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RESUMO

A crescente demanda por biomoléculas de interesse farmacologico tem
levado ao desenvolvimento de sistemas adicionais para a sua producao em larga
escala e sob custos mais reduzidos. Sistemas de expressao utilizando células de
eucariotos superiores vém sendo apontados como possiveis alternativas para a
producdo de proteinas de interesse farmacoldégico (Leite, 2000). A secrecao
desses polipeptideos no leite de animais transgénicos possibilita ndo apenas
altos rendimentos de producdo de farmacos heterélogos como também a
ocorréncia de seu processamento e modificagbes poés-traducionais de modo
correto (Kerr et al.,, 1996). De maneira complementar, a producéo desse tipo de
biomolécula em sistemas eucariotos tem apresentado caracteristicas
interessantes tanto com relacdo a manutencdo de seu processo de sintese,
enovelamento e processamento, quanto a significativa reducao de custos,
aumento de estabilidade, manutencdo de atividade biolégica e auséncia de
contaminantes e patégenos comuns aos humanos (Kusnadi et al., 1997). O fator
IX de coagulagéo sanguinea € uma glicoproteina da classe das serino-proteases
que apresenta massa molecular de aproximadamente 55kDa. O polipeptideo é
sintetizado no figado e secretado posteriormente no sangue, em que participa de
uma cascata complexa de reagdes envolvendo mais trés fatores de coagulacao
e duas proteinas: a pré-trombina e o fibrinogénio, culminando a coagulacao
sangiinea (Thompson et al., 1986).

Alteragbes genéticas que ocasionam a disfungédo ou a auséncia de sintese
do FIX resultam na hemcofilia B, doenca recessiva ligada ao cromossomo X que

afeta cerca de 1 em cada 10.000 homens no Brasil.



No presente trabalho foram desenvolvidas linhagens de camundongos (Mus
muscullus) transgénicos, microinjetados com o gene do fator IX de coagulagao
humana. As camundongas fundadoras, bem como suas progénies secretaram
no leite o FIX recombinante (3% proteinas soluveis totais). A integragdo estavel
do transgene - sob controle do promotor da B-caseina do leite - foi verificada por
southern blot, e a presenca do FIX no leite de fémeas transgénicas verificada por
western blot. Testes de atividade da proteina recombinante em amostras de
sangue de hemofilicos do tipo B foram realizados com auxilio de coagulémetro,
comprovando a bioatividade da proteina.

A expressdo do fator IX de coagulacdo humana biologicamente ativa em
camundongos transgénicos (Eyestone, 1994; Damak et al., 1996; Lisauskas et
al., 2008) justifica a aplicabilidade dos sistemas em bovinos transgénicos

utilizados como biofébricas (Lisauskas et al., 2007; lguma et al, 2005).

Palavras-chave: Animais transgénicos, camundongos transgénicos, fator IX

recombinante, animais como biorreatores, fator IX humano



ABSTRACT

The increasing demand for production of pharmaceutical interest
recombinant proteins has been the goal for the development of additional
systems to its production on a large scale and reduced costs. Eukaryotes
expression systems are possible alternatives to the production of recombinant
protein (Leite, 2000). The secretion of these polypeptides in the milk of transgenic
animals promised high level of heterologous pharmaceutical products as well as
the correct process and post-translation modifications (Kerr et al., 1996). The
production on eukaryotic systems has presented characteristic interesting in such
a way with regard to the maintenance of its process of synthesis, envelopment
and processing, and to the significant reduction of costs, increase of stability,
maintenance of biological activity, absence of contaminants and pathogens to the
humans (Kusnadi et al., 1997). Blood coagulation factor IX is a serine-protease
glycoprotein and it presents molecular mass of 55kDa. The polypeptide is
synthesized in the liver and secreted in the blood, where it participates of
reactions group involving coagulation factors and proteins that permit the blood
coagulation (Thompson et al., 1986). Genetic alterations that cause the
dysfunction or the absence of synthesis of the FIX lead to the hemofilia B, a
recessive illness linked to chromosome X which affects about 1 in each 10,000
men in Brazil. In this work two lineages of mice (Mus muscullus) were
microinjected with the human coagulation factor IX gene. The founding females
and its progenies secreted the recombinant FIX in their milk (3% Total Soluble
Protein). The stable integration of transgene - under control of the milk B-casein

pBC1 promoter - was confirmed by southern blot analysis. The presence of the
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FIX recombinant protein in the milk of transgenic females was verified by western
blot. Tests of its activity in B hemophilic blood samples were confirmed by

coagulometer pattern, validating this heterologous system.

Keywords: Transgenic animal, transgenic mice, recombinant factor IX, animal as

bioreactor, human factor I1X
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INTRODUGAO

Um animal transgénico, segundo a definicdo da Federacdo Européia das
Associagdes de Ciéncia em Animais de Laboratério, € "um animal que possui
seu genoma modificado artificialmente pelo homem, quer por meio da
introdugdo, quer da alteragdo ou da inativacdo de um gene (uma sequéncia
definida de DNA). Esse processo deve culminar na alteracdo da informagéo
genética contida em todas as células desse animal, até mesmo nas células
germinativas (évulos e espermatozoides), fazendo com que essa modificacao
seja transmitida aos descendentes".

O método mais utilizado para introducdo de genes € a transgenia por
adicao, por meio do qual € inserida no genoma uma ou varias cépias de um
gene de interesse - dai suas outras denominacgdes: adicdo génica e modelo de
superexpressao de genes. O gene adicionado pode ser endégeno ou exdgeno.
O primeiro tipo ja existe no genoma do animal. Este é usado quando se quer
produzir uma quantidade maior da proteina codificada ja existente, aumentando
a quantidade de sua cépia no genoma. Genes exdgenos pertencem a outra
espécie e sdo usados para fazer um animal produzir uma nova proteina, ausente
na forma desejada na espécie receptora.

Os primeiros sucessos da utilizagao da tecnologia do DNA recombinante na
producao de proteinas em sistemas heterélogos, foram demonstrados por meio
da producao comercial de hormédnios e vacinas em microrganismos e/ou células
em cultura. Entretanto, existem limitacées para a producéao de algumas proteinas

recombinantes em sistemas bacterianos devido ao nao processamento pos-

traducional de maneira a produzir moléculas biologicamente ativas. Em outros
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casos, as proteinas de interesse estdo em forma de agregados, e ndo podem ser
facilmente recuperadas. Como opg¢ao, diferentes proteinas recombinantes tém
sido produzidas em células animais. Fermentadores contendo hibridomas,
células CHO entre outros, tém sido extensivamente utilizados para a produgéo
de anticorpos contra Hepatite B, eritropoietina, fator VIII etc. Apesar de
eficientes, esta estratégia possui algumas limitagdes intrinsecas. Dentre estas, a
principal estd na impossibilidade de producdo em larga escala. Isto se deve
principalmente porque os fermentadores contém um limitado nimero de células,
as quais sdao mantidas em condicbes metabdlicas sub-6timas. Fermentadores
com alta capacidade podem produzir proteinas recombinantes em larga escala,

mas nao a baixo custo.

Na tentativa de avangos tecnoldgicos na area de producdo de proteinas
recombinantes, surgem tecnologias adicionais para a produgcdo de proteinas de
interesse econémico em larga escala de producao. Animais transgénicos (Wall,
1996; Houdebine, 1994) e plantas transgénicas (Kusnadi et al., 1997; Leite et al.,
2000.) tém demonstrado ser altamente eficientes para a produgao de proteinas
recombinantes biologicamente ativas, em larga escala e sob custos mais

reduzidos.

A utilizacdo de um camundongo transgénico expressando uma proteina
recombinante validou a hip6tese da utilizagdo de animais como biorreatores
(Lisauskas et al., 2008; Choo et al., 1987; Simons et al., 1987; Palmiter et al.,
1982). Para a produgcdo em larga escala, a demonstracao foi dada em 1993, por
meio da producao de proteinas recombinantes na espécie ovina (Carver et al.,
1993; Wright and Colman, 1997). Estes resultados foram confirmados por meio

da producédo experimental de dezenas de proteinas recombinantes no leite de
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diferentes espécies animais (Rudolph, 1999; Clark, 1998; Wall, 1999; Eyestone,

1994).

O leite contém proteinas que sao naturalmente expressadas pela glandula
mamaria durante a lactagcdo. As duas principais categorias de proteinas
produzidas no leite envolvem as caseinas e proteinas solluveis. Os genes
codificantes para algumas destas proteinas foram clonados e os elementos
reguladores que controlam os locais de expressao tecido-especifico e temporal
foram caracterizados. Em nosso vetor de expressao construido, a seqiéncia
codificante do gene de interesse, o gene do fator IX humano de coagulagdo
sanguinea, foi construida ligada a um promotor que direcionou a expressao do
produto génico para as glandulas mamarias de camundongas. Neste projeto, o
Laboratério da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) —
Brasilia — DF, em parceria com a Universidade de Brasilia — UnB e a
Universidade Federal Paulista — UNIFESP, desenvolveram camundongas
transgénicas expressando o fator IX de coagulagdo humana no leite. Os
camundongos geneticamente modificados foram produzidos com base na
técnica de microinjecdo do vetor de expressao diretamente nos pré-nucleos
masculinos, gerando linhagens germinativas geneticamente modificadas
(Lisauskas et al., 2008). Estudos foram conduzidos para avaliar a presenca do
transgene introduzido tanto na matriz quanto na progénie, utilizando PCR e
southern blot, além de analises da expressao do fator no leite das camundongas
(western blot). A validacdo desse sistema heter6logo por meio da producao
dessa proteina recombinante foi confirmada por ensaios de bioatividade da
proteina recombinante purificada do leite, demonstrando sua atividade e a

capacidade de coagulacdo da proteina (fator IX humano) em sangue de
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pacientes hemofilicos. O Hospital de Apoio de Brasilia foi o responsavel pelos

bioensaios da proteina recombinante.

Apbés a validacdo do sistema heterélogo de producdo de proteinas
recombinantes no leite dos animais gerados como modelos experimentais, o
proximo passo foi atingir a produgdo em larga escala. Células animais
transfectadas e devidamente caracterizadas tém sido utilizadas como fontes
doadoras de seus nucleos para a sintese de proteinas em animais de grande
porte. Neste contexto, as espécies de caprinos e bovinos sao candidatas
importantes para a produgdao de proteinas recombinantes devido a alta
capacidade de producao de leite e consequentemente de proteina recuperada

(McCreath et al., 2000; Yull et al., 1997).

A possibilidade de se utilizar células animais somaticas transfectadas —
fibroblastos bovinos - (Ilguma et al., 2005; Egilmez et al., 1996; Friend et al.,
1996; Felgner et al., 1989) como doadoras dos nucleos para a transferéncia
nuclear abriu uma nova perspectiva para a geracdo de bovinos e ovinos
transgénicos (Cibelli et al., 1998; Carver et al., 1993). McCreath et al. (2000)
produziram um ovino transgénico a partir da transferéncia nuclear de fibroblastos
fetais, transformados com o vetor linearizado COLT-2, o qual induziu a
expressao da proteina alfa-antitripsina no leite de ovelhas.

Entretanto, muitos desafios técnicos ainda necessitam ser superados e 0s
processos precisam ser desenvolvidos e otimizados nas areas de: células de
eleicdo como doadoras dos nucleos transgénicos para a transferéncia nuclear;
introducdo no genoma e expressao dos transgenes a nivel desejado; aumento
das taxas de embrides reconstruidos e as taxas de gestacdo de embrides

transgénicos (Lisauskas et al., 2007; Iguma et al., 2005; Rudolph, 1999; Wall,
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1999; Clark, 1998.) O conhecimento dos fenbmenos envolvidos na integragao e
na segregacao de genes exdgenos em animais transgénicos, principalmente nos
de grande porte, é fundamental para o futuro controle destes processos
(Stinnakre et al., 1999).

A fim de aperfeicoar o processo de geragao de bovinos transgénicos, Saito
et al. (2003) modificaram geneticamente células-tronco embrionarias bovinas e
conseguiram resultados superiores na producao e desenvolvimento de embrides
apds a transferéncia nuclear, quando comparado com a utilizacdo de células
somaticas (fibroblastos) geneticamente modificadas como doadoras de nucleos
transgénicos.

O presente trabalho propés a modificagdo genética de células bovinas para
serem modelos de estudos para a futura geragdo de linhagens de células
doadoras aptas a producao de bovinos transgénicos. Com base na estratégia da
transfeccao de fibroblastos isolados de tecido adulto (Oliveira et al., 2005;
Oleskovicz et al., 2004), foram geradas linhagens celulares bovinas MDBK
(Madin Darby Bovine Kidney) com insercbes nao-deletérias do transgene e
variaveis niveis de expressao (Fujiwara et al., 1999; Fujiwara et al., 2003;
Forsbach et al., 2003; Lisauskas et al., 2007). Os sitios de integragdo dos
transgenes nos cromossomos que propiciam sua expressdo nao estdo bem
caracterizados, mas acredita-se ser regides transcricionalmente ativas da
eucromatina (Day et al., 2000). No estado de heterocromatina os fatores
transcricionais sdo inacessiveis, e frequentemente esta relacionado a
hipermetilagédo por citosinas e a hipoacetilagdo pelas histonas (Ng and Bird,
1999). A consequéncia direta desta configuragdo da cromatina € que transgenes

que se integram randomicamente as proximidades da heterocromatina
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freqlentemente apresentam niveis mais baixos de expressdo (Dobie et al.,
1996). Com os estudos feitos neste trabalho, foi possivel estabelecer linhagens
clones transfectadas de células MDBK bovinas, gerando eventos elites quanto
ao local de integragdo do transgene no genoma, e quanto a detec¢do da
expressao estavel destes transgenes nessas linhagens. A aplicacado futura dessa
caracterizagao pode funcionar como modelo de integracao de outros vetores de
expressao no genoma bovino, utilizando-se genes-alvo (“gene targeting”), para a
transformacdo genética das células doadoras de nucleos transgénicos para a
reconstrucdo embrionaria apds a transferéncia nuclear. Segundo Iguma et al.
(2005) a transferéncia de nucleo baseia-se na geracao de animais transgénicos
com genotipo preestabelecido. Os animais clones bovinos s&o produzidos a
partir de células geneticamente modificadas, utilizadas como fontes doadoras de
nucleos transformados e microinjetadas em ovocitos previamente enucleados. O
embrido transgénico gerado segue para a transferéncia em vacas receptoras
(Cibelli et al., 1998; Schnieke et al., 1997; Campbell et al., 1996).

