (BD) e posteriormente plaqueadas para verificagdo da expressédo da GFP
em microscopia de epifluorescéncia. Cultivos de células CGM e de mioblastos controle
(sem expressdao do shRNA) foram novamente semeadas em placas de 35mm e

induzidos a expressédo da miostatina conforme descrito no item 5.5.1 por 72 horas. A
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cinética de diferenciacéo das células foi avaliada de forma quantitativa segundo Minotti
et al. (1998), com algumas alteragdes. As células foram fixadas e coradas com panético
rapido por 3 minutos para avaliagdo da fusdo celular. Foram consideradas fundidas
células que apresentaram continuidade do citoplasma e pelo menos trés ndcleos no
interior da célula. Dez campos aleatérios e aproximadamente 300 nucleos por campo
foram contados para cada amostra. O numero total de nucleos de miotubulos foi

dividido pelo numero total de nlcleos e expresso em porcentagem de fusao.

5.6 Producao in vitro de embrides

5.6.1 Colheita e maturacao in vitro de oécitos

Os ovérios de vacas foram colhidos em abatedouro e transportados em
recipiente térmico contendo solucdo salina estéril, aquecida a 30°C. No laboratério,
foram lavados 2 vezes em solucdo salina aquecida a 30°C. Os foliculos com diametro
entre 2 e 8mm foram aspirados com auxilio de agulha 21G acoplada a seringa de 5mL.
O liquido folicular foi depositado em tubo cbénico, permanecendo em repouso por 10
minutos. Apds este periodo, o sedimento de cada tubo foi colocado em placa de Petri
(90mm) para recuperacao dos 00citos e posterior selegcdo e maturagao in vitro (MIV).

Apenas odcitos apresentando camada de células do cumulus oophorus
espessa e compacta, assim como citoplasma homogéneo foram selecionados para
maturacao in vitro (MIV). Apds a selegéo, os odécitos foram lavados trés vezes no meio

de lavagem (Anexo J) e trés vezes no meio de maturacao (Anexo L), sendo em seguida
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colocados para MIV em gotas de 90ul do meio de maturagdo sob éleo mineral. A
maturacgédo foi realizada em incubadora a 38,5°C; 5% de CO, em ar e alta umidade por

18 horas.

5.6.2 Microinjecao dos oocitos com vetor lentiviral

Ap6s a maturacdo, os odcitos tiveram as células do cumulus oophorus
removidas pela incubacdo em solugao de hialuronidase 2% (ANEXO P) por 10 minutos
e pela agdo mecanica com auxilio de pipeta automatica. Odécitos maturos foram
selecionados pela observagédo do 1 ¢ corpusculo polar em estereomicroscopio, lavados
em meio FIV gota (ANEXO Q) e mantidos em gotas de 90ul do meio coberto com 6leo
mineral até o momento da microinjecdo. Os od6citos foram levados ao microscopio
invertido (Zeiss, Alemanha) em gotas de PBS acrescido de 10% de SFB e o0 espaco
perivitelinico microinjetado com aproximadamente 100pL da solugdo contendo
particulas lentivirais (2,5x10°UI/mL) em equipamento FemtoJet (Eppendorf, Alemanha).
Apb6s a microinjecdo, os odécitos foram novamente transferidos para o meio FIV gota.
Durante este periodo, odcitos controle (ndo microinjetados) permaneceram no meio FIV

gota.
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5.6.3 Fecundacao in vitro

Os o6citos microinjetados e controle foram fecundados in vitro em microgotas
de 90ul do meio FIV gota em monocamada de células da granulosa, pois foram
desnudados das células do cumulus para microinjecao. Palheta de sémen de touro da
raca Nelore foi descongelada em banho-maria a 37 °C durante 30 segundos e seu
conteudo centrifugado em gradiente de Percoll (45% e 90%) para separacado dos
espermatozéides moéveis, além da remocao do diluidor e do plasma seminal. O
sobrenadante foi descartado e os espermatozdides vivos diluidos na concentracao de
1x10° espermatozdides/mL e as microgotas (aproximadamente 20 odcitos/gota)
inseminadas e cobertas com éleo mineral, onde permaneceram em atmosfera com 5%

de CO,em ar, 38,5°C e alta umidade, durante 18 horas.

5.6.4 Cultivo de Embrioes

Os presumiveis zigotos foram co-cultivados em monocamada de células da
granulosa com meio SOFaa (Anexo M) por 7 a 9 dias, em estufa a 38,5°C; 5% de CO, e
alta umidade para avaliar a taxa de desenvolvimento embrionario. Os embrides foram
classificados quanto aos indices de clivagem no D4 e de blastocistos no D7 de cultivo.
Nestes dias os embrides foram avaliados quanto a presenca ou nao de fluorescéncia
verde decorrente da expressao estavel do gene da GFP. Para isso, os embrides foram
avaliados em microscopia de epifluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japao) com filtro de

610nm de emissao e 520nm de excitagdo. Os indices de clivagem, blastocisto, eclosdo



Material e Método 58

e embrides positivos para expressdo da GFP foram representados como médiatdesvio

padrao de trés manipulagbes independentes.