Entretanto, a fim de aumentar a eficiéncia de producao de embrides
transgénicos reconstruidos apds a transferéncia nuclear (TN) e aumentar as
taxas de prenhez desses embrides, deve ser utilizada a estratégia da
transfeccdo de células-tronco isoladas de embrides bovinos (Li Wang et al.,
2005). Segundo Saito et al. (2003) sete embrides provenientes de células-tronco
geneticamente modificadas foram transferidos para sete animais receptores e
cinco fetos (71%) foram confirmados. A taxa de frequéncia de gestagéo (71%) e
de animais nascidos provenientes de blastocistos derivados de células-tronco
geneticamente modificadas foram maiores que as taxas de gestagdes geradas a

partir de células somaticas (aproximadamente 55%), reportadas apés a TN. O
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desenvolvimento dos sistemas para a geracao de bovinos transgénicos (Saito et
al.,, 2003; Li Wang et al., 2005) visam ao aprimoramento da producao de
embrides transgénicos utilizando células-tronco embrionérias bovinas como
doadoras de nucleos geneticamente modificados. No nosso estudo, foram
estabelecidas cinco colbnias de células-tronco embrionarias bovinas para serem
futuramente transfectadas in vitro, e funcionarem como fontes doadoras de
nucleos transgénicos, a fim de aumentar tanto as taxas de reconstrugdo
embrionaria pés-TN, quanto as taxas gestacionais pés-transferéncia de embrides
(TE).

A utilizacdo de animais transgénicos devera permitir a expressao de
proteinas com estruturas complexas, estabilidade e atividade biolégica in vitro e
in vivo, consisténcia da produgéo entre os diferentes animais e entre geragoes,
além de possibilitar a produgcdo de algumas proteinas que ainda nao foram
produzidas utilizando outros sistemas. Pode-se conseguir uma eficiente
producdo de dezenas de gramas da proteina recombinante por litro de leite,
chegando a quilogramas por ano. Um aumento de produtividade entre 10-1000
vezes, produgdo em larga escala de maneira mais econdémica, e reduzido
investimento quando comparado aos sistemas de células em cultura. Sistemas
de producao que utilizam células em cultura podem produzir no maximo 1-2
gramas, ou mais tipicamente 100-200 mg por litro por dia (Wright and Colmann,
1997; Van Cott et al.,, 1996; Denman et al.,, 1991; Gordon et al., 1987).
Comparando-se com uma cabra: sua producao diaria de leite € tipicamente 2-4
litros, contendo 10 ou mais gramas de proteina recombinante por litro, podendo
esta prover mais matéria prima de proteina recombinante do que um biorreator

de 1000 litros (Denman et al., 1991).
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REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, a utilizacdo de animais transgénicos tem demonstrado ser
altamente eficiente para a producdo de proteinas recombinantes no leite, em
larga escala e custos mais reduzidos, os quais tém recebido aceitagdo pelas
agéncias de regulamentagdo responsaveis pela producdo de farmacos. As
principais plataformas tecnoldgicas existentes em relagédo a utilizagdo de animais
como biofabricas estdo restritas a alguns Institutos de Pesquisa e Empresas
Privadas situados nos Estados Unidos e Europa. Na Argentina, cinco animais
bovinos geneticamente modificados com o gene do horménio de crescimento
humano produzidos no leite foram gerados pela empresa privada Bio Sidus no
periodo de 2002 a 2004. Segundo esta empresa, um Unico animal pode chegar a
produzir 15 gramas de proteina por dia, € meio quilo por més. Cada dose
recebida por um paciente contém pouco mais de 1 mg de hormdnio de
crescimento de méxima pureza. E fundamental o estabelecimento dos sistemas
requeridos para a efetiva producdo de proteinas recombinantes no leite de
animais transgénicos na América Latina, como uma das estratégias

tecnolégicas.

A utilizagdo de transgénicos para a producao de proteinas recombinantes
deverda prover uma fonte segura, renovavel e efetiva para a producdo de
proteinas biologicamente ativas, as quais somente estariam disponiveis por meio
da utilizacdo de células do sangue, tecidos ou biorreatores. A utilizacdo da
tecnologia de transgénicos é especialmente atrativa para a producao de
proteinas recombinantes necessarias em larga escala. Isso se da devido as

unidades de dosagens requeridas, administragbes multiplas, aplicagdo em larga
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escala na populagdo, ou necessidade de produgado industrial. Além disso, a
utilizacdo de animais transgénicos permite expressar proteinas bioquimicamente
complexas que nao podem ser produzidas de forma economicamente viavel em
cultura de células. O significativo baixo custo em capital e custos operacionais
para a producdo de compostos nao processados, fazem com que o0s
transgénicos tenham um custo mais efetivo do que outros sistemas de producao
de proteinas recombinantes.

Algumas das vantagens da producéo de proteinas recombinantes utilizando
transgénicos sao: leite como fonte de matéria prima nao processada segura,
abundante, renovavel, de facil obtencdo e de boa aceitacdo publica;
possibilidade da producdo de proteinas heter6logas com estruturas complexas;
estabilidade da proteina e atividade biologica in vitro e in vivo; produgao
consistente entre as diferentes geragdes dos animais; eficiéncia de produgao:
dezenas de gramas da matéria prima por litro de leite, muitos quilogramas de
proteinas por animal (cabra, ovelha, bovino) por ano, niveis de produtividade de
10 a 1000 vezes maiores do que sistemas de células em cultura; recuperacao e
purificacdo da proteina em grandes quantidades e alta concentracao da proteina
na matéria prima inicial / kg de leite.

Neste contexto, a espécie bovina é a eleita para a producao de proteinas
recombinantes devido ao alto nivel de producdo de leite e proteina, ambos
aceitos como fontes de dieta. O leite dos bovinos tem sido extensivamente
caracterizado a nivel bioquimico, fato que facilita o desenvolvimento das etapas
subseqlentes para a purificagdo das proteinas recombinantes. Aléem disso,
existe a possibilidade do desenvolvimento de espécies transgénicas para

aplicagdes especificas, como vacas para a produgdo em grande quantidade
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(toneladas) ou coelhos e camundongos para produgéo de pequenas quantidades
de proteinas requeridas em menor escala, ou simplesmente como modelo de
estudo para a expressao de proteinas recombinantes em sistemas heter6logos
(Lisauskas et al., 2007).

A glandula mamaéria pode ser considerada atualmente o melhor biorreator
disponivel (Colman, 1996; Rudolph, 1999). Estudos extensivos tém demonstrado
a possibilidade da producdo de uma grande variedade de proteinas
recombinantes no leite, muitas delas, sendo proteinas complexas, como: IGFI
humano (Zinoveiva et al., 1998), hGH (Devinoy et al., 1994), lisozima humana
(Lee et al., 1998), lactoferrina humana (Platenburg et al., 1994), eritropoietina
humana (Sohn et al., 1999), horménio da paratiredide humano (Rokkones et al.,
1996). Estes exemplos demonstram a capacidade da glandula mamaria para
sintetizar, maturar e secretar proteinas recombinantes.

Em termos econdmicos, existe um mercado global em expansdo para
diferentes classes de proteinas recombinantes expressas no leite. Algumas
vezes a demanda excede 100 kg. O mercado anual para antitrombina I,
utilizada no tratamento da deficiéncia (hereditaria), € de aproximadamente 70
Kg, a um custo de US$ 2000-6000 o grama, segundo a IMS America Ltd.
(Plymouth Meeting, MA). No caso da alfa-antripsina, indicada para o tratamento
da fibrose cistica, o mercado se aproxima de US$ 30-50 milhdes, sendo que 350
Kg séo utilizados somente nos Estados Unidos, de acordo com a IMS. Para as
proteinas provenientes do plasma humano, fator VIII e IX, o mercado anual é de
aproximadamente 5-10 kg. De acordo com World Federation of Hemophilia
(Montreal, Canada), a venda atual de fator IX é de aproximadamente US$190

milhdes nos Estados Unidos. O Fator VIII é de aproximadamente US$ 2 bilhdes.
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O mercado potencial para os produtos mencionados tem sido limitado pelo
suprimento de plasma. No Brasil, segundo o Hospital de Apoio de Brasilia — DF,
todo o fator que € comprado no pais é importado. Um frasco do remédio custa
cerca de US$ 100, sendo que cada paciente chega a utilizar 20 frascos por
semana.

A etapa final do processo, que consiste na purificacdo das proteinas
recombinantes do leite geralmente ndo apresenta dificuldades particulares. Entre
0s possiveis contaminantes bioldgicos, os prions sao 0s que podem apresentar
problemas. Entretanto, existem evidéncias homologadas, inclusive pela World
Health Organization, enfatizando que prions nao tém sido detectados em
associacao com leite e sémen (Rudolph, 1995; Ziomek, 1996). Além disso,
recentemente, rebanhos produtores de proteinas recombinantes direcionados a
comercializagéo requerem sistemas fechados de controle sanitario no intuito de
erradicar as possiveis contaminagbes por prions provenientes desses animais
controlados (Gavin, 2001).

Esta plataforma tecnolégica devera formar a base fundamental para a futura
utilizacao de diferentes sequiéncias regulatérias e codificantes, prospectadas e
devidamente caracterizadas, por meio de projetos de analise gendmica funcional
e de proteomas. Como conseqléncia direta, ird possibilitar um cenario de efetiva
aplicacdo da manipulacdo da tecnologia do DNA recombinante para a geracéo

de produtos em beneficio da nossa sociedade.
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OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral do projeto consistiu no desenvolvimento de um modelo
experimental para a producdo de biomoléculas de interesse farmacéutico
utilizando animais transgénicos como biofabricas.

Essa base tecnoldgica consistiu:

1) na transfecgéo de linhagens germinativas de camundongos — Capitulo 1
— como modelo experimental animal para futura geracdo de bovinos
transgénicos como biofabricas;

2) na transfeccao de linhagens de células somaticas bovinas — Capitulo 2 -
como modelo de estudos da integracao adequada dos transgenes e selecao das
potenciais linhagens doadoras de nucleos transgénicos para a transferéncia
nuclear;

3) na obtencdo de células-tronco embrionarias bovinas — Capitulo 3 - para
servirem como linhagens doadoras de nucleos transgénicos a fim de aprimorar
as taxas de reconstrucdo embriondria pds-transferéncia nuclear e as taxas de

gestacao a partir do uso de embriées bovinos transgénicos.

Os objetivos especificos desse trabalho foram descritos e discutidos nos

artigos cientificos pertinentes aos seus respectivos Capitulos:
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CAPITULO 1: EXPRESSAO DO FATOR IX DE COAGULACAO SANGUINEA
HUMANA EM GLANDULAS MAMARIAS DE CAMUNDONGAS (Mus

muscullus)

1) Geracdo de camundongos transgénicos pela técnica de microinjecéo
pronuclear:

e Publicagéo 1: Lisauskas et al., 2008.

2) Andlises de integracdo, expressdao génica e bioatividade da proteina

recombinante produzida no leite das camundongas transgénicas.

CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DOS LOCAIS DE INTEGRACAO DE

TRANSGENES EM GENOMA BOVINO

1) Lipofeccao in vitro de células MDBK, isolamento e expansdo de linhagens
clones para estudos do transgene:

e Publicagao 2: Lisauskas et al., 2007.

2) Estudos dos locais de integracdo no genoma hospedeiro e expressao dos

transgenes.

CAPITULO 3: ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO
EMBRIONARIAS BOVINAS.

1) Desenvolvimento de um sistema eficiente de isolamento, expansdo e
criopreservacao de linhagens de células-tronco embrionarias bovinas utilizadas

como fontes potenciais de doacao de nucleos transgénicos.
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METODOLOGIA

O Material e Métodos dos Capitulos 1, 2 e 3 estdo descritos ou no capitulo

referente ou no respectivo artigo cientifico publicado.

RESULTADOS OBTIDOS NO PROJETO

1) Desenvolvimento do vetor de expressao contendo: a) promotores especificos
de glandula mamaria como o promotor da beta-caseina controlando genes
responsaveis pela producdo da biomolécula recombinante (seqiéncias que
codificaram para a producéao do fator IX de coagulagado sangliinea humana) e b)

promotores constitutivos controlando genes marcadores e de selecéo.

2) Modificacdo genética de linhagens germinativas de camundongos por
microinjecdo do vetor de expressdo em pronucleo masculino (taxa de eficiéncia

de 6%).

3) Obtencgao, purificacdo por centrifugacdo e bioensaios do fator IX de
coagulagdo sanglinea humana no leite das camundongas transgénicas, por
meio de técnicas de bioatividade (pardmetros coagulométricos) da proteina

recombinante.
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4) Isolamento e desenvolvimento de coldnias clones bovinas transfectadas -
MDBK - para estudos de integracdo e expressado génica; e selecao de eventos

aptos e ndo-aptos para a geragao de bovinos transgénicos.

5) Estabelecimento de linhagens de células-tronco embrionarias bovinas aptas a

transfeccao in vitro.
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CAPITULO 1: EXPRESSAO DO FATOR IX DE COAGULACAO SANGUINEA
HUMANA EM GLANDULAS MAMARIAS DE CAMUNDONGAS (Mus

muscullus).

(Production of a recombinant human factor IX in milk of mice)

INTRODUGAO

Hemofilia é um distarbio genético da coagulagéo que faz com que o sangue
ndo forme um efetivo codgulo. Na auséncia desse coagulo, injurias internas e
laceragdes externas sdo incapazes de serem resolvidas de maneira correta.
Hemofilia A e B sdo herdadas geneticamente como disturbios recessivos ligados
ao sexo (Cromossomo X) e ocorre quase que exclusivamente em homens na
ordem de 1 em cada 5000 nascidos nos Estados Unidos e Canada.
Aproximadamente 13,5 mil americanos tém hemofilia A (também denominada de
hemofilia classica), em que o fator VIII de coagulacdo esta ausente ou ndo é
produzido em quantidades suficientes. Ja 3,5 mil pessoas nos Estados Unidos
tém hemofilia B (também denominada Christmas disease), em que o fator IX de
coagulacao esta ausente ou nao esta presente em quantidades suficientes. No
Canada, cerca de 2000 pessoas tém hemofilia A e 450 tém hemofilia B. No
Brasil, existe uma incidéncia estimada de 1 em cada 10000 habitantes, sendo
que 85% dos pacientes tém hemofilia A e 15% tém hemofilia B.

Enquanto a hemofilia pode resultar de uma mutagéo genética esponténea,
€ mais frequientemente apresentada como um disturbio hereditario. Essa doenca

€ causada por uma delecao ou uma mutacao do gene que modifica a habilidade
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do organismo de produzir quantidades suficientes de fatores para promoverem a
coagulacdo. Esta cascata age por duas vias, e visa a formacao de um coagulo
sempre que um vaso é lesado, impedindo que 0 sangue extravase pela lesdo
indefinidamente. As pessoas afetadas por esta doenga ndo produzem um dos
dois fatores importantes para que esta cascata seja eficaz, o fator VIII ou o fator
IX. Assim, sdo incapazes de coagular o sangue.

Até hoje, o tratamento para esta doenca € a injecao destes fatores que
faltam (o VIl ou o IX), por meio de derivados do sangue de doadores sadios ou
fabricados por engenharia genética. Estes fatores, porém, sdo muito instaveis,

exigindo injecdes freqlentes.