5.7 Analise estatistica

A andlise estatistica da diferenca de expressdao do gene da miostatina dos
fetos de diferentes idades gestacionais foi realizada pelo teste Qui-quadrado. A analise
estatistica da diferenca de expressdo do gene da miostatina entre os grupos com ou
sem o vetor para shRNA foi avaliada mediante a estimativa da eficiéncia de
amplificacdo ap6s a submissao dos dados ao software REST2005 (Pfaffl et al., 2005) e
a variagdo na taxa de expressao. As reacbes foram normalizadas pela freqiéncia de
expressao do controle endégeno (GAPDH).

Os dados da cinética de diferenciacao das células C2C12 e CGM, bem como
os dados de desenvolvimento embrionario e presenca de embrides fluorencentes foram
analisados pelo programa estatistico MINITAB Release 14 Statistical Software
(Pennsylvania, EUA). Para a descricao dos resultados, foram empregados as médias e
seus respectivos desvios padrées (média + desvio padrao da média), assim como o0s
niveis de significancia (P) dos dados originais. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e comparados pelo teste de Tukey.

O nivel de significancia para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto
é, para um nivel de significancia menor que 0,05, foi considerado que houve diferenca

estatistica entre as variaveis classificatdrias para uma determinada variavel resposta.
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6 RESULTADOS

Os resultados estdo expostos de acordo com os itens apresentados no

Material e Método.

ETAPA I: AVALIAGAO DA EXPRESSAO DO GENE DA MIOSTATINA DURANTE O

DESENVOLVIMENTO FETAL EM BOVINOS DA RACA NELORE

6.1 Avaliacao da sintese de RNAm especifico para miostatina durante o

desenvolvimento fetal em bovinos da raca Nelore

As regides dos genes da miostatina e do controle interno GAPDH foram
amplificados e os resultados mostrados na figura 7. Apdés anadlise pelo software
ImageQuantTL, a intensidade das bandas foi avaliada e os valores encontram-se no
Grafico 1. Pode-se notar a maior expressao da miostatina entre 60 e 120 dias de

gestacao, seguida de menor expressdao com o avango da idade dos fetos.
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 1% em TBE por 1 hora a 100V, corado com brometo
de etideo. Nas diferentes canaletas encontram-se os produtos amplificados para os
genes da miostatina e da GAPDH nos diferentes periodos. PM — peso molecular.
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Grafico 1 — Média da expressao relativa do gene da miostatina em fetos bovinos de diferentes
idades gestacionais. Letras diferentes representam p<0,05. Teste de Chi-
quadrado.
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ETAPA 1l: PRODUCAO DE EMBRIOES BOVINOS TRANSGENICOS PARA

MUSCULATURA DUPLA PELA TECNICA DE RNA DE INTERFERENCIA

6.2 Construcao do vetor

A Figura 8 mostra o vetor construido.

Fita sShRNA1 - 5 GATCCGGGGCTGTGTAATGCATGTTTCAAGAGAACATGCATTACACAGCCCCTCTTTTTTGGAAA 3’

Fita ShRNA2 -5 ‘AGCTTTTCCAAAAAAGAGGGGCTGTGTAATGCATGTTCTCTTGAAACATGCATTACACAGCCCCG 3

B

BamHI Fita Sense alca Fita Antisense Terminador Hindlll
l 1

l I I |
S’bATCcléGGGCTGTGTAATGCATGTLI'TCAAGAGAIACATGCATTACACAGCCCCTCJTTTTT'FGGAAJA 3

3'GCCCCGACACATTACGTACAAAGTTCTCTTGTACGTAATGTGTCGGGGAGAAAAAACCTTTTCGA 5’

uc, C

5' GGGGCUGUGUAAUGCAUGU Y A
3' CCCCGACACAUUACGUACA p G AG

1 23 45 6 7 8 910 11 1213 14 D

Figura 8 — A - Sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados para clonagem no vetor pSilencer
2.1; B — Alinhamento das seqliéncias sintetizadas com destaque para cada uma
das funcdes das sequiéncias do oligo; C — Esquema da estrutura em forma de
grampo desejavel devido a complementaridade da fita sense e antisense ; D —
Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% em tampao TBE 1x por 4 horas, corado
com Nitrato de Prata e analisado sobre luz branca 1- PM em escala de 100pb, 2-
oligo shRNA1 nao denaturado, 3- oligo shRNA2 nao denaturado, 4- oligos anelados
(fragmento em torno de 65pb), 5- controle positivo (pSilencer 2.1 neo digerido com
BamHI e Hindlll liberando fragmento de 65pb), 6, 8-13 — amostras negativas, 7 e 14

—amostras positivas.
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6.3 Construcao do vetor lentiviral

O shRNA, apo6s clonagem no vetor pSilencer 2.1, foi amplificado com
oligonucleotideos iniciadores, contendo sitios de restricao para a enzima Pac |, gerando

fragmento de 605pb (Figura 9).

PSilFor 5GACAGTTAATTAAGTTGGGTAACGCCAG 3’

PSilRev 5’ATCTATTAATTAATGTGAGTTAGCTCAC 3’

PM 1

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE durante 1 hora a 100 V, corado
com brometo de etideo (5ug/ml) e analisado sobre luz ultra-violeta. PM — peso
molecular em escada de 100pb; 1 — produto da amplificacdo do promotor U6 e do
shRNA previamente clonado para insercao do sitio para enzima de restricao Pac I.