A hemofilia é caracterizada como grave quando a atividade do fator de
coagulacao implicado é menor do que 1% do normal. Isso freqlientemente
resulta em sangramento espontaneo. A doenca é leve quando a atividade é
maior do que 5% do normal e moderada quando a atividade do fator de
coagulacao encontra-se entre esses dois valores. Cerca de 50% dos pacientes
hemofilicos tém doenca grave ou moderada e necessitam de tratamento para as

hemorragias graves, desde varias vezes ao més até poucas vezes por ano.

Normalmente, os pacientes que sofrem de hemofilia B s&o tratados com
fator IX obtido a partir do plasma humano de pacientes sadios. Mas a
administracdo de derivados do sangue em pacientes apresenta alto risco de
contaminacgao por agentes infecciosos, como hepatite, AIDS, infeccbes por
bactérias e parasitas. Por esse motivo, em varios paises do mundo vem
crescendo significativamente o emprego dos produtos obtidos por engenharia

genética. No Canada, por exemplo, uma lei exige, desde 1995, que apenas
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fatores de coagulagéo sangiinea deste tipo sejam comercializados, em

detrimento dos hemoderivados.

Até a década de 90, as tecnologias para a producdo de proteinas
recombinantes de interesse farmacéutico se restringiam a cultura de células de
mamiferos in vitro ou producdo em microorganismos. A partir dai, a utilizacao de
animais transgénicos demonstrou ser altamente eficiente para a produgao de
proteinas recombinantes no leite, em larga escala e custos mais reduzidos
(Houdebine, 1994; Wall, 1996).

Varias sao as aplicagbes da tecnologia da transgénese animal. Segundo
Axelrod et al. (1990) foi demonstrado que células primarias de fibroblastos de
pele de caes hemofilicos, transfectadas por retrovirus contendo cDNA do fator IX
de coagulacao, secretaram altos niveis do fator IX biologicamente ativo no meio
de cultura em que as células estavam sendo cultivadas. Ja Choo et al. (1987)
produziram camundongos transgénicos pela microinjecado de cDNA de fator IX
humano nos prondcleos de ovécitos pré-fertilizados. Os camundongos
transgénicos expressaram altas taxas do mRNA e atividade de coagulagao ativa,
que foram indistinguiveis da atividade do fator IX provenientes do plasma normal
humano.

Esses dados demonstram a capacidade de expressao de proteinas
recombinantes altamente complexas em camundongos transgénicos. Além de
servir como background para a producdo de fator IX humano em animais de
grande porte (Schnieke et al., 1997; Cibelli et al., 1998) e em larga escala de
producao, para aplicacao terapéutica e de terapias génicas para a hemofilia B.

Em nosso estudo, a fim de comprovar a eficiéncia da atividade do fator IX

humano recombinante, bioensaios foram conduzidos com a proteina
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recombinante purificada por centrifugacdo do leite de camundongas
transgénicas. O Laborat6rio de Hematologia da Unidade do Hospital de Apoio de
Brasilia - DF — conduziu os experimentos de bioatividade do recombinante na
sua agao coagulante, demonstrando que a fungéo da proteina recombinante ndo

€ perdida quando produzida em sistemas heterélogos.

30



MATERIAL E METODOS

Vetor de expressao

A construgdo do vetor de expressdo foi efetuada de acordo com
procedimentos padrdes da tecnologia do DNA recombinante (Sambrook et al.,
1989) e utilizada na transformacdo genética de linhagens germinativas de
camundongos por meio da técnica de microinjecao do vetor de expressao nos
pronucleos masculinos dos embrides.

A regido codificadora do gene do fafor IX humano (XM_010270.4)
(Yoshitake et al., 1985) (Anexos) foi fusionada ao sinal de secre¢do da beta
caseina bovina (MAKVLILACLVALALA) por meio da técnica de PCR, utilizada
como primer 5’. Esse oligonucleotidio 5’ incluiu a seqliiéncia codante do sinal de
secrecao da beta caseina bovina, além das enzimas de restricdo do sitio de
clonagem do vetor de expressao pBC1 (Invitrogen, EUA). O produto dessa PCR
foi clonado no sitio de restrigdo de Xhol do vetor expressdo comercial pBC1
(Invitrogen, EUA). Esse vetor comercial possui 21.6 Kb e foi elaborado pela
empresa fabricante para facilitar a expressdo de proteinas recombinantes no
leite de animais transgénicos.

O plasmidio resultante foi amplificado em linhagens de Escherichia coli
DH5a e purificado segundo Kit de Purificacdo de Plasmidios Giga da Quiagen
(Qiagen, Valencia, CA, USA). A concentracdo do DNA plasmidial apés a
purificacdo em coluna Quiagen foi mensurada por absorbancia sob Ultra Violeta
ao comprimento de onda de 260 nm. A pureza do plasmidio foi assegurada

segundo corrida em gel de agarose a 1% e mensuragao da relagcdo A260/A280
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em espectrofotbmetro. O vetor foi seqienciado para ser usado nos

experimentos.

Geracao de camundongos transgénicos

Para a produgdo dos camundongos transgénicos, o gene exégeno foi
inserido na linhagem germinativa pela microinjecdo no pronucleo masculino de

um oOvulo pré-fertilizado segundo Chrenek et al. (2007).

Recuperacao e Purificacao da proteina

A purificacdo do produto génico produzido no leite das camundongas
transgénicas foi realizada por meio da centrifugacdo em que houve a separagao
da fase lipidica e da fase protéica do leite. Esta recuperagéo visou a obtengéo de
uma alta concentragdo da proteina purificada da matéria prima inicial para

andlise de bioatividade de maneira fidedigna.

Analises da integracao e expressao génica

Analises moleculares (PCR, southern blot e westhern blot) e bioensaios

foram conduzidos a fim de detectar linhagens transgénicas, a expressao da

proteina recombinante no leite dos animais e sua atividade coagulante.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Animais transgénicos sao capazes de produzirem proteinas recombinantes
biologicamente ativas em altos niveis de expressédo (Choo et al., 1987). Com o
uso do vetor de expressdo pBC1 (Invitrogen, EUA), especifico para
transformacdo genética de células animais, as proteinas recombinantes séo
secretadas em altos niveis no leite desses animais. Baseado nisto, nossa
construcao (Fig. 1) foi um vetor integrativo que confere transformagéo estavel no
genoma hospedeiro e expressdo do recombinante no leite dos animais
transformados. A integracdo e expressao foram detectadas por southern blot,
western blot e ensaios de bioatividade da proteina.

Nos utilizamos o método de microinjegdo pro-nuclear para a geragéao dos
camundongos transgénicos. Esta & a tecnologia mais eficiente usada na
modificagdo genética por adicdo de genes em camundongos (Watanabe et al.,
2007) quando comparada com outros sistemas de transformagéao (Huszar et al.
1985; Jahner et al., 1985; Lavitrano et al., 1989). Nossa taxa de eficiéncia de
transfeccdo foi 6% considerando a presenca de dois fundadores em 34
progénies. Entretanto, esta tecnologia tem sido provada ser de baixa eficiéncia
quando de sua aplicacdo em animais de grande porte (Wall et al., 2001).

Uma vez que a técnica de microinjecao pré-nuclear resulta em insercdes
randdémicas e varidveis niveis de expressao, até onde se sabe, os camundongos
transgénicos foram avaliados por PCR e southern blot a fim de detectar a
presenga da introdug&o do transgene nos animais fundadores e em sua progénie

(Fig. 2).
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Analises de western blot confirmaram a presengca da correta massa
molecular da proteina recombinante no leite dos camundongos transgénicos,
certificando a correta estratégia de transformacao quando utilizado o nosso vetor
de expressao, baseado na utilizagdo do sinal de secreg¢do da beta-caseina (Fig.
3).

A fim de comprovar a atividade da proteina recombinante em sua agao
coagulante, o leite dos animais fundadores da linhagem 01, da linhagem 02,
plasma humano normal, plasma humano hemofilico, e leite de fémeas nao-
transgénicas foram comparados. A atividade de coagulacao detectada em mU/ml
(mili-unidades/mililitros) foi 17, 31, 44, 7 e 0, respectivamente. O tempo de
coagulacao foi estimado em 76, 69, 37.6, 87 e 141 segundos, respectivamente.
A atividade da proteina foi estimada em porcentagem de sua agdo coagulante

(Tabela 1).

Vetor de Expressao

Fator IX de Coagulagdo
MAKVLILACLVALALA< 1

|
B0 00eE — Fragmentos de DNA Gendmico
I = I

I provenientes da regido codificadora
da proteina beta-caseina

Inducgdo da expressdo mmp
do transgene em

células epiteliais da
glandula mamadria

4== Permite a correta traducdo e poliadenilacdo do
mRNA

Figura 1. Vetor de expressdao pBC1FIX usado para a geragdo dos camundongos
transgénicos. A seqléncia codante do gene FIX humano foi fusionada ao sinal de
secrecao de beta-caseina bovina (MAKVLILACLVALALA) e clonado no sitio de restricao
de Xhol do vetor de expressao comercial pBC1 (Invitrogen, EUA).
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Figura 2. (A). Avaliacdo por meio de PCR nos camundongos transgénicos. 1, 2, 3, 4 correspondem aos
camundongos transgénicos; 5 camundongos ndo-transgénicos; 6 controle negativo interno das reagdes; 7
sequencia do gene do FIX correspondente a 495 pb. (B). Andlises de southern blot das linhagens
transgénicas 1 e 2 (1, 2, 3, 4, 5 e 6) e da linhagem ndo-transgénica (7).
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Figure 3. Western blot do leite de fémeas transgénicas expressando o gene fo FIX humano. 1 corresponde a
350 ng da proteina do FIX purificada (Sigma, EUA); 2 corresponde a 100 ug de proteina total de leite de
fémea nio-transgénica; 3 e 4 a 100 ug de fémeas fundadoras transgénicas das linhagens 1 e 2; 5 e 6 a 100
pg da progénie F; da linhagem 1; 7 e 8 a 100 ug da progénie F, da linhagem 2.
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Bioatividade da proteina recombinante

Leite da Leite da | Plasma Plasma Leite de
fundadora | fundadora |Humano| Hemofilico |fémea nio-
transgénica | transgénica | Normal | supplementado | transgénica
Linhagem | Linhagem com FIX
01 (RO) 02 (RO) (Sigma)
Western blot + + + + -
Atividade de|(mU/ml) 17 31 44 7 0
Coagulagdo s 76 69 37.6 87 141

Tabela 1: Atividade de coagulagdo do FIX recombinante no leite de camundongas transgénicas e ndo-
transgénicas.
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Abstract

Human factor IX is synthesized in the liver and secreted in the blood, where it participates of reactions
group involving coagulation factors and proteins that permit the sanguine coagulation. In this work two
lines of transgenic mice were developed to express the FIX gene in the mammalian glands under control of
the milk B-casein promoter. The founding females secreted the FIX in their milk (3% total soluble protein).
The stable integration of transgene was confirmed by southern blot analysis. The presence of the FIX
recombinant protein in the milk of transgenic female was confirmed by western blot and the coagulation
activity was revealed in clotting assays which determines the thromboplastin time. The coagulation activity
in human blood treated with recombinant FIX has increased while the time of coagulation decreased. Our
results confirm the production of a large amount of recombinant biologically active FIX in the mammary
gland of transgenic mice.

Keywords Transgenic mice, recombinant factor IX, animal as bioreactor, human factor IX
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Introduction

Hemophilia B or Christmas disease is a recessive X linked disease characterized by abnormal
production of human coagulation factor IX. In Brazil exists an estimated incidence of 1 in 10,000 habitants,
and 15% have hemophilia B. Human factor IX is a 55 kDa single chain vitamin K dependent plasma
zimogen which have a serine protease function and plays a key role in both intrinsic and extrinsic
coagulation pathway. The intrinsic pathway is a series of enzyme mediated cleavages by means of plasma
factors peptide chains fragmentation. Upon activation of FIX to FIXa by FXIa, an 11 kDa activation peptide
is removed from factor IX molecule by cleavage of two peptide bonds. These changes allow the activation
of factor X and are crucial to protrombin and fibrinogen production and blood cloth (Roth et al. 2001).

Factor IX is synthesized in the liver parenchyma cells and requires a posttranslational vitamin K-
dependent modification in order to work appropriately. Until today no recombinant biosynthesis system of
human FIX has evolved to commercial production, despite its secretion reported in transgenic sheep milk
(Clark et al., 1989).

Christmas disease treatment is the injection of this lack factor, through the source of human blood
purified FIX injection from healthy donors plasma, which incurs in elevated costs and high prion and virus
contamination risks. Besides, these factors are instable and requiring frequently injections. For this reason,
in some countries the use of the genetic engineering products is significantly growing up. Today, Brazil is
total dependent of the importation of human factor IX biomolecule from pooled plasma.

Transgenic animals are pointed as potential successful bioreactors for complex heterologous
protein biosynthesis, such as FIX, since high yields of protein and structural quality are generally associated
with those systems (Houdebine 1994; Wall 1996). Another advantage of alternative based production of
recombinant drugs in transgenic mammals is the ability to provide post-translational modifications
correctly, what allow folding assembles and glycosilation similar to those present in humans (Larrick and
Thomas 2001). The mammary gland can be considered currently, the most efficient bioreactor (Colman
1996; Rudolph 1999). Extensive studies have demonstrated the possibility of the production of a great
variety of recombinant proteins in milk, many of them, complexes proteins, as: human IGFI (Zinoveiva et
al., 1998), hGH (Devinoy et al., 1994), human lysozime (Lee et al., 1998), human lactoferrine (Platenburg
et al., 1994), human erythropoietin (Sohn et al., 1999), human paratireoide hormone (Rokkones et al.,
1996), recombinant factor VIII in milk of transgenic rabbit (Chrenek et al., 2007). These examples
demonstrate the capacity of the mammary gland to synthesize, to mature and to secrete active biologically
recombinant proteins.

Transgenic mice lines are attractive by a series of advantages like the shortest reproduction cycle
even when compared to other mammals, the fast female lactation, the high milk protein content and the
relatively lower costs of maintenance the animals. Moreover, this model system will make possible the
future applicability in large animals, as bovines and goats, used as efficiency bioreactors.

In the present work we report the expression of human coagulation factor IX in transgenic mice
milk and the evaluation of independent line level expression and biological function of the recombinant
molecule. For human FIX expression in transgenic mice, protein coding sequence was flanked by the B-
casein promoter, a strong mammary gland tissue-specific regulatory sequence and microinjected in mice
genome.