Para verificagdo da insercdo do produto de PCR no vetor de transferéncia
lentiviral, foram feitas digestdes com as enzimas Pac | (liberacdo do fragmento de
605pb), EcoRI (liberagdo do fragmento de 2677pb) (Figura 10A) e BamHI/Hindlll para

liberacao do fragmento de 65pb (Figura 10B).
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Figura 10 — A - Eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE durante 1 hora a 100 V,
corado com brometo de etideo (5ug/ml) e analisado sobre luz ultra-violeta 1 — peso
molecular em escada de 1kb (Promega), 2 — plasmideo nao digerido, 3 —
plasmideo digerido com a enzima de restricdo EcoRlI e liberacdo do fragmento de
2677pb, 4 — plasmideo digerido com a enzima de restricdo Pacl e liberagdo do
fragmento de 605pb; B — eletroforese em gel de poliacrilamida 10% em tampéao
TBE durante 4 horas a 100V, corado com nitrato de prata e analisado em luz
branca. 1 — peso molecular em escala de 10pb, 2 — plasmideo digerido com as
enzimas de restricdo BamHI/Hindlll e liberagcdo do fragmento de 65pb.

6.4 Formacao das particulas virais

6.4.1 Avaliacao da eficiéncia dos vetores

Apds a transdugdo, as células da linhagem C2C12 foram fotografadas

(Figura 11). Posteriormente as células GFP positivas foram selecionadas por citometria

de fluxo, apresentando eficiéncia de transducao de aproximadamente 30% (Figura 12).
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Figura 11 — A) Mioblastos murinos da linhagem C2C12; B) Mioblastos murinos transduzidos
com vetor lentiviral contendo o promotor U6 para direcionar a expressdao do
shRNA e o promotor da ubiquitina para direcionar a expressao do gene da GFP
visualizados em microscopia de epifluorescéncia (células CGM). 100x.
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Figura 12 — Citometria de fluxo para separacdo dos mioblastos murinos da linhagem C2C12
transduzidos com vetor lentiviral contendo o promotor U6 para direcionar a
expressdao do shRNA e o promotor da ubiquitina para direcionar a expressao do
gene da GFP (células CGM). A) populacéo de células negativas; B) populacdo de
células positivas para expressao da GFP.
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6.4.1.1 Avaliacao da cinética de diferencia¢ao das células C2C12 e CGM

Apds a indugao da diferenciagdo, cultivos celulares foram avaliados de

maneira comparativa quanto a presenca de miotubulos (Figura 13).

24h 48h 72h

Figura 13 — Cinética de diferenciacdo das células C2C12 controle e CGM apés diminui¢do do
SFB (indugéo da diferenciagao), evidenciando maior presenga de miotibulos no
grupo controle. A — F) Microscopio Optico: A) controle 24 horas; B) controle 48
horas; C) controle 72 horas; D) células CGM 24 horas; E) células CGM 48 horas;
F) células CGM 72 horas; G — |) Microscopio de Epifluorescéncia: G) células CGM
24 horas; H) células CGM 48 horas; I) células CGM 72 horas. Aumento 100X.
(— = miotubulos)



Resultados 68

6.4.2 Real Time PCR

A eficiéncia do vetor foi analisada nas células C2C12 controle e CGM por
PCR em tempo real. As curvas de amplificacdo e dissociacdo dos genes da miostatina
e da GAPDH encontram-se na Figura 14. O valor médio dos Cts apds amplificagdo e a
média da diferenca entre os Cts da amplificacdo da miostatina e da GAPDH encontram-

se na Tabela 1 e Gréfico 2.

Rn vs Cycle
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Figura 14 — A e C) Curvas de amplificacdo e B e D) curvas de dissociacdo dos genes da
miostatina e da GAPDH, respectivamente.
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Tabela 1 - Valor médio dos Cts ap6s amplificacdo por PCR em tempo real dos genes da
miostatina e da GAPDH dos cultivos de células C2C12 e CGM apés 24 e 72 horas
de diferenciagdo. Sao Paulo, 2006

Amostra Gene Tipo Média Ct
C24 GAPDH ENDO 25.917
C72 GAPDH ENDO 27.32
CGM24 GAPDH ENDO 25.994
CGM72 GAPDH ENDO 26.823
C24 Miostatina_camundongo ALVO 32.102
crz* Miostatina_camundongo ALVO 30.597
CGM24 Miostatina_camundongo ALVO 30.841
CGM72* Miostatina_camundongo ALVO 31.106

C — células C2C12 sem vetor para shRNA, CGM — células C2C12 apresentando 30% da
populagéo positiva para o shRNA. * p=0.07

5
4
3
2
1
0
C24 Ccr2

CGM24 CGM72

Grafico 2 — Média da diferenga de Ct entre miostatina e GAPDH nas células C2C12 e CGM
apods 24 e 72 horas de diferenciagao.
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6.4.3 Determinacao da eficiéncia do shRNA em cultivos de células CGM apods

separacao por citometria de fluxo

As células CGM foram separadas por citometria de fluxo e a expressao da
GFP avaliada por microscopia de epifluorescéncia (Figura 15). O resultado da
quantificacdo dos miotubulos ap6s 72 horas de diferenciacdo dos grupos controle e
positivos para o cassete de expressao de GFP e shRNA encontra-se na Figura 16 e

Gréfico 3.