Material and Methods

Human factor IX expression vector

The code region of the FIX (coding for the human factor IX) gene (GeneBank accession number:
XMO010270) (Yoshitake et al., 1985) was amplified by PCR from a ¢cDNA library (A TriplEx, Clontech,
USA) from human liver. The fragments were cloned into the pGEM-T Easy (Promega, USA) vector for
PCR products. Primer pair BCproFIX (5’-
CGCTCGAGATGGCAAAGGTCCTCATCCTTGCCTGCCTGGTGGCTCTGGCCCTTGCAACAG
TTTTTCTTGATCATGAAA-3’; including the sites for Xhol [underlined] and the sequence of the secretion
signal of the bovine beta-casein [in bold]) and FIXstop3C (5°-
CCTTCTCGAGCCATCTTTCATTAAGTGAGC-3’; including the sites for Xhol [underlined]) was used to
amplify a 1,378-bp fragment from the FIX gene. PCR reactions were carried out in a thermocycler (PTC-
100; MJ Research, Watertown, MA, U.S.A.) in a 50-ul solution containing 10 ng of DNA, 60 mM Tris-SO4
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(pH 8.9), 18 mM (NH4)2S04, 2 mM MgS04, 250 nM each dNTP, 200 nM each primer, and 5 U of
platinum Taq DNA polymerase high fidelity (Invitrogen, USA). The mixture was treated at 95°C (5 min)
and subjected to 35 cycles of amplification (95°C for 1 min, 55°C for 1 min, and 68°C for 1 min), with a
final elongation cycle of 5 min at 68°C. PCR products were sequenced by using universal M13 and T7
primers on automatic sequencer (ABI Prism1 3700). The 1,378-bp fragment from the FIX gene was cloned
into the Xhol restriction site of the pPBC1 mamalian expression vector (Invitrogen, USA) to generate the
vector pPBC1FIX, which was used for pronuclear microinjection.

DNA preparation for generation of transgenic mice

The plasmid pBCIFIX was digested with Sal I and Not I to eliminate the prokaryotic ampicilin
sequence. The fragment containing the FIX sequence was separated by 0.8% agarose gel electrophoresis
and purified from gel with QIAEX II gel extraction kit (Qiagen, USA). The elution of DNA from de
column was made with microinjection buffer (MIB - 8mM Tris-HCI, pH 7.4, containing 0.15 mM EDTA).
The concentration was adjusted to 3 ng/ul final concentration in MIB, and used for production of transgenic
mice.

Superovulation

B6CBAF1 female mice (4-5 week old) were superovulated by intraperitoneal (i.p.) injection of 51U
pregnant mare’s serum gonadotrophin (PMSG — Sigma, USA). Approximately 48h after were administered
5IU human chorionic gonadotropin (hCG — Sigma, USA) also by i.p. injection, and coupled overnight with
B6CBAF1 male mice.

Collection of Zygotes

The pronuclear-stage embryos were collected 20h after the hCG injection. The cumulus cells were
removed by placing the zygotes in M2 medium (Sigma, USA) complemented with hyaluronidase (0.1%
w/v) (Sigma, USA) for 2 min. The embryos were washed several times in pure M2 medium to remove
hyaluronidase and were maintained in M16 culture medium (Sigma, USA) at 37°C under 5% CO, until
microinjection.

Pronuclear microinjection

Approximately 3 pl of exogenous DNA solution was injected into one of the pronuclei with the aid of a
pair of manipulators at a magnification 400x, in an inverted microscope with Normarski differential
interference contrast optics. The injection took place in a small drop of M2 medium covered by mineral oil
(Sigma, USA) as previously reported (Chrenek et al., 2007). After that, the survived embryos returned to
M16 medium into the CO, incubator.

Embryo Transfer

Microinjected embryos (15 to 30 zygotes per foster mother) were transferred into the oviduct of
pseudopregnant females (Swiss) on the day of microinjection. The pseudopregnancy of females was
induced by mating with vasectomized male (Swiss) (Chrenek et al., 2007).

PCR analysis

Genomic DNA was purified using the commercial kit Wizard®Genomic DNA
Purification (Promega, USA), and used as template in the reactions containing specific
primers that pared with the internal sequence of the human factor IX gene. Primers
sequences FIXAL256: 5' - GATGGAGATCAGTGTGAGTC-3' and FIXAL 751c: 5' -
TAACGATAGAGCCTCCACAG-3' were utilized to amplify a 495 bp sequence. DNA
was subjected to 35 cycles of amplification (94 °C/2 min, 94°C/1 min, 58°C/1 min, 72°C/1
min and 72°C/7 min) carried out in 25 pl aliquots containing 10 mM Tris-HCI (pH 8.4);
50 mM KCI; 2 mM MgCly; 160 uM of each dNTP; 2,0 uM of each primer; and 2 U of
Tag polymerase (Invitrogen, USA) and ca. 20 ng of genomic DNA.
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Recovery and Protein Purification

Milk samples were taken from lactating transgenic and non-transgenic mice females on the day 7 of
first lactation. In order to stimulate milk down, intramuscular injection of 5IU of oxytocin (Sigma, USA)
was applied 30 min before milk collection. The samples were either subjected to further analysis or stored
at -80°C until used.

Recombinant protein purification from the milk of the transgenic and non-transgenic animals was
carried out by centrifugation (5,000g for 20 minutes at 4°C) and the upper lipid layer was removed.

Southern blot analysis

Genomic DNA (15 pg) isolated using the commercial kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega, USA) was digested with Kpn 1 enzyme (100 units), separated on a 1% agarose gel and
transferred to a nylon membrane (Hybond N*). The hybridization was carried out using the PCR-generated
510 bp FIX probe, labelled with a[*?P]-dCTP (110 TBg/mol) using a random primer DNA labelling kit
(Pharmacia Biotech, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Western blot analysis

Total protein (60 pug) was extract from transgenic mice milk and 350 ng of human factor IX (Sigma,
USA) were resolved in a 12% SDS-PAGE mini gel, electrotransfered to Hybond N* nitrocellulose
membrane (Hybond) under 100mA for 50 min, followed by 4°C overnight blocking in Tristy buffered
saline solution (20mM Tris base, 137mM NaCl, pH 7.6) containing 5% dry milk and 0.1% tween 20.

The membrane was incubated with rabbit igG policlonal anti-human factor IX diluted 1: 2,500 in
blocking buffer, during four hours at 25°C. Secondary antibody incubation was performed by three hours at
25°C with goat anti-rabbit igG conjugated with Alkaline Phosphatase (Bio-Rad) in a dilution of 1: 5,000 in
blocking buffer. Alkaline Phosphatase activity was monitored by 10 ml detection buffer consisting of
100mM Tris-HCI pH 9.5, 100mM NaCl, 5SmM MgCl,, 66ul NBT 50mg/ml (Nitro blue tetrazolium) and
33ul BCIP 25mg/ml (5-bromo-4cloro-3-indolil phosphate). Reaction was stopped by Tris EDTA 20mM
and the colored product was detected.

Bioactivity assay

The functional activity of FIX in mice milk samples was determined by assaying its ability to restore
clotting activity using FIX-depleted human plasma together with the respective lack factor. The partial
thromboplastin time was interpreted using a reference curve obtained with dilutions of standard human
plasma or a normal plasma pool mixed with the deficient plasma.

The samples (transgenic mice milk and not transgenic mice milk) were diluted to 160 pg/ul of factor
IX. 100 pl of each diluted milk sample was added in 100 ul of factor IX deficient plasma plus 100 ul of
activated cephalin. After 5 minutes of incubation at 37°C, 100 pl of calcium chloride 0,025M was added,
and the coagulation time determined.

Results

Transgenic mice

F>-hybrid zygotes produced by mating male and female F;-hybrids (B6CBAF1) were
microinjected with pBCI1FIX vector (Fig. 1) and yielded thirty-four litters. PCR and
southern blot analysis revealed two transgenic founders. The transgenic male founder was
responsible for the continuity of line 1, and the transgenic female founder for line 2. In
order to generate the progeny of these transgenic animals, the male and the female
founders were mated with wild type animals of the C57bl/6 strain. As a result, 13 animals
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were generated on the F; generation, 9 animals from line 1, and 4 from line 2. F; progeny
was submitted to PCR analysis, and the positive females were mated with male wild type
mice for the attainment of the F, generation. Seven days after birth of the F, generation,
the milk of the founders and F; female mothers was collected in order to analyze the FIX
recombinant protein expressed in their milk.

PCR analysis (Fig. 2) revealed the presence of a 495-bp fragment from the factor IX transgene coding

in both mice founders and progenies. Southern blot analysis confirmed the integration of the FIX transgene
(Fig. 2). DNA isolated from a non-transgenic line did not hybridize with the FIX cassette probe.

Western blot analysis

In milk samples obtained at day 7 from two lactating females from distinct lines, a band corresponding
to 50 kDa was detected by western blot analysis. This signal was not detected in non-transgenic milk (Fig.
3).

Functional activity of FIX in mice milk

Bioactivity assay was performed in order to detect the activity of FIX recombinant protein in
percentage rate of its clotting action. It was found that a high level of concentrate active protein was
encountered per microliter in mice milk. Milk of transgenic founder line 1 (F,), milk of transgenic founder
line 2 (Fy), normal human serum, hemophilic serum supplemented with FIX (Sigma, USA) and milk of non-
transgenic female were estimated. The coagulation activity detected by mU/ml was 17, 31, 44, 7 and 0, and
the time of coagulation was confirmed in 76, 69, 37.6, 87 and 141 seconds, respectively (Table 1).

Discussion

Transgenic animals are capable to produce biological active recombinant proteins in high levels. With
the use of the expression vector pBCl1, specific for the genetic transformation of mammal cells, the
recombinant proteins are secreted in high levels in the transgenic animal’s milk. Based on this, our
constructed expression vector is an integrative vector that confers stable integration at host genome and
expression of recombinant protein in the milk of transgenic animals detected by southern blot, western blot
and bioactivity analysis.

We used the microinjection method to produce transgenic mice. It is the most efficient technology used
in generation of transgenic mice for gene addition (Watanabe et al., 2007) compared with other systems
(Huszar et al., 1985; Jahner et al., 1985; Lavitrano et al., 1989). Our transgene integration efficiency was
6% considering the presence of two founders in 34 litters born. However, this technique has proven to be
far less efficiency in farm animals (Wall 2001). Since this technique result in insertional randomly
transgenes, transgenic mice were screened by PCR and confirmed by Southern blot analysis in order to
evaluate the presence of transgene introduced in the founders as well as in the progenies. We have studied
transgenic integration in bovine cells (Lisauskas et al., 2007) to carry out gene-target integration to produce
desired recombinant protein expression levels in opposition to randomly integration and variable
expression.

Our results showed that the amount of recombinant polypeptide secreted by mammary gland cells of
founder 2 reached up to 2% of total soluble milk protein content, what indicates a satisfactory expression
level modulated by the beta-casein promoter. Korhonen et al. (1997) generated several transgenic mouse
lines and rabbits expressing efficiently (up to 0.3 mg/ml in mice and up to 0.5 mg/ml in rabbits) human
erythropoietin in their milk with bovine beta-lactoglobulin as promoter.

Western blot results suggests the maintenance of the correct molecular mass of secreted FIX presented
in both founders and F; females milk and the efficiency secretion strategy provided by the beta-casein
secretion signal. Three band pattern presented by SIGMA”s purified FIX and recombinant FIX probably
reflects the activation of FIX into FIXa by two peptide bonds cleavage of 55 kDa single chain (upper band),
releasing FIX 44 kDa heavier chain (intermediate band) and 11kDa light chain (lower band). Vitamin K —
an important coagulation effector- high concentration in mice milk corroborates the hypothesis of correct
activation of FIX zimogen correlated to western blot band pattern and further comprovation by coagulation
bioassay.

In our study, to comprove the efficiency of the FIX recombinant protein activity, bioassays were
performed with purified recombinant protein from transgenic mice milk. It was observed activity of the
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recombinant coagulation factor IX protein in its coagulant action, demonstrating that the protein function is
not lost when produced in heterologous systems. Milk of transgenic founder line 1, transgenic founder line
2, Normal human serum, hemophilic serum and milk of non-transgenic female were compared. It was
detected the activity of the protein in percentage rate of its clotting action. It was found that a high level of
concentrate active protein was encountered per pl in mice milk.

Transgenic technology is especially attractive for the recombinant protein production necessary on a

large scale, due to units of required dosages, multiple administration, application in the population on a
large scale, or necessity of industrial production. The annual market of large scale recombinant proteins, the
plasma factor VIII and IX, is approximately 5-10 Kg. In accordance with World Federation of Hemophilia
(Montreal, Canada), current need of factor IX is approximately US$190 millions in the United States.
Factor VIII is approximately US$ 2 billion. The potential market for the mentioned products has been
limited for the plasma supplement.
The final stage of the process that consists of the purification of recombinant proteins from the milk
generally does not present particular difficulties. The possible biological contaminants prions are the ones
that can present problems. However, evidences from World Health Organization emphasizing that prions
have not been detected in association with milk and semen, when closed herds are prioritized (Ziomek
1996; Rudolph 1995; Gavin 2001), discarding any suspicion of possible biological contaminants in
recombinant proteins secreted in the milk of transgenic animals.
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Figure 1 (A). PCR screening in mice. 1, 2, 3, 4 correspond to transgenic mice; 5 non-transgenic mice; 6
internal negative control; 7 FIX sequence corresponding to 495 bp. (B). Southern blot
analysis of transgenic animals lines 1 and 2 (1, 2, 3, 4, 5 and 6) and non-transgenic mice
genomic DNA (7).

Figure 2 Western blot of transgenic female milk samples for human FIX gene. 1 correspond to 350 ng
purified FIX protein (Sigma, USA); 2 correspond to 100 pg total milk protein of non-transgenic female; 3
and 4 to 100 pg of transgenic founders lines 1 and 2; 5 and 6 to 100 ug of F; progeny from line 1; 7 and 8§ to
100 pg of F, progeny from line 2.
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Table 1 FIX recombinant coagulation activities in the milk of transgenic and non-transgenic mice

Method
Samples Western Coagulation Thromboplastin
blot activity (mU/ml) time (s)
Milk of transgenic founder line 1 + 17 76
(Fo)
Milk of transgenic founder line 2 + 31 69
(Fo)
Normal human serum + 44 37.6
Hemophilic serum supplemented + 7 87
with FIX (Sigma, USA)
Milk of non-transgenic female _ 0 141
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DOS LOCAIS DE INTEGRAGAO DE

TRANSGENES EM GENOMA BOVINO

INTRODUGAO

DNAs exdgenos podem ser inseridos em genomas por meio de integracao
retroviral, transposons, e por técnicas nao-virais de transferéncia de genes,
como por exemplo, ensaios de transfecgdo. Os locais de tais inser¢des sao
usualmente identificados por preparacao de bibliotecas genémicas e isolamento
de linhagens clones contendo o DNA ex6geno e as sequéncias flanqueadoras.
Neste projeto, linhagens celulares bovinas transgénicas foram utilizadas como
modelo de estudos da integracdo dos transgenes. Varias linhagens celulares
clones de MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) transfectadas foram expandidas a
partir de uma unica célula isolada e colocada em cultivo celular até a expanséo
em torno de 36 ug de DNA. As linhagens celulares preestabelecidas foram
plaqueadas numa concentragao de 3 x 10° células/ml em uma placa de 24 pocos
e transfectadas com o vetor plasmidial pClneo-B, previamente construido no
laboratério, compreendendo os genes neo (antibitico neomicina) e B-gal (B-
galactosidase) sob controle do promotor constitutivo CMV (citomegalovirus). A
transfecgao realizou-se utilizando o reagente Lipofectamina™ (Invitrogen, USA),
segundo Oliveira et al., 2005. Vinte dias ap6s a transfecgcdo e selecdo em meio
suplementado com antibiético geneticina (G418: 400 pg/ml), as células

transgénicas foram isoladas e expandidas em cultura. O DNA genémico das
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linhagens clones foram resgatados e as sequUéncias flanqueadoras foram
identificadas pela técnica de resgate de plasmidio em Escherichia coli.