Figura 15 - Células CGM apéds separacao por citometria de fluxo. A) microscépio 6ptico, B)
microscépio de epifluorescéncia. 100x.
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Figura 16 — A) Células C2C12 apds 72 horas de diferenciacao, coradas com panético rapido e
visualizadas em microscépio éptico, B) células CGM separadas por citometria de
fluxo apds 72 horas de diferenciacdo, coradas com pandtico rapido e visualizadas
em microscopio éptico. (— = miotlbulo). 100x.

) La = h
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P orcentagem de miotibulo
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|

Controle iz

Tipo de célula

Grafico 3 — Porcentagem de miotUbulos apés 72 horas de diferenciacdo em células C2C12 e
CGM. Letras diferentes representam p < 0.05. Teste de Tukey.
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6.5 Producao in vitro de embrides transgénicos

Apds 18 horas de maturagéo in vitro, os o6citos com camadas de células do
cummulus expandidas (Figura 17B) tiveram as células retiradas, sendo selecionados os

que mostravam o 1° corplsculo polar (Figura 17C).

Figura 17 — A - Odcitos imaturos; B — Odcito apdés 18 horas de maturagao; C — Odcito apds
remogao enzimatica e mecénica das células do cumulus. (— - 1 © corpusculo
polar). 100x.
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Odcitos maturos, ap6s remogao das células do cumulus foram selecionados,

microinjetados com suspenséo lentiviral, fecundados in vitro e cultivados. Nos dias 4 e 9

de cultivo, os embrides foram analisados por microscopia de epifluorescéncia quanto a

expressao da GFP. Embrides apresentando fluorescéncia foram considerados positivos

para a integracao do transgene (Tabela 2 e Figura 18).

Tabela 2 - indices de clivagem, blastocisto e embrides positivos para a expressio da GFP dos
grupos controle e microinjetado. Sao Paulo, 2006.

Clivagem Blastocisto Positivos Positivos
(%) (%) (%) apos eclosao
(%)
Controle 61/65 25/65 0/65 0/65
(93,81+0,68) (38,33+2,36) (0)2 (0)2
Microinjetados 62/65 29/65 51/65 2/65
(96,9+0,34) (50,95+3,36) | (80,24+4,38)° (3,07)°

Teste de Tukey

Letras diferentes entre linhas representam p<0.05
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E2

Figura 18 — Embrides produzidos in vitro com (experimental) ou sem (controle) microinje¢do de
lentivirus contendo vetor de expressao para knockdown do gene da miostatina e do
gene da GFP. Microscopia éptica (A) e epifluorescéncia (B) dos embrides controle.
Microscopia optica (C) e epifluorescéncia (D) dos embrides microinjetados.
Aumento de 100X. Microscopia éptica (E) de epifluorescéncia (F) de blastocistos
eclodidos do grupo experimental (E1 e F1) e controle (E2 e F2). Aumento de 200X
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7 DISCUSSAO

Devido a dificuldade da aplicagdo da tecnologia de knockout nas espécies
animais, exceto em camundongos, a exploragdo do silenciamento génico pds-
transcricional (PTGS) via RNA de interferéncia (RNAIi) tém sido alternativa para os
animais de producao. Esta dificuldade da-se pelo fato de que na tecnologia de
knockout, a maior eficiéncia € obtida na producdo de quimeras com células-tronco
embrionarias (HADJANTONAKIS et al., 1998). No entanto, os resultados de obtencao
de células-tronco embrionarias de animais de produgao ainda sao limitados. Resultados
tém sido alcancados na producado de animais knockout pela recombinacdo homéloga
em células somaticas e posterior uso em transferéncia nuclear (TN) (DAI et al., 2002;
LAl et al., 2002; DENNING et al., 2001). Contudo, a obtencdo de células somaticas
apresentando recombinacdo é muito trabalhosa e as perdas embriondrias e fetais
durante a gestacdo permanecem muito altas na técnica de TN. Os fatores que afetam o
sucesso da TN nao sao totalmente compreendidos e a porcentagem da progénie que
sobrevive nao excede 1-3% sobre embrides reconstruidos (WAKAYAMA et al., 1998;
WILMUT et al., 2002). Desta forma, o PTGS permite o estudo de genes em modelos
biolégicos, bem como a producdo de animais de interesse zootécnico geneticamente
modificados com melhora dos caracteres de produgéo.

A etapa | deste experimento demonstrou que a miostatina no musculo
semitendinoso de bovinos da raga Nelore é expressa ao redor de 30 dias de gestacao
(Figura 7 e Gréfico 1). Resultados semelhantes foram relatados por Kambadur et al.
(1997), que demonstraram que este gene em bovinos Belgian Blue e Piemontés iniciam

a expressao aos 29 dias de gestacao.
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Oldhan et al. (2001) observaram que a miostatina apresentou pico de
expressao aos 90 dias de gestacdo em bovinos da raga Friesian, contudo, na raca
Nelore, o pico de expressao ocorreu aos 60 dias e se manteve alto até os 120 dias.
Houve drastica diminuicdo na expressao aos 150 dias de gestacdo, que se manteve até
os 210 dias (Figura 7 e Grafico 1).