Uma vez que a integracao de DNAs exdgenos pela técnica de transfeccao
da-se aleatoriamente, o método baseado na técnica de IPCR (PCR invertido)
para amplificar a regido flanqueadora do DNA cromossomal no local de inser¢do
do transgene é um método simples e util para este propdsito. A utilizacdo desta
técnica por meio de importantes estudos deve contribuir para novos
conhecimentos na construcao de vetores bovinos com genes-alvo.

Genes-alvo € um método mais poderoso e eficiente de manipulacao
genética e requer basicamente os mesmos procedimentos de transfecgéo,
selegdo e cultivo celular. O objeto de alcance para inumeros beneficios
biomédicos, como por exemplo, a ablacdo de antigenos de transplantes
xenorreativos, inativagdo de genes responsaveis por doengas neuropatogénicas
e a insercado precisa de transgenes determinados para produzir proteinas de
terapia humana, tém incentivado setores tanto comerciais quanto medicinais
para o investimento nesta nova tecnologia, cuja proposta baseia-se no local de
integracdo apropriado de uma maneira mais exata e consequentemente mais

eficiente a fim de produzir determinadas variantes em quantidades desejaveis.
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Vetores de expressao

O ponto chave da tecnologia de transgénese se resume na introdugéo de
determinada informagcdo genética com nova funcionalidade no genoma
hospedeiro. A estratégia para a construgdo de um “transgene” envolve a selegao
de um elemento regulatério génico (geralmente denominado promotor, mas
usualmente contendo um elemento “enhancer” (acentuador) além de um
promotor) que tem como funcdo determinar o tecido no qual o gene sera
expresso, bem como o tempo e a magnitude de expressdo. Em alguns casos, 0
elemento regulatério pode agir como um “interruptor”, permitindo ao transgene
ser “ligado” (ativado) ou “desligado” (inativado). A segunda parte da construgcéao
génica consiste na sequéncia de DNA que codifica a proteina desejada
(geralmente referida como o componente estrutural de um transgene). A
finalizacdo do transgene se restringe ao elemento regulatério denominado
“terminador” que tem a funcao de “avisar” o término da transcrigdo do transgene
em questdo. A maioria dos terminadores consistem numa sequéncia rica de A
(nucleotideo Adenina), denominada de cauda poly(A), responsavel pela
“sinalizacdo” ao mecanismo de transcricdo de que aquela seqliéncia é o término

do transgene.

Cultivo de células animais

A cultura de tecidos surgiu no comeco do século vinte (Harrison, 1907;

Carrel, 1912) como um método para se estudar o comportamento das células

animais desprovidas de variagfes sistémicas ocorridas no organismo animal.
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Essas células oscilam em numero e em tamanho tanto durante a homeostase,
quanto sob condicbes de stress. A técnica foi elaborada primeiramente pela
desagregacédo de fragmentos de tecidos, sendo que o crescimento das células
limitava-se a sua migracao, a partir do fragmento do tecido dissociado. A cultura
de um tecido pode ter como origem a dissociagdo do material biolégico, tratado
de diferentes formas (enzimatico, mecanico ou quimico), sendo que as células
dispersas desse tecido tratado podem entdo ser cultivadas in vitro para
subsequentes estudos.

A tecnologia de cultura de tecidos tem sido adotada aplicavelmente dentro
de muitas rotinas na medicina e na industria. Analises cromossomais de células,
retiradas do Utero pela técnica de amniocentese, ndo sO6 podem revelar
disturbios genéticos do feto que ainda nem nasceu e infecgbes virais podem ser
analisadas qualitativamente e quantitativamente por meio de monocamadas de
cultura de células hospedeiras, efeitos tdxicos de certos componentes
farmacéuticos, além de andlises de potenciais poluentes do meio ambiente que
podem ser detectados e mensurados por meio de ensaios de formacgédo de
colénias (Freshney, 1992).

Ao se comecgar uma cultura de tecidos, alguns parametros devem ser
ajustados, como o controle fisico-quimico do meio ambiente das células: pH,
temperatura, pressdao osmotica, O,, CO., etc., mantendo uma condicao
fisioldgica relativamente constante e controlada. A maioria dos meios de cultura
utilizados ainda requer suplementagdo com soro, cuja concentragéo é variavel
dependendo do tecido em questdo (Honn et al., 1975). E podem conter ainda

elementos indefinidos, tais como certos horménios e outras substancias
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regulatérias. Gradualmente, as fungdes do soro sao estudadas e como resultado
estao substituindo-o cada vez mais por constituintes definidos (Olmsted, 1967).

O tipo celular eleito para ser cultivado deve estar baseado nos fins de
utilizacdo da cultura, ou seja, as células estarao destinadas para: transformacao
genética, linhagem celulares permanentes, doadoras de nucleo para
transferéncia nuclear, monocamada para co-cultivo etc. Além disso, o laboratério
deve dispor, no minimo, de equipamentos necessarios e condicées de assepsia,
antes de se iniciar uma cultura de tecidos.

No presente trabalho foram cultivadas linhagens celulares somaticas de
bovinos in vitro. As células MDBK sao consideradas imortalizadas, ou seja, as
células sdo senescentes, mesmo quando cultivadas in vitro, podendo ser
submetidas a mais de 300 repiques (Lisauskas et al., 2007). Essas células séo
aderentes, de facil manutencao e crescimento rapido, compativeis com longos
periodos de cultura e intervengdes ao longo das andlises de monitoramento

requeridas.

Modificacao genética de células de mamiferos

Varias tecnologias para a introducao e expressao das construgcdes génicas
em diferentes animais vém sendo desenvolvidas e aperfeicoadas. Sistemas
acurados de transporte de poucas quantidades de DNA se restringem (1) a
microinjecdo de DNA dentro do prondcleo masculino de ovécitos fertilizados,
sendo utilizada para producado de camundongos transgénicos (Lisauskas et al.,
2008), coelhos (Rosochacki et al., 2002), ovinos (Simons et al., 1988; Hammer et

al., 1985), suinos (Hammer et al., 1985) e bovinos (Wall et al., 1985; Wall et al.,
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1988; Krimpenfort et al, 1991; Wall et al., 1996), mesmo com apenas uma
pequena proporgao (~5%) dos animais contendo o transgene integrado em seu
genoma (Eyestone, 1994; Damak et al, 1996); (2) a utilizagdo de células
espermaticas como fontes carreadoras de DNA exdgeno (Gandolfi et al., 2000;
Perry et al., 1999; Lauria & Gandolfi, 1993; Lavitrano et al., 1989; Brackett et al.,
1971); e (3) a vetores baseados em transposons (Belur et al., 2003). Por outro
lado, sistemas que transportam grandes quantidades de DNA envolvem o uso de
vetores retrovirais (Chan et al,, 1998; Haskell & Bowen, 1995; Huszar et al.,
1985; Jahner et al,, 1985; van der Putten et al., 1985), por sua eficiéncia de
penetracdo celular e integracao estavel do transgene no genoma hospedeiro.
Uma vez que retrovirus conseguem apenas infectar células em diviséo celular,
podendo causar efeitos deletérios nas células, como resultado de mutagéneses
insercionais quando da integragéo do provirus no genoma (Onions et al., 1993),
sistemas mais eficientes de transporte de DNA, chamados de vetores
adenovirais, que conseguem infectar células que nao estao em divisdo celular,
podem também ser utilizados, apesar de nao conseguirem se integrar no
genoma hospedeiro (Channon et al., 1996; Tsukui et al., 1996; Feldman & Isner,
1995). Outros sistemas de vetores virais, chamados vetores epissomais, utilizam
o0 genoma viral de um papilomavirus tipo1 de bovino e se mantém como
elemento genético extracromossomal estavel de auto-replicagdo (DiMaio et al.,
1982; Ohe et al., 1995; Sarver et al., 1981; Mannik et al., 2003).

Atualmente o método mais seguro e mais simples requerido para
transfectar células de mamiferos é a lipotransfecg¢do, utilizando lipossomos
catibnicos (Cibelli, 1998; Keefer, 2001; Oliveira et al., 2005). O mecanismo de

transfec¢cao mediado por lipossomo aparece como resultado da associagao entre
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os lipidios catiénicos e o DNA que fornecem uma rede de cargas positivas ao
redor do vetor, permitindo a ligagdo com a rede de cargas negativas da
superficie celular (Felgner et al, 1989). Lipossomos sao translocados para
dentro da célula por fusdo com a membrana plasmatica ou por fagocitose
(Wrobel & Collins, 1995; Friend et al., 1996), e algumas particulas podem entrar
no nucleo por fusdao com o envelope nuclear (Wrobel & Collins, 1995; Friend et
al., 1996; Thierry et al., 1997). Com isso, animais clones bovinos podem ser
produzidos a partir de linhagens caracterizadas de células geneticamente
modificadas, como fontes doadoras de nucleos transformados e microinjetadas
em ovocitos previamente enucleados (Campbell et al., 1996; Schnieke et al.,

1997; Iguma et al., 2005).

Lécus de integracao

Devido a aleatoriedade da integra¢do do transgene no genoma bovino pela
técnica de lipotransfecgdo, apenas um pequeno numero de eventos ird gerar
animais transgénicos, expressando a proteina de interesse em niveis desejados
(Schnieke et al., 1997). A fim de aprimorar o método de lipotransfecgéo, alguns
autores tém estudado o lécus de integracdo do vetor plasmidial no genoma
hospedeiro (Shi-Wu Li et al, 1996, Lisauskas et al., 2007), bem como a
caracterizagao desses locais. A abordagem baseia-se na técnica de resgate do
plasmidio em Escherichia coli e permite a retirada do vetor de expressdo do
genoma em estudo, e a caracterizagdo das regides flanqueadoras do DNA
hospedeiro, a fim de isolar as regides de integracao dos transgenes (Mannik et

al., 2003).
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A vantagem, em se estudar o I6cus de integragao do transgene possibilita a
selegdo e geragao de eventos elites que expressem o transgene em niveis mais
altos e desejaveis, além da utilizagdo de linhagens aptas a transferéncia nuclear
para a geracao de bovinos transgénicos. O sucesso reportado por McCreath et
al. (2000) baseia-se em estratégias desenvolvidas para a aplicacdo da técnica
na geracao de vetores bovinos com genes-alvo (“gene targeting”).

Neste trabalho, parametros preestabelecidos de lipotransfeccdo para
células somaticas bovinas (Oliveira et al., 2005; Oleskovicz et al., 2004) foram
utilizados como protocolo base e aplicados em linhagens celulares bovinas
MDBK (Lisauskas et al., 2007), a fim de se estudar os locais de integracdo dos
transgenes para servirem como modelo de transformacdo genética de células

aptas a serem doadoras de nucleos transgénicos para a transferéncia nuclear.
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MATERIAL E METODOS

Local do Experimento

Os experimentos desenvolveram-se nos Laboratérios de Transferéncia de
Genes — LTG e de Micromanipulagdo - LRA, do Prédio de Biotecnologia — PBI,

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — EMBRAPA/CENARGEN.

Preparacao do DNA

A construgdo do vetor de expressdo foi efetuada de acordo com
procedimentos padrdes da tecnologia do DNA recombinante (Sambrook et al.,
1989). O sistema de transformacao das células somaticas MDBK utilizado foi
padronizado segundo Oliveira et al. (2005).

As células MDBK foram transfectadas com o vetor de expressao
denominado pClneoBeta, construido no nosso laboratério, que contém o gene
da beta-galactosidase sob controle do promotor constitutivo CMV e o gene neo
(sequéncia codante da neomicina fosfotransferase) sob controle do promotor
constitutivo SV40. Este vetor foi construido introduzindo o gene da beta-
galactosidase, apds a excisdo de sua seqiéncia codante de seu vetor comercial
de origem pCMV-B (7.2 kb) (Clontech, Palo Alto, CA, USA), com a enzima de
restricao Notl e introduzida no sitio de clonagem do vetor comercial pCl-neo

(5,472 pb).
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O plasmidio foi amplificado em linhagens de Escherichia coli DH50 e
purificado segundo Kit de Purificacdo de Plasmidios Giga da Quiagen (Qiagen,
Valencia, CA, USA). A concentracdo do DNA plasmidial apds a purificacdo em
coluna Quiagen foi mensurada por absorbancia sob Ultra Violeta ao
comprimento de onda de 260 nm. A pureza do plasmidio foi assegurada
segundo corrida em gel de agarose a 1% e mensuracao da relacao A260/A280
em espectrofotdmetro. O vetor foi seqiienciado e apto para a transformacao das

células.

Cultivo celular e lipofeccao da linhagem MDBK

Linhagens celulares bovinas MDBK foram cultivadas em garrafas de cultura
celular (35 cm?), em meio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM L-glutamina, 100 ug/ml penicilina e 100 ug/mi
estreptomicina a 39°C em 5 % CO,, 5% O, e 93% N, em atmosfera Uumida;
sendo a substituicdo de meio realizada todas as segundas, quartas e sextas-
feiras. As células utilizadas nos experimentos partiram da quinta passagem de
cultivo, sendo que as passagens foram realizadas quando a confluéncia celular
atingia em torno de 80%. As células eram removidas da placa de cultura com
tratamento de 0,05 % de tripsina-EDTA (1ml/garrafa) por 10 minutos a 39°C. O
total das células era centrifugado, ressuspendido e colocado novamente em
garrafas de cultivo.

As MDBKs foram plagueadas numa concentragdo de 3x10° céls/ml (80-

90% de confluéncia) em placa de 24 pocos e transfectadas no dia seguinte,
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utilizando o lipossomo lipofectAMINA® Plus (Gibco, BRL Life Technologies), de
acordo com Oliveira et al., 2005.

Para cada poco, 0,5 ug DNA (pClneo-beta) foi diluido em 25 ul D-MEM sem
soro fetal bovino (SFB), 4 ul de Reagente Plus e 1 pl lipofectAMINA®. A solugéo
foi homogeinizada e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. O meio
de cultivo (RPMI 1640 com SFB) da placa que continha as células foi retirado e a
solucdo (sem SFB) adicionada as células. Apdés as 5 horas de incubacéo, a

solucao foi substituida por meio de cultivo RPMI 1640 com SFB.

Selecao das linhagens MDBKs transgénicas e isolamento de col6nias

clones

48 horas apés a transfeccao, o meio de cultivo RPMI 1640 com SFB foi
substituido por meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com SFB e com
antibiético geneticina (G418: 400 pg/ml). Apds 20 dias em cultivo seletivo, uma
unica célula MDBK foi isolada em placa de ELISA (96 pocos) para cultivo de
linhagem clone transfectada, sob 100 ul de meio RPMI 1640 com geneticina.
Neste caso, a substituicdo por meio novo era realizada semanalmente. Quando
a cultura atingia a confluéncia do poco da placa de ELISA, por volta de 15 dias
de cultivo, as células eram tripsinizadas e passadas para um po¢o de uma placa
de 24 pocgos. Permaneciam em cultivo até sua confluéncia, cerca de 10 dias, e
entdo eram passadas para uma garrafa de cultura. Todo processo de selecao foi
realizado em meio com antibiético. As coldnias foram expandidas até a

totalidade de 6 garrafas de cultura confluentes, sendo que cinco garrafas eram
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utilizadas para o isolamento do DNA genémico (~36 pg) e uma garrafa era
reservada para a congelacdo das células para a formacdo de um banco de

germoplasma.

Deteccao da atividade de pB-galactosidase

45 dias pés-transfeccao, ou seja, antes de comecar a expandir as culturas
nas garrafas, foram feitos ensaios para a deteccdo da expressao de J-
galactosidase nas células transfectadas, como seguranca em expandir apenas
as colénias transgénicas. As células que expressaram B-galactosidase foram
visualizadas por ensaio com B-bromo-4-chloro-3-ingylo-f-galactopyranoside (X-
gal). As células foram fixadas com glutaraldeido 50% (Sigma, USA) e com
formaldeido 37% por 15 minutos e entdo incubadas com solugao X-gal (0,2% X-
gal, 2mmol/l MgCl,, 5mmol/l K4Fe(CN)s, 5mmol/l KsFe(CN)g). O sucesso da
transfeccao das células foi demonstrado pela coloragao azul das col6nias clones

na sua totalidade, apds 48 horas de incubagéo.
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Isolamento do DNA genémico

As cinco garrafas de culturas confluentes destinadas ao isolamento de DNA
foram tratadas com 0,05% de tripsina-EDTA (1 ml/garrafa) por 10 minutos a
39°C. O total de todas as garrafas foi centrifugado, ressuspendido em PBS
(Tampéo salina fosfatada) e lavado por mais trés vezes com o intuito de retirar o
maximo de residuo do meio de cultivo. O DNA genémico foi isolado segundo
McCreath et al. (2000), utilizando Kit de isolamento e purificacdo de DNA

gendmico (Wizard®).

Técnica de Resgate de Plasmidio em E. coli

Dez microgramas de DNA gen6mico provenientes das linhagens
transgénicas clones foram digeridos com enzima de restricdo adequada (que
contenha apenas um sitio de restricdo dentro do plasmidio, de preferéncia dentro
do gene em questado), neste caso enzima EcoRI (Invitrogen, USA), durante 3
horas a 37°C. Apés a reagao, o DNA foi precipitado pela a adigao de 3 volumes
de Acetato/Etanol, incubado por pelo menos 30 minutos a -20°C e centrifugado
por 15 minutos a 4°C em microcentrifuga refrigerada (14000 rpm). O DNA foi
lavado com etanol 70% (v/v) e ressuspendido em 110 pl de agua milliQ
autoclavada. O DNA foi ligado com T4 DNA ligase (Invitrogen, USA) em 400 pl
overnight. No dia seguinte, a ligagao foi precipitada (mesmo protocolo descrito)

em ressuspensao final de 10 ul de agua. A ligacao foi transformada em células
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competentes XL1-Blue por eletroporagéo no sistema BIO RAD de acordo com as
especificagoes do fabricante. O DNA plasmidial das col6nias transformantes foi
extraido com Kit Quiagen (“miniprep”) e posteriormente analisado por perfil de

restricdo.

Identificacao dos transgenes e regioes flanqueadoras

O DNA genbdmico das celulas MDBK foi extraido e purificado utilizando
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI). Analises de
PCR foram conduzidas a fim de confirmar a insercao dos transgenes.

A sequéncia dos nucleotideos dos dois pares de primers utilizados foi: a)
para o gene Amp’: AMP 7 (5-CTTAATCAGTGAGGCACC-3’) e AMP 850c (5-
TCAACATTTCCGTGTCGC-3’) para amplificar 860 pb do gene neo; e b) para o
gene p-galactosidase: ER1B-gal (5-TACGGCCTGTATGTGGTGGATG-3) e
ER2B-gal (5-CCAGTGCAGGAGCTCGTTATCG-3’) para amplificar 820 pb do
gene gal. As condigdes dos ciclos foram: 96°C / 2minutos; 94°C / 30segundos;
56°C / 30segundos; 72°C / 45segundos; X 40 ciclos; + 72°C / 10minutos; 4°C /
24horas. Os produtos de PCR foram analisados por corrida em gel de agarose
comprovando a integragdo dos genes Amp’ e -gal.

As regides do genoma animal em que os transgenes foram integrados
foram detectadas a partir do mesmo material proveniente da técnica de resgate
de plasmidios, e seqlenciados no sequenciador automatico ABI Prism. As
seqlUéncias foram submetidas a andlises computacionais utilizando o pacote de

programas de biologia molecular GCG. Neste caso, os primers foram

59



desenhados baseados no local da enzima de restrigdo cujo DNA foi tratado
inicialmente e em que provavelmente as regides flanqueadoras do genoma
animal aparecem. As sequéncias dos primers sao: pCINEOB 1013: (5—-3)
CTCTCCACAGGTGTCCACTC e pCINEOB 1252¢ (5°—>3)

GTGTCCAGACCAATGCCTCC.

Analises da integracao

Analises moleculares e bioquimicas foram conduzidas durante as diferentes
etapas do desenvolvimento do projeto, envolvendo ensaios histoquimicos (X-
gal), PCR e IPCR. Os protocolos foram efetuados de acordo com as orienta¢des
dos fabricantes (Stratagene), tecnologia do DNA recombinante (Sambrook et al.,

1989) e segundo Aragao et al. (1988).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, nds seqlenciamos a regido flanqueadora da integracao dos
transgenes em 26 linhagens celulares independentes de células MDBK,
produzidas por transfec¢do via lipossomos. Para os 26 clones resgatados, as
sequéncias foram em tamanho e qualidade suficientes para distinguir
ambiglidade no local da insercdo no genoma bovino entre as linhagens.
Nenhuma correlagao foi estabelecida entre o local da integracéo dos transgenes
e o0 nivel de expressao de beta-galactosidase proporcionado por este local.

Analises de PCR confirmaram a presen¢a de ambos os transgenes, -gal e
neo, em todas as linhagens clones geradas. Resgates de plasmidios
confirmaram a presenga de parte do transgene integrado e parte do sitio de
integragéo do genoma bovino (tamanhos variando de 250 a 930 pb) no lécus de
integracdo. As sequéncias foram comparadas por meio de pesquisas BLAST de
DNA gendmico feitas manualmente contra o banco de dados do GeneBank

utilizando o servidor de web NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os resultados revelaram que os transgenes foram integrados em 12
diferentes cromossomos, sugerindo que nao ha preferéncia cromossomal para a
insercdo do DNA exégeno. Resultados similares foram observados para
Arabidopsis, em que as insercbes foram encontradas em cincO Cromossomos
(Rios et al., 2002). A presenga da integragao do vetor em regides contiguas foi
observada em dois clones B2 e D8. Duas sequéncias (B2.4 e A1.5) nédo
apresentaram similaridade com sequUéncia de bovinos disponibilizadas no

GeneBank.
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A maioria dos eventos de integrag@o ocorreu dentro de regides do genoma
que sao permissivas a transcricdo, como observadas pela expressdo dos genes
da beta-galactosidase e o gene da neomicina. Entretanto, neste estudo todos os
clones foram selecionados sob pressdo de selegcdo positiva (400 pg/ml
geneticina), a qual facilitou o isolamento de linhagens transfectadas cuja
integragdo ocorreu em seqUéncias transcritas. Apesar de a maioria dos
transgenes integrar em regides da cromatina permissivas a transcricdo, nés nao
estabelecemos uma conexao entre a integracdo e o nivel de expressdao do
transgene proporcionado por estes locais.

No6s determinamos ambas as regides flanqueadoras da linhagem E4. Isto
nos permitiu a comparagéo entre o lécus da linhagem transfectada com o lécus
homdlogo na linhagem selvagem. Foi observado que 11 nucleotideos foram
deletados na borda esquerda do sitio de integragdo do transgene. Este dado
revela uma mutagdo insercional do gene ed7, o qual codifica para a proteina
ectodisplasina A. A delecdo parcial ou total desse gene causa a doenca
denominada displasia ectodérmica anidrética em bovinos (Drogemuller et al.,
2002). Além disso, outras mutagdes insercionais foram observadas: no clone
CL2 (no gene RPGR, associado a degeneracao progressiva da retina devido a
uma retinite pigmentosa), no clone CL1 (no gene myo10, que codifica para a
miosina X), e no clone C10.13 (no gene bmp2, que codifica para a proteina
morfogenética 2 formadora de 0sso0).

A identificagdo desses tipos de linhagens clones € importante para a
prevencao de fenotipos indesejaveis para o nascimento de animais transgénicos

ou para a geragao de modelos apropriados para estudos de fun¢ao génica.
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CAPITULO 3: ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO

EMBRIONARIAS BOVINAS.

Embrido bovino produzido in vitro Células-tronco embrionérias bovinas

AT R R
Embrido pré-laser Fedder’s Monolayer

Human GFP single cell Human GFP colony cell
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INTRODUGAO

O nome ceélulas-tronco foi originado da tradugc&o do inglés de “stem-cell”.
“Stem” significa caule, haste. O verbo “to stem” por sua vez, significa originar. As
células-tronco tém essa denominagcdo por terem a capacidade de regenerar
células do sangue e de diversos tipos de tecidos que compdem o corpo humano.
Por exemplo: células da pele sé podem constituir a pele mas, as células-tronco
podem constituir diferentes tecidos do organismo.

Todo organismo pluricelular € composto por diferentes tipos de células.
Entre as cerca de 75 trilhdes de células existentes em um homem adulto, por
exemplo, sdo encontrados em torno de 200 tipos celulares distintos. Todos eles
derivam de células precursoras, denominadas células-tronco (“stem cells”). O
processo de diferenciagdo, que gera as células especializadas — da pele, dos
0ssos e cartilagens, do sangue, dos musculos, do sistema nervoso e dos outros
orgaos e tecidos humanos — é regulado, em cada caso, pela expressédo de
genes especificos nas células-tronco, mas ainda nao se sabe em detalhes como
isso ocorre e que outros fatores estao envolvidos.

As células-tronco sao células indiferenciadas, que podem se multiplicar e
regenerar tecidos lesionados porque tém a capacidade de se transformar em
células idénticas as dos tecidos em que foram implantadas. Por exemplo: se
uma pessoa com infarto do miocardio tem uma parte do coragdo afetada e as
células dessa regiao morrem, as células-tronco podem se transformar em células
cardiacas e substituir as células mortas, regenerando o tecido lesionado. Outra
hipétese, no caso do diabetes, € de que as células-tronco, se inseridas no

pancreas, poderiam se diferenciar e comegar a produzir insulina, o que traria a
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cura para pessoas portadoras dessa doenca.

As células-tronco estdo presentes desde a vida embrionaria até a vida
adulta, e provavelmente até nossa morte. Sdo elas as responsaveis pela
formagdo do embrido e também pela manutengdo dos tecidos na vida adulta.
Elas estdo presentes em: varios tecidos humanos (sangue, medula e outros
tecidos), mas em quantidade muito pequena; no corddo umbilical e na placenta
(em quantidades bem maiores); em embrides nas fases iniciais da divisdo

celular, isto é, na fase de blastocisto.

Classificacao morfoldgica

- Totipotentes: As células-tronco embriondrias que podem formar todos os
tecidos incluindo a placenta sdo denominadas embrionarias - totipotentes. Elas
constituem o primeiro grupo de até 32 células, e se formam nas primeiras 72
horas apds a fecundagdo do 6vulo. Neste momento, ndo é possivel identificar
neste grupo celular qualquer diferenciagdo de tecido especifico. A formacéo da
placenta e de seus anexos somente ocorre quando estas células totipotentes

séo implantadas no tero.

- Multipotentes: As células embrionarias, a partir do quinto ou sexto dia apés a
fecundacao, quando constituem um grupo de 64 células, sdo capazes de formar
qualquer espécie de tecido exceto placenta, e sdo denominadas células

multipotentes.
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- Oligopotentes: As células-tronco adultas que podem originar mais de um tipo
de tecido sao chamadas oligopotentes, e encontram-se, por exemplo, no tecido

intestinal.

- Unipotentes: Em 6rgéos ja formados, por exemplo, o sistema nervoso, sédo
encontradas células-tronco tipo adulto que dao origem a um unico tipo de tecido,
a funcdo provavel destas células € a reparagéo de tecidos determinados. J& na
medula 6ssea a funcdo das células—tronco tipo adulto € manter o nivel de

elementos figurados do sangue que necessitam constante substituicio.

Clonagem Terapéutica (Yanagimachi R, 2002)

Esse processo consiste em obter um embrido da pessoa doente por meio
da técnica de clonagem e retirar as suas células-tronco. Essas células tém
potencial para se transformar em qualquer tipo de célula adulta do corpo, como,
por exemplo, células cardiacas ou nervosas. Assim, elas poderiam ser
estimuladas a se transformar no mesmo tipo de célula que estado lesadas no
organismo do doente. Por exemplo: uma pessoa com leucemia que necessitasse
de um transplante de medula seria clonada, dando origem a um embrido, do qual
seriam retiradas as células-tronco. Dessa forma, a pessoa seria doadora para si
mesma, sem correr o risco de que seu organismo viesse a rejeitar o transplante,
pois as células utilizadas seriam retiradas de seu clone, que apresentaria a
mesma constituicao genética que ela.