Animais da raca Nelore apresentaram, neste trabalho, pico de expressao da
miostatina mais duradouro quando comparado aqueles de origem européia, podendo
ser uma explicacdo do menor desenvolvimento muscular das racas zebuinas. Animais
de origem européia, por estarem menos tempo sob influéncia do pico inibitério da
miostatina, apresentariam maior desenvolvimento muscular em fungdo do aumento do
tamanho e do numero de fibras musculares esqueléticas finais. Euclides Filho et al.
(2001) avaliaram a eficiéncia de producédo de carne em animais Nelore, Y2 Angus - 2
Nelore e "% Simental -2 Nelore. Independente da dieta, os animais Nelore
apresentaram pior desempenho do que os animais “meio-sangue”. Conhecendo-se a
fisiologia destes animais, tornou-se possivel inferir que a inibicdo da miostatina nas
primeiras etapas do desenvolvimento (entre 60 e 120 dias de gestacdo) poderia
melhorar a performance quanto ao desenvolvimento muscular.

Para isto, utilizou-se a tecnologia do PTSG por small interfering RNA
(siRNA). Apesar da utilizagdo do silenciamento génico via siRNA em cultivos celulares e
em embrides, a presenca constante dessas moléculas é necessaria para o
silenciamento eficiente em fetos e animais adultos. Para sintese continua, moléculas de
siRNA foram sintetizadas na forma de shRNAs os quais induzem o sistema RNA-
induced silencing complex (RISC). Estes shRNAs para o silenciamento da miostatina

foram expressos nas células alvo (mioblastos e embriées) a partir de uma molécula de
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DNA inserida de maneira estavel no genoma sob controle de promotor constitutivo por
vetores virais.

Vetores lentivirais para a introducdo de DNA que gerem shRNAs de forma
estavel vém sendo utilizados em cultivos celulares para estudo do mecanismo e da
funcdo de genes especificos (SCHERR et al., 2003; NAIR et al., 2005; HAO et al.,
2005). Lentivirus produzidos neste experimento foram capazes de transduzir
aproximadamente 30% dos mioblastos da linhagem C2C12 em cultivo (Figuras 11 e
12). Resultados preliminares de transducdo demonstraram que a porcentagem de
células positivas aumenta em fungcao da maior concentracdo de virus, atingindo valor
méaximo de aproximadamente 85% quando utilizada a proporcdo de 1cfu:icélula.
Comparado aos métodos nado virais de transfeccdo como lipideos catidnicos e
eletroporacao, estes vetores apresentam vantagens como maior taxa de integragédo
estavel no genoma e possibilidade de transduzir células que nao estejam em divisdo
(NALDINI et al., 1996).

Elouahabi et al. (2005) relataram que a chegada do DNA ex6geno ao nucleo
da célula hospedeira via lipideos catibnicos nao é eficiente, uma vez que este complexo
DNA-+lipideo é internalizado por endocitose, devendo chegar a membrana perinuclear
antes de ser degradado por endonucleases citoplasméticas para entdo, numa taxa
muito baixa, conseguir atravessa-la. No caso da eletroporacdo, apesar de muito
utilizada em protocolos de expressao in vivo, promove expressao transiente e também
de menor eficiéncia (DEAN, 2005).

Vetores virais apresentam indices superiores de internaliza¢do celular e de
expressao estavel do DNA exdgeno inserido devido a presenca do complexo de pré

integracdo (PIC) e de envelopes virais heterélogos eficientes (DULL et al., 1998;
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WHITTAKER et al., 2000). Isto ndo ocorre com outros métodos de transfecgdo, nos
quais o DNA muitas vezes tem dificil acesso ao interior da célula, porém quando em
seu interior, permanece nado integrado e acaba sendo degradado. A maquinaria de
importagéo nuclear medeia o transporte ativo do PIC através dos poros da membrana
nuclear para que o DNA seja integrado ao genoma da célula hospedeira com auxilio da
integrase (NALDINI, 1996).

Uma vez que o shRNA responsavel pela inibicdo da miostatina seja expresso
de maneira estavel e associado ao vetor de expressao de GFP como repbérter, as
células contendo o vetor podem ser estudadas de modo a determinar sua eficiéncia. O
uso de siRNAs para degradagdo de RNAm demonstram que algumas dessas moléculas
sintetizadas para diferentes sequéncias-alvo de um mesmo RNAm s&o mais eficientes
que outras (Holen et al., 2002), sugerindo a existéncia de parametros que
determinariam a eficiéncia de inibicdo do siRNA. O programa Débora (Pereira, 2005), o
qual foi utilizado para desenhar o shRNA deste trabalho, considera alguns fatores
determinantes para avaliar a eficiéncia do siRNA formado em inibir o RNAm alvo. Entre
eles a localizagcao do siRNA no alvo, que deve estar localizado na regido codificante,
excluindo os 100 primeiros nucleotideos apds o start codon e os 100 ultimos antes do
stop cdédon. Isto devido a possibilidade dessas regides estarem associadas as proteinas
regulatérias da traducao, dificultando o acesso do siRNA. Regides com polimorfismos
também sao descartadas. O programa analisa os valores de energia livre da molécula,
sendo determinante na eficiéncia do siRNA. Evita-se siRNAs que apresentem estruturas
secundarias e para isso, utiliza-se moléculas com conteudos de GC entre 30% e 55%.
A busca por identidade é realizada pelo programa BLAST Search for Short, Nearly

Exact Matches (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), usando sempre o oligo que sera a
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molécula funcional contra 0 banco EST (seqléncias expressas) do organismo em
questao. O programa Débora permitiu a otimizacdo do desenho do shRNA deste
trabalho, minimizando a possibilidade da sintese de molécula de siRNA nao funcional
ou de baixa atividade inibitéria. Apds esta andlise, o shRNA desenhado apresentou
eficiéncia in silico maior do que 90% na inibicdo do RNAm da miostatina.