A utilizagdo das células-tronco para fins terapéuticos pode representar

talvez a unica esperanga para o tratamento de inUmeras doengas ou para
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pacientes que sofreram lesdes incapacitantes da medula espinhal que impedem
seus movimentos

Em 1997 foi anunciado o primeiro mamifero gerado a partir de células
somaticas de um individuo adulto por meio da transferéncia nuclear, a ovelha
Dolly (Wilmut et al., 1997). Dolly sbé nasceu depois de 276 tentativas que
fracassaram. Além disso, dentre as 277 células "da mae de Dolly" que foram
inseridas em um évulo sem nucleo, 90% nao alcangaram nem o estagio de
blastocisto. A tentativa posterior de clonar outros mamiferos tais como
camundongos, porcos, bezerros, um cavalo e um veado, também tem mostrado
uma eficiéncia muito baixa e uma proporg¢do muito grande de abortos e embrides
malformados. E interessante que dentre todos os mamiferos que ja foram
clonados, a eficiéncia é um pouco maior em bezerros (cerca de 10% a 15%).
Penta, a primeira bezerra brasileira clonada a partir de uma célula somatica
adulta, em 2002, morreu com pouco mais de um més. Ainda em 2002, foi
anunciada a clonagem do copy cat, o primeiro gato de estimagéo clonado a partir
de uma célula somatica adulta. Para isto foram utilizados 188 6vulos que
geraram 87 embrides e apenas um animal vivo. Na realidade, experiéncias
recentes com diferentes modelos animais tém mostrado que essa
reprogramacao dos genes, para o estagio embrionario, o processo que originou
Dolly, & extremamente dificil.

O grupo liderado por lan Wilmut, o cientista escocés que se tornou famoso
por essa experiéncia, afirma que praticamente todos os animais que foram
clonados nos ultimos anos a partir de células ndo embrionarias estdo com
problemas. Entre os diferentes defeitos observados nos pouquissimos animais

que nasceram vivos apods inumeras tentativas, observa-se: teldmeros

67



encurtados; placentas anormais; gigantismo em ovelhas e gado; defeitos
cardiacos em porcos; problemas pulmonares em vacas, ovelhas e porcos;
problemas imunoldgicos; falha na produgéo de leucdcitos; defeitos musculares
em carneiros.

De acordo com Hochedlinger e Jaenisch (2003), os avangos recentes em
clonagem reprodutiva permitem quatro conclusées importantes: 1) A maioria dos
clones morre no inicio da gestacdo; 2) os animais clonados tém defeitos e
anormalidades semelhantes, independentemente da célula doadora ou da
espécie; 3) essas anormalidades provavelmente ocorrem por falhas na
reprogramagao do genoma; 4) a eficiéncia da clonagem depende do estdgio de
diferenciacdo da célula doadora. De fato, a clonagem reprodutiva a partir de
células embrionarias tem mostrado uma eficiéncia de 10 a 20 vezes maior
provavelmente porque o0s genes, que sdo fundamentais no inicio da
embriogénese, estao ainda ativos no genoma da célula doadora.

Neste trabalho, linhagens de células-tronco embriondrias bovinas foram
isoladas a partir da massa celular interna de embrides bovinos produzidos in
vitro a fim de se tornarem, no futuro, fontes de células-tronco embrionarias
bovinas, serem modificadas geneticamente e utilizadas para a transferéncia

nuclear na obtenc¢ao de bovinos transgénicos.
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CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES

PERIODO 2006

ATIVIDADE

RESULTADOS

Agosto 18-25

Estudo de papers e
protocolos técnicos

Agosto 28

Cultivo de fedders cells
(monocamada celular),
repique e congelacdo

Agosto 28-01 Setembro

Preparo de meio de cultura
(Mouse ES cells)

Setembro Cultivo de Mouse ES cells, | As células-tronco embrionérias de
repique e congelacao camundongos sdo aptas a
receberem tais tratamentos e
continuam viaveis apés repique e
congelacéo por pelo menos 5
meses de trabalho laboratorial
Outubro Cultivo de embrides A fonte utilizada para a remocao
bovinos in vitro e inicio da | das células-tronco bovinas foi
capacitacdo manual e a proveniente de embrides D-7 ou
laser para tentativa de D-12, produzidos in vitro (em torno
remocao de células-tronco | de 25 embrides/ semana) para a
embrionarias bovinas demanda de estudos do
laboratério
Novembro Cultivo de Células-tronco Deteccao de células
humanas (hESC) transformadas com gene de
transformadas com GFP interesse e isolamento com base
na separacao a laser.
Dezembro Aprimoramento das Crescimento de colbnias tronco

técnicas de remocao de
células-tronco embrionarias
bovinas e as primeiras
colénias

embrionarias bovinas,
estabelecimento das culturas e
deteccao molecular de
marcadores tanto para células-
tronco quanto para células
bovinas.

Fevereiro-Abril

Preparacao do Relatorio
técnico

Maio Entrega e baixa no CNPq

Ano de 2007 Preparacao de papers e
tese de doutorado

Margo de 2008 Defesa de dissertacédo de

doutorado

Segundo cronograma descrito, esta parte do projeto foi desenvolvido

como Doutorado Sanduiche na Universidade de Wisconsin — Madison - nos

Estados Unidos.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto consistiu no desenvolvimento de linhagens
celulares bovinas por meio do isolamento de células-tronco embrionarias bovinas
a fim de utiliza-las no futuro como fontes doadoras de nucleos transgénicos na
producdo de animais biorreatores.

A perspectiva futura de aplicagéo deste projeto é avaliar a taxa de producao
de embrides transgénicos e a taxa de prenhez quando comparadas duas fontes
doadoras de nucleos transgénicos: células somaticas transfectadas (fibroblastos

bovinos) e células-tronco embrionarias bovinas transfectadas.

RESULTADOS

1) Isolamento e desenvolvimento de col6nias clones provenientes de células-
tronco embrionarias humanas expressando o gene da GFP (Green Fluorescent

Protein);

2) Selecédo via isolamento a laser e expansao in vitro de eventos elites de

células-tronco embrionarias humanas, segundo a expressao;

3) Criopreservacao das linhagens de células-tronco humanas transfectadas;

4) O cultivo poés-descongelamento das linhagens de células-tronco humanas
transfectadas para a detecgdo de sua viabilidade e manutencdo de sua

totipotencialidade.

70



5) Producdo in vitro de embrides bovinos como fontes doadoras do botédo

embrionario;

6) Isolamento de células-tronco bovinas a partir do botdo embriondrio de

embrides;

7) Comparagéao das duas técnicas de isolamento de células-tronco embrionarias

bovinas: isolamento via laser e isolamento manual;

8) Estabelecimento de linhagens de células-tronco embrionarias bovinas aptas

para a transfecgao in vitro;

9) Geragdo das primeiras linhagens celulares bovinas provenientes do
isolamento de células-tronco embrionarias bovinas como fontes de nucleos
transgénicos, na geracao de animais geneticamente modificados para a

producéo de recombinantes de interesse bioindustrial.
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METODOLOGIA

Cultivo de Fedders cells (Monocamada celular)

A monocamada celular de Fedders cells (fibroblastos de camundongos) é
crucial para o preparo do condicionamento do meio de cultivo celular
previamente a adigdo de células-tronco, tanto humanas quanto embrionarias
bovinas. Essa monocamada permite a aderéncia das col6nias de células-tronco,
além do condicionamento do meio de cultivo em que recebera as células-tronco.

O meio de cultura para as Fedders cells é denominado MEF.

Meio de Cultura: MEF

D-MEM 405 mL
FCS (Fetal Calf Serum) 75 mL
L-Glutamine 5mL
NEAA 5mL
Gentamycin 5mL
HEPES 5mL
Total 500 mL

Para o cultivo das células fedders (monocamada) foram utilizadas 5 placas
de Petri previamente tratadas com “Ultrapure water with 0,1% gelatin” (filtrada e
acondicionada a T°C ambiente). Foi adicionada 10 mL da solugdo acima e
deixou-se por 30 minutos para o tratamento eficaz das placas que receberam as
células fedders.

Descongelou-se uma aliquota de células PMEF-P3 (Neomicina resistente)
para o cultivo de 5 placas de Petri. Centrifugou-se e ressuspendeu-se com 5 mL
de meio de cultura MEF para fedders cells e adicionou-se 1 mL de meio +
células em cada placa de Petri tratada, completando com 4 mL de meio

adicionais/placa.
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Incubou-se as placas por cerca de 24 horas antes da adicdo das Mouse
Embryonic Stem Cells.
Para a manutencéo das células feeders deve-se repica-las a cada 2 ou 3

dias de cultivo quando atingem a confluéncia.

Fedders cells (PMEF-P3) — 5x Fedders cells
(PMEF-P3) — 20x

Fedders cells (PMEF-P3) — 40x
Figura 1. Fotos em diferentes zoom da cultura de fibroblastos de camundongos

utilizados como monocamada base para o cultivo de linhagens embrionarias de
células-tronco de outras espécies.

Repique de Embryonic Stem Cells — ES cells (Células-tronco embrionarias)
Atingida a confluéncia das placas contendo células-tronco + Fedders cells,
mais ou menos a cada 3 dias de cultivo celular, é necessario a renovacao das
células e a redugédo da densidade celular em cada placa de cultura a fim de se
evitar a morte por apoptose devido a alta concentracao de células.
Para se realizar o repique das células-tronco humanas, de camundongos e

embrionarias bovinas utilizou-se o protocolo a seguir:
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- Pré-lavagem das placas com 5 mL de PBS;

- Adicionou-se 5 mL de Trypisin-EDTA na placa contendo ES cells;

- Esperou-se por 10 minutos a 37°C (dentro da incubadora);

- Recolheram-se as ES cells + as células fedders + Trypsin, num tubo Falcon de
15 mL;

- Adicionou-se 5 mL de ES media no tubo, a fim de paralizar a agao da Tripsina;

- Centrifugou-se por 4 minutos a 1000 rpm;

- Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 10 mL de ES
media, homogeinizando bastante para a obtengao de single cells;

- Diluiu-se 1:4 as células;

- Substitui-se 0 meio de cultura das placas de feeders adicionando-se 5 mL de
ES media + ES cells;

- Adicionou-se mais 5 mL de ES media em cada placa;

- Cultivou-se a 37°C, 5% CO,, com alta umidade.

Figura 2. Colbnias ES cells de camundongos recém-repicadas — 5x.
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1X Freezing Media (Meio de Congelacao de células)

A cada repique celular se faz necesséria a criopreservagao das células em
cultura a fim de se evitar algum risco de contaminag¢ao posterior da cultura e a
perda da passagem celular em que as células se encontravam.

A identificacdo de cada passagem é importante para estudos de viabilidade
celular em cultura, uma vez que essas células podem ser usadas como
doadoras dos nucleos transgénicos utilizando a transferéncia nuclear.

O meio de congelagao das células e o protocolo estao descritos a seguir:

ES media + LIF 5mL
FCS (Fetal Calf Serum) 4 mL
DMSO 1 mL
Total 10 mL

- Pré-lavagem das placas com 5 mL de PBS;

- Adicionou-se 5 mL de Trypisin-EDTA na placa contendo ES cells;

- Esperou-se por 10 minutos a 37°C (dentro da incubadora);

- Recolheram-se as ES cells + as células fedders + Trypsin, num tubo Falcon de
15 mL;

- Dissociou-se as col6nias a fim de congela-las como single cells;

- Adicionou-se 5 mL de ES media no tubo, a fim de paralizar a acao da Tripsina;

- Centrifugou-se por 4 minutos a 1000 rpm;

- Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 2 mL de 1X
Freezing media pré-resfriado;

- Imediatamente, transferiu-se 1 mL da suspensao para cada vial de congelagao;
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- Transferiu-se os vials para uma caixa pré-resfriada com Isopropanol no seu
interior a -80°C;

- ApGs 24 ou 48 horas, transferiu-se os vials para o botijao de Nitrogénio Liquido.

Mouse Embrionic Stem Cells Media: Knock Out mES Media

A fim de se cultivar células-tronco embrionarias de camundongos e

embrionarias bovinas, o0 meio de cultivo foi elaborado de acordo com protocolo

abaixo:

Knock out D-MEM 300 mL
FCS (Fetal Calf Serum) 54 mL
NEAA 2.4 mL
L-Glutamine 2.4 mL
Gentamycin 0.4 mL
B-Mercaptoethanol 250 pL
LIF 30 uL
Total 300 mL

* Homogeinizar e filtrar 0.22 p

O Meio de Cultura base € preparado e acondicionado a 4°C.

Deve-se filtrar o meio apds fazé-lo e acondiciona-lo por no maximo 2
semanas.

O Reagente LIF é utilizado em adicdo a monolayer (fedders) para a

mantenga da totipoténcia das células.
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Inicio Diferenciacao
20x

Figura 3. Colonias ES cells recém-repicadas, indiferenciadas e em inicio de

diferenciacao.

Colonia Indiferenciada

20x

human embryonic stem cells - hESC -
Culture Media

A fim de se cultivar células-tronco embrionarias humanas, o meio de cultivo

foi elaborado de acordo com protocolo abaixo:

D-MEM F12 Media 200 mL
Knockout Serum Replacer 50 mL
L-Glutamine (200 mM) 1.25 mL
NEAA (100X solution) 2.5 mL
Gentamycin 0.4 mL
B-2-Mercaptoethanol (BME) 0.85 uL
B-FGF stock solution (in the freezer) | 0.5 mL

* Homogeinizar e filtrar 0.22 p
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B-FGF stock solution
(Basic Fibroblast Growth Factor — bFGF, human recombinant, Invitrogen,
USA)

- Preparou-se 0.1% BSA em DPBS:
- 0.3 g BSA em um tubo Falcon de 50 mL.

- adicionou-se 30 mL de DPBS e homogeinizou-se bem.

- Separou-se 5 mL da solugédo 0.1% BSA em DPBS:

- Tubo B-FGF (10 ug) e homogeinizou-se.

- Aliquotou-se 500 puL em cada eppendorf e identificou-se;

- Acondicionou-se a — 20 °C.

Cultivo de Human Embryonic Stem Cells modified with Green Fluorescent
Protein hESC (ATCC — PubMed: 12529550)

O meio hESC foi condicionado em MEF media durante 24 horas para ser
utilizado em placas contendo as col6nias GFPhESC.
A cada 24 horas o meio MEF era coletado (18 mL), adicionado B-FGF (140

uL), filtrado e adicionado as placas contendo a cultura das células GFPhESC.
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GFPhESC — 20x - phase

Figura 4. Colénias human ES cells transformadas com GFP em diferentes zoom
sob contraste de fase.

Isolamento das células GFPhESC via laser

1. Detecgdo do tapete de células-tronco embrionarias humanas
transformadas com GFP, baseada na fluorescéncia das células ap6s excitacao
com Ultra-violeta e filtro de visualizagdo verde;

2. Imediatamente apds a deteccao das células potencialmente modificadas,
foi ajustado o equipamento a laser nas seguintes especificacoes: Objetiva 10X;
Robot LPC; UV Energy slides 46; UV Focus slides 73;

3. Foi aplicado o laser as células e recolhidas no “cap” (pequena quantidade
de meio de cultura para o acondicionamento de apenas 1 célula) do

equipamento;
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4. Imediatamente ap6s a colheita, as células foram colocadas em placas de

Elisa para o crescimento isolado das colénias humanas com GFP.

Tapete celular: todas as células Colbnia quimera: algumas células
transformadas com GFPhESC transformadas com GFPhESC
10x - Fluorescéncia 10x - Fluorescéncia

Célula isolada GFPhESC Colbnia isolada GFPhESC
5x - Fluorescéncia 10x - Fluorescéncia

Figura 5. Colénias human ES cells transformadas com GFP em diferentes zoom
sob incidéncia de Ultra-Violeta.
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Cultivo de embri6es bovinos in vitro
(Greve et al., 1991; Krimpenfort et al., 1991; Carolan et al., 1992; Bols et al.,
1995; Peixer et al., 1997; Rumpf et al., 2000)

O Cultivo in vitro de embrides bovinos foi realizado no Laboratério sob
responsabilidade do Dr. Rick Monson e supervisao do Dr. Dave.

O protocolo utilizado foi desenvolvido no proprio laboratério dos
pesquisadores, baseado nas diversas bibliografias sobre o assunto. Devido a
isso, 0 protocolo ndo foi autorizado para a descrigdo de seus componentes.

Foi produzido um total de 260 embrides conforme tabela abaixo:

Tabela 1. Produgéo de embrides in vitro como fonte do botdo embrionario para a
remocgao das células-tronco embrionarias bovinas.

Data Ovaécitos/clivagem | D7 Blastocistos | D8 Blastocistos
5/Set/2006 76 11 7
12/Set/2006 58 12 5
19/Set/2006 59 12 9
2/0ut/2006 83 14 10
9/0ut/2006 38 0 3
16/0ut/2006 56 15
23/0ut/2006 77 7 5
30/0ut/2006 131 10 11
6/Nov/2006 154 7 17
13/Nov/2006 144 30
20/Nov/2006 105 0 9
27/Nov/2006 119 11 19
4/Dez/2006 124 9 17
11/Dez/2006 61 10
TOTAL 1285 260 embrioes
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PROCEDIMENTOS FIV

DIA -2: Aspiracao folicular

1.

Os ovarios eram coletados em um frigorifico, e transportados em caixas
térmicas em torno de 30 °C, por meio de transporte aéreo;

No laboratério, eram lavados em agua corrente e aquecida em torno de
35 °C e prontos para serem aspirados;

Eram utilizadas agulhas descartaveis calibre 40x12 para a aspiragéo dos
foliculos sob vacuo de aproximadamente 10 mmhg;

Os ovdcitos eram coletados em tubos Falcon de 50 mL, e quando
repletos, eram imediatamente transferidos para placas de Petri grande
para serem rastreados e avaliados;

A medida que os ovdcitos eram selecionados, eram colocados em placas
de Petri pequenas, contendo 0 meio de selecdo de ovocitos apropriado

(Protocolo ndo autorizado a ser divulgado).

DIA -1: Maturacao dos ovdcitos

1.

2.

Apoés serem selecionados, os ovécitos de graus 1, 2 e 3 eram colocados
em placas contendo gotas de meio de cultura apropriado para a
maturacao ovocitaria (Protocolo nao autorizado);

Ficavam durante 18 a 24 horas dentro de incubadoras apropriadas para a

maturacgao.

DIA 0: Fertilizacao dos ovécitos maturados

1.

Os ovocitos maturados por 24 horas eram pré-lavados (para a remogao

de qualquer residuo de meio de cultura de maturacao) e eram transferidos
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para outras placas contendo gotas de meio de cultura apropriado para a
fertilizacdo ovocitaria (Protocolo nao autorizado);

2. O sémen era preparado por meio de gradiente especifico para a
separagao de espermatozoides viaveis para a fertilizagdo dos ovécitos;

3. As gotas inseminadas eram colocadas durante 24 horas em incubadora

apropriada para a fertilizacao;

DIA 1 ao DIA 7: Cultivo dos embrides

1. Os ovdcitos fertilizados por 24 horas eram pré-lavados (para a remogao
de qualquer residuo de meio de cultura de fertilizagdo) e eram transferidos
para outras placas contendo gotas de meio de cultura apropriado para o
cultivo embrionario (Protocolo ndo autorizado);

2. Os embrides eram cultivados durante 7 dias em incubadora apropriada
para o desenvolvimento embrionario;

3. No Dia 7, uma parte dos embrides era disponibilizada para o laboratério
de Stem Cells, sob a supervisdo da Dra Gabriela Cezar, para a tentativa
de isolamento manual de células-tronco embrionarias bovinas;

4. A outra parte era cultivada até o Dia 10, em meio de cultivo apropriado
para ES cells, em que os embrides, entdo, eram utilizados para o

isolamento a laser de células-tronco embrionarias bovinas.
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Isolamento de células-tronco embrionarias bovinas

A fonte utilizada para a remocao das células-tronco bovinas foi proveniente
de embriées D-7 ou D-12 produzidos in vitro.
Foram estabelecidas duas técnicas para a remogao das células-tronco:

técnica manual e técnica a laser.

Isolamento Manual
(BEM et al., 1987; RUMPF et al., 1992)

Foram utilizados embriées D-7 para a remog¢ao manual de células-tronco.

Utilizou-se um sistema manual de micromanipulagdo em que as células do
botdo embrionario foram removidas precisamente por meio de navalhas ultra-
finas (Bio-technology — USA) a fim de causar menor dano as células isoladas por
este método.

Foram obtidas 05 colénias-tronco por este sistema de isolamento que foram
submetidas a andlises moleculares para a certificagdo da pluripoténcia celular
(compativel com células-tronco).

A técnica consistiu em escolher embrides Grau | de classificagdo (IETS,
2000), separa-los um a um em gotas individuais para que a remoc¢ao do botao
embrionario se dé individualmente, evitando a contaminacdo celular entre
embrides.

Uma vez individualizado o botdo embrionario, este foi seccionado o mais
precisamente possivel, evitando a contaminagdo com as células do trofoblasto
do préprio embrido. O trofoblasto inibe o desenvolvimento das células do botédo

embrionario e ndo mantém a pluripoténcia destas.
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Imediatamente apds a secg¢do, o botdo embrionario foi transferido para
placas de 04 pocos (Nunc, USA), contendo meio ES cells (sem a adicao de
reagente LIF), em incubadora apropriada. Houve crescimento celular durante os
05 meses de treinamento, em que pudemos observar as primeiras colénias no
més de Dezembro de 2006.

Testes subsequentes foram feitos no més de Janeiro de 2007 pela equipe
do laboratério da Dra. Gabriela Cezar a fim de detectar marcadores moleculares

compativeis com o desenvolvimento de células-tronco embrionarias bovinas.

Bracos do micromanipulador manual

- =

Fonte Embrapa

Embrido sendo seccionado para a obtengéo do botdo embrionario e conseqiientemente de
células-tronco bovinas

Figura 6. Isolamento manual do botdo embrionario de embrides bovinos
produzidos in vitro.
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Isolamento a laser
(P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, 2003)

Foram utilizados embriées D-12 para a remogao manual de células-tronco.

Apbs o D-7 os embrides foram transferidos para a placa de petri apropriada
para a manipulagéo a laser contendo meio ES cells.

Foram cultivados durante 3 dias e incubados na estufa até que os embrides
atingissem a fase de ecloséo celular.

Uma vez eclodidos, os embrides fixaram-se a membrana da placa utilizada
no equipamento a laser e ndo se moveram no momento da incidéncia do laser.

Utilizou-se o sistema Laser Pressure Catapulting LPC — P.A.L.M. Microlaser
Technologies (Quick Software Guide MB 2.2-0103 (EN) em que as células do
embrido sdo demarcadas pelo laser, ha a incidéncia de laser as células, o
isolamento do grupo celular selecionado e a sucg¢éo deste grupo individualizado.

O equipamento foi ajustado para tais padrdes: inicialmente: Objetiva 40x,
Robot LPC; UV Energy slides 37; UV Focus slides 50; ocorrendo ajustes de laser
e focus ao longo do processo e a cada novo embrido.

As células removidas por este sistema foram isoladas a cada embrido
manipulado e colocadas em placas de 96 pogos. A cada semana foram
repicadas e removidas para novos pogos.

Nao foram obtidas colénias-tronco por este sistema de isolamento devido a
idéia da fixacao dos embrides apds o cultivo prolongado de 12 dias ter surgido 1
més antes do término do estagio no exterior.

Este método esta em procedimento no laboratério a fim de testar a eficacia

deste processo.
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Figura 7. Embrides bovinos produzidos in vitro em diferentes fases do
desenvolvimento, utilizados para o isolamento via laser de seu botéao
embrionario.

] i I :f.
" F P )
s i .
.
Embrigo bovino produzido in vitro — D7 Embrido bovino produzido in vitro— D12

Pés-ecloséo, Fixado a placa e Pré-laser

Embrido bovino 24 h pés-laser — D13
Desaparecimento do botdo embrionario
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Colonia 1. Células-tronco embriondrias bovinas — Colonia 2. Células-tronco embriondrias bovinas —
20x 20x

Colonia 3. Células-tronco embriondrias bovinas — Colonia 1. Células-tronco embriondrias bovinas —
5x 5x

Colonia 5. Células-tronco embriondrias bovinas —
5x 5x

Colonia 4. Células-tronco embriondrias bovinas —

Figura 8. Cinco (5) Colbnias de Células-tronco Embrionarias Bovinas isoladas
pelo Sistema de Isolamento manual.
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DISCUSSAO

Um dos objetivos da biotecnologia animal é a aplicagdo de técnicas atuais
da engenharia genética para a producao de animais de grande porte com
caracteristicas desejaveis. Atualmente, genes exdégenos podem ser introduzidos
no genoma de camundongos via “embryonic stem cells” (ES cells) (Nagy et al.,
1990) e por meio de técnicas de recombinagdo homdloga. Neste sistema, as
culturas de ES cells de camundongos podem ser usadas como uma ferramenta
para a adicdo, a delecdo ou silenciamento de genes em locais especificos do
genoma. Além disso, ES cells tém a capacidade de desenvolvimento estavel
para formar células derivadas das trés camadas de células germinativas
embrionarias, e diferenciacdo bem sucedida in vitro em neurdnios, em células
hematopoiéticas e em musculo cardiaco.

O isolamento de linhagens pluripotentes de ES cells humanas de
blastocistos tem sido também relatado (Rhind et al., 2003; kim et al., 2005). Em
vista da provavel contribuigéao significante de ES cells aos esforgos em manipular
0 genoma, e para substituir varios tecidos e 6rgaos lesionados, parece
apropriado tentar adaptar esta tecnologia a melhoria genética de animais de
grande porte e para gerar produtos transgénicos. A excecdo dos camundongos e
do homem, os carneiros (Dattena et al., 2006), o porco (Piedrahita et al., 1990), o
coelho (Chiang et al., 2007), os bovideos (Keefer et al., 1994; Verma et al.,
2007), o rato (Ouhibi et al., 1995), e 0 macaco (Mitalipov et al., 2003) tem sido
relatados como potenciais fontes doadores de ES cells.

O método usado para o isolamento de ES cells humanas foi adaptado as

outras espécies com algumas modificagées. Entretanto, tentativas preliminares
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de cultura da massa interna celular (ICM) de varias espécies sobre camada de
fedders cells embriondrias de camundongos ou sobre cultura priméria de
fibroblastos de camundongos na presenga do fator inibitdério da leucemia (LIF)
foram raramente bem sucedidas. Uma combinacédo de fatores de crescimento
pode ser requerida para a proliferacdo destas células pluripotentes, como foi
demonstrado no cultivo de células de linhagens primordiais de camundongos
(Tielens et al., 2006). No nosso estudo, ES cells bovinas, isoladas da massa
interna de blastocistos bovinos produzidos in vitro, s6 foi possivel quando
cultivada sobre camada de ES cells de camundongos, fornecendo, dessa
maneira, meio de cultivo condicionado por tais células em crescimento
concomitante.

Mas o desenvolvimento de linhagens clones de ES cells possui a habilidade
em ser estudadas sequéncias, regulagdo, ou expressao génica, geradas a partir
de uma unica célula, isoladas de tecidos especializados e utilizadas como fontes
doadoras das células em estudo.

Com base nisso, a necessidade em se desenvolver técnicas de isolamento
de células a partir dos tecidos em estudo, gerou a necessidade de se isolar
células-tronco a partir de embrides bovinos produzidos in vitro, como expectativa
no uso dos nucleos transfectados para a geracao futura de bovinos transgénicos
utilizados como biorreatores.

Uma das maiores preocupacdes no estabelecimento dessa técnica € a
tentativa de descartar qualquer possibilidade de contaminagdo por células
circunvizinhas, no momento de seu isolamento. A contaminacao € eliminada € as
células isoladas podem ser processadas e desenvolvidas como linhagens puras

e como fontes potenciais para a transfeccao in vitro.
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Uma vez transfectadas, dentre os trilhGes de células geradas como pool no
tapete celular, pode-se utilizar a incidéncia a laser a fim de detectar apenas as
células transfectadas desse tapete. Os procedimentos baseados na PCR séo
usados posteriormente para a amplificacdo das sequéncias de DNA/RNA
inseridas (Shutze e Lahr, 1998), enquanto que métodos tais como
espectrometria de massa podem ser usados para determinar seqiéncias de
aminoacidos dos polipeptideos que sado gerados pela expressdo génica da
linhagem clone gerada (Jimenez et al., 1994).

Além da aplicagao potencial da transgenia animal, os bidlogos celulares e
moleculares tém um objetivo experimental adicional para isolar preparagdes nao
contaminadas de células unicas isoladas da cultura de tecidos. Tais células
podem ser examinadas, manipuladas, e potencialmente clonadas na tentativa
em fornecer mais material biol6gico para andlises e sistemas menos complexos
para estudos dos processos biologicos sadios e dos mutantes.

O sistema baseado a laser foi desenvolvido para circunscrever e isolar
células vivas a partir de tecido vivo ou células ndo-viaveis de regides de tecidos
fixos. O método envolve a fixacdo das regides do tecido de interesse a uma
pelicula termoplastica na qual elas se ligam e crescem. A pelicula usada para a
microdissec¢ao e para o isolamento das células é aderida a uma placa de cultura
e tratada especialmente para absorver a luz do laser. Desse modo, as
células/grupos individuais de células das regides do tecido que sao escolhidas
para serem catapultadas sao isoladas (Fend et al., 2000), e conseqlUentemente
colocadas em meio de cultura especifico para o desenvolvimento de linhagens

clones (Stich et al. 2003).
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A técnica a laser fornece a oportunidade de usar células Unicas isoladas de
tecidos vivos sadios e tumorais para analises funcionais ou na preparacao de
bibliotecas clonais para investiga¢des diversas na biologia celular, farmacologia,
desenvolvimento de drogas, testes ambientais, e para o desenvolvimento de
vacinas personalizadas de encontro aos tumores especificos.

A selegdo, o isolamento e a analise das células vivas