Ao se induzir a diferenciacao dos mioblastos, péde-se avaliar a eficiéncia do
vetor de inibicdo da miostatina in vitro. Apds 24 horas da inducéo da diferenciacdo nao
houve diferenga entre o grupo transduzido e o grupo controle, ambos ndo apresentaram
formacao de miotubulos. No entanto, apds 48 e 72 horas da inducéo da diferenciacao, o
grupo transduzido apresentou diminuicdo da formacao de miotubulos em relagdo ao
controle (Figura 13).

Neste trabalho, a diminuicdo do numero de miotubulos formados pode ser
devido a degradagdo do RNAm para miostatina via RNAI. Esta degradacéo faz com que
menor quantidade de miostatina seja formada, desregulando a transicao G1-S, uma vez
que esta menor quantidade de miostatina disponivel resultaria numa menor producao
de p21cip1 e numa menor downregulation de Cdk2, aumentando a proliferacdo das
células do grupo contendo o shRNA. McCroskery et al. (2003) relataram que mioblastos
do grupo controle saem imediatamente do ciclo proliferativo quando a diferenciacéo é
induzida, enquanto células knockout para o gene da miostatina permanecem por mais
tempo no ciclo proliferativo, resultando no atraso da saida do ciclo celular. Este atraso
prolonga a expressdo de MyoD e atrasa o pico de expressdo de marcadores de
diferenciagao especificos, como a miogenina, o que poderia causar diferenciacao tardia.

Apesar disso, Wagner et al. (2005) observaram que células-satélite dissociadas de



Discusséo 82

musculo de camundongos (6-7 meses de idade) knockout para o gene da miostatina
proliferaram e diferenciaram em cultivo in vitro.

Em cultivos da linhagem C2C12 sem o vetor foi possivel verificar a presenca
do RNAm para miostatina as 24 e 72 horas apés inducao da diferenciacao (Tabela 1).
Durante este periodo, também foi possivel observar aumento progressivo do niumero de
miotubulos formados (Figura 13). Estes resultados corroboram com os apresentados
por Sato et al. (2006), que verificaram aumento progressivo de expressao da miostatina
de 24 a 72 horas em cultivo de mioblastos primarios de fetos de galinha induzidos a
diferenciacao. Rios et al. (2001) verificaram expressao da miostatina as 24 horas apos
inducao da diferenciagdo em células C2C12 transfectadas com cassete para expressao
transiente da miostatina. Também houve aumento desta expressdo as 72 horas de
cultivo devido a diminuicdo do estimulo mitogénico. As células sairam do ciclo
proliferativo devido a expressao de genes musculo-especificos, havendo posterior fuséo
em miotubulos. O inicio da inducao de expressao da miostatina causou parada do ciclo
celular, evento mediado pela Cdk2 e p21cip1 que controlam a transicao G1-S e G2-M
(THOMAS et al., 2000). Taylor et al. (2001) verificaram que células C2C12 incubadas
com miostatina recombinante apresentaram inibicdo da proliferacdo das células e
sintese de DNA e proteina, dados semelhantes aos de Thomas et al. (2000) que
observaram a diminuicdo do numero de células na fase S do ciclo celular, apds o
tratamento com miostatina.

Neste estudo, além do RNAm sintetizado pelos mioblastos, o aumento da
expressao as 72 horas também pode ser justificado pelo aumento da quantidade de
miotubulos pois, segundo Artaza et al. (2002), cultivos de miotubulos 7 dias apds a

diferenciacéo apresentaram expressdao de RNAm para miostatina, desta forma, quanto
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maior a quantidade de miotubulos maior a sintese de RNAm. A expressao de RNAm
para miostatina em células CGM as 72 horas pés diferenciagdo foi menor quando
comparada ao controle. Isto pode ser explicado pelo menor nimero de miotubulos
somado ao efeito inibitério do shRNA em 30% das células, o que resultaria numa menor
quantidade de transcritos para miostatina.

Apoés as avaliacdes iniciais deste trabalho, células CGM foram separadas por
citometria de fluxo e induzidas a diferenciacdo por 72 horas. Comparadas ao grupo
controle, estas células apresentaram quantidade menor de miotibulos em relacdo ao
controle (Figura 16 e Grafica 3), demonstrando, conforme descrito por McCroskery et al.
(2003), que mioblastos knockout para o gene da miostatina ndo saem do ciclo
proliferativo da mesma forma que células controle, pois ndo estdo aptas a diferenciagao
no mesmo momento que as células controle. Sato et al. (2006) verificaram, em
mioblastos priméarios de galinha tratados com siRNA para inibicdo do gene da
miostatina, que a taxa de fusdo em miotubulos, apds inducdo da diferenciacéao, era
menor em relagdo a mioblastos controle (ndo tratados). Estes resultados séao
consistentes com os encontrados em cultivos de células satélite knockout para o gene
da miostatina descritos por Wagner et al. (2005), que demonstraram aumento na
capacidade regenerativa de musculos sem miostatina devido a maior proliferacdo e
diferenciagdo celular. Estes resultados sugerem que o vetor construido neste
experimento esta sendo expresso de maneira estavel nas células, ativando a cascata
para degradacdo do RNAm para miostatina.

A diminuicdo dos transcritos da miostatina nas células C2C12 transduzidas
deu-se pela presenca do complexo enzimatico ativado pelo mecanismo do RNAi. Uma

vez sintetizados no nucleo da célula, os RNAm para shRNAs se estruturam em forma
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de grampo e sao carreados ao citoplasma pelo fator de exportacdo nuclear
(Exportina5). Depois, interagem com a RNAse Il (DICER) que remove o loop
intermediario formando o duplex intermediario necessario para ativar o sistema RISC,
capaz de promover a downregulation do RNAm homdlogo (CULLEN, 2005), no caso, o
da miostatina.

Apo6s validado, o vetor de inibicdo da miostatina foi utilizado na producao de
embrides bovinos geneticamente modificados. A utilizacdo de vetor lentiviral para
producao de embrides transgénicos foi primeiramente descrita em camundongos (LOIS
et al., 2002). A partir deste trabalho, diversos outros foram conduzidos, uma vez que a
eficiéncia destes vetores € superior quando comparada aos métodos tradicionais de
producdo de embrides transgénicos como a microinjecdo em pré-nicleo e a
transferéncia nuclear (TN). Além disto, a técnica é mais barata, menos trabalhosa e
menos invasiva (LOIS et al., 2002). Isto pode ser verificado nos indices de clivagem e
de blastocisto deste trabalho, que nao diferiram entre os grupos controle e microinjetado
(Tabela 2).

A utilizacdo destes vetores em embrides foi primeiramente descrita em
bovinos por Hofmann et al. (2004) que relataram 83% de embrides positivos apds
microinjegdo de vetores lentivirais em espacgo perivitelinico de odcitos e posterior
fecundacao in vitro. Resultados semelhantes foram descritos por Golding et al. (2006)
que obtiveram 76% de embrides positivos. Neste trabalho foram obtidos 78,41% de
embrides positivos, demonstrando a alta eficiéncia desta metodologia (Tabela 3).
Apesar da TN com células somaticas geneticamente modificadas resultar em 100% de
embrides positivos, a taxa de blastocistos permanece baixa devido a ineficiéncia da

reprogramacao nuclear (HOFMANN et al., 2004; WILMUT et al., 2002). Além disto, o



Discussao 85

tempo despendido na producdo de embrides transgénicos pela microinjecédo viral é
menor em relagéo a TN.

Dos embrides que apresentaram fluorescéncia entre o D4 e o D7 de cultivo,
3,07% continuaram emitindo fluorescéncia apds a eclosao (Tabela 2). Porém, isto nao
impede que o vetor tenha sido integrado de forma estavel e tenha apenas sido
silenciado. He et al. (2005) observaram que células-tronco embrionarias sao
submetidas a regulacdo dinamica do genoma durante o desenvolvimento e que a
dindmica da metilacdo do DNA e da modificacdo das histonas contribuem para o
silenciamento de transgenes lentivirais. O cassete de expressdao deste trabalho
apresenta dois promotores distintos, um para expressdao da GFP (promotor da
ubiquitina C) e outro para expressdo do shRNA (promotor U6). O provéavel
silenciamento da GFP nao exclui a possibilidade do promotor U6 ter permanecido ativo.
O fato dos embrides terem permanecido muito tempo em cultivo até a eclosdo também
pode ter ativado o mecanismo de apoptose nestas células, o que bloquearia a
expressdo do gene marcador (GOLDING, 2006 comunicacdo pessoal®). HOFMANN et
al. (2004), apos transferirem para receptoras 5 blastocistos GFP positivos, obtiveram 4
animais transgénicos com presenca do integrante pré-viral em todos os tecidos
analisados, no entanto, ndo foram avaliados blastocistos eclodidos neste estudo.

A introdugdo de vetor para expressdao de shRNAs via vetor lentiviral em
embrides ja havia sido descrita anteriormente (TISCORNIA et al., 2003, RUBINSON et
al., 2003, GOLDING et al., 2006). Tiscornia et al. (2003) utilizaram shRNA para inibigcao
da GFP em embrides de camundongos e observaram menor expressao da GFP em

animais que continham o vetor carreado pelo lentivirus responsavel pelo silenciamento

®GOLDING, M. C. S&o Paulo, 2006 (comunicagao pessoal).
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Em bovinos, Golding et al. (2006) utilizaram shRNA para proteina prion
dirigido pelo promotor H1 ligado ao vetor para GFP cuja expressao foi dirigida pelo
promotor da ubiquitina C em embrides produzidos por fecundagao in vitro. O mesmo
vetor foi utilizado para producédo de cabras transgénicas por transferéncia nuclear com
células geneticamente modificadas. Em todos os tecidos das cabras foi possivel
verificar a expressdo da GFP, bem como do shRNA, responsavel pela diminuicdo da
proteina alvo. Assim como neste trabalho, estudos ndo foram realizados em fetos
bovinos apds transferéncia para receptoras, no entanto, dada a natureza do vetor em
questado, € de se esperar que este apresente o0 mesmo comportamento que o descrito
em murinos e em caprinos.

A microinjecao lentiviral direta, carreando vetor para shRNA na producéo de
embrides bovinos geneticamente modificados, ao invés da TN com células somédticas
knockout, permite a aplicabilidade desta tecnologia no estudo da fungao de genes e no

melhoramento de caracteres de producéo.
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8 CONCLUSOES

Este trabalho permite concluir que:

1) Fetos da raca Nelore apresentam expressdo de miostatina aos 30 dias de
gestacao, com pico entre 60 e 120 dias e queda da expressao entre 150 e 210 dias.

2) Vetores lentivirais carreando shRNA para inibicdo do gene da miostatina
sao efetivos na inibicao da diferenciacao de mioblastos murinos da linhagem C2C12.

3) Vetores lentivirais carreando shRNA para inibicdo do gene da miostatina

séo efetivos na producdo in vitro de embrides bovinos geneticamente modificados.
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ANEXO A

GEL DE AGAROSE

Agarose 1%
Tampao TBE 1x g.s.p. 100ml
Brometo de Etideo 10ug/mL

- Aquecer até dissolucdo da agarose, despejar em cuba apropriada e aguardar até
solidificar.

ANEXO B

TAMPAO TE

Tris — base 1M
Acido Borico 1M
EDTA-Nas.2H-0 20mM
Agua

ANEXO C

TAMPAO TBE

Tris — base iM
Acido Bérico 1M
EDTA-Na,.2H-0 20mM

Agua
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ANEXO D
MEIO DE CULTURA LB

Bactotriptona

Extrato de Levedura

NaCl

Agua

- Autoclavar por 20 minutos

ANEXO E
MEIO DE CULTURA LB-AGAR

Bactotriptona

Extrato de Levedura

NaCl

Agar

Agua

- Autoclavar por 20 minutos

ANEXO F

SOLUCAO FIXADORA

Etanol
Acido Acético
Agua

10g

39

59
1000mL

10g
59
59
159
1000mL

10%
5%
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ANEXO G
SOLUCAO CORANTE

NaOH
Formaldeido
Agua

ANEXO H
SOLUGAO REVELADORA

NaOH
Formaldeido
Agua

ANEXO |
MEIO DE CULTURA

DMEM

Soro Fetal Bovino
Ampicilina
Streptomicina

- Filtrar em 0,22 um

ANEXO J
MEIO DE LAVAGEM

M-199 com HEPES

Soro Fetal Bovino

Piruvato 0.2Mm

Kanamicina ou Gentamicina

- Filtrar em 0,22 um

3%
0.75%

3%
0.75%

90%
10%
200U/mL
200ug/mL

90%

10%

10uL
12.5ug
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ANEXO L
MEIO DE MATURAGCAO

M 199 com BICARBONATO
SFB

Piruvato (2,2mg/mL)
Gentamicina (0,05mg/mL)
FSH (Foltropin)

LH (Chorulon)

- Filtrar em 0,22 pm

Estradiol (Sigma)

ANEXO M

4,5mL

0,5mL
10uL

25uL
2.5ug
25UI

102ug

MEIO DE CULTIVO - SOF Estoque (g/100mL Agua MiliQ)

NaCl

KCI

KH2PO4
NaHCO;3;

Na lactato
Piruvis acid
Phenol red
L-glutamina
MgCl, 7H.O*
CaCly*
*Pesar separadamente

MEIO DE CULTIVO - SOF USO

SOF estoque

SFB

Aminoécidos essenciais
Aminoacidos ndo essenciais

- Filtrar em 0,22 pm

0,6294
0,0534
0,0162
0,2106
0,0370
0,0034
0,00013
0,0146
0,0098
0,0252

4,6mL

0,25mL
100uL
50uL
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ANEXON

PBS SEM CALCIO E MAGNESIO

NaCl 109

KCI 0,25¢
NazPO4 1,449
KH,PO4 0,25g
H-O MilliQ q.s.p. imL

- Filtrar em 0,22 um

ANEXO O

SOLUGAO DE TRIPSINA

Tripsina 0,19
EDTA 0,029¢
PBS sem calcio e magnésio 100mL

- Filtrar em 0,22 pm

ANEXO P
SOLUGAO DE HIALURONIDASE

Hialuronidase 2mg
PBS g.s.p TmL
- Filtrar em 0,22 um
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ANEXO Q
MEIO FIV GOTA

Meio FIV
Heparina
Penicilamina
Hipotaurina
Epinefrina

MEIO FIV

TALP STOCK
BSA fat free
Piruvato

Gentamicina

Meio TALP STOCK

NaCL

KCI
MgCl,.6H.0O
NaH>PO4
NaHCO3;
CaCl,.2H.0
Acido Lético
Vermelho Fenol

3,640mL
100mg/mL
2,7ug/mL

1ug/mL
0,33ug/mL

10mL

0,6%
22ug/mL
50ug/mL

10mg/mL
0,24mg/mL
0,1mg/mL
0,041mg/mL
2,1img/mL
0,3mg/mL
1,43uL/mL
10ug/mL
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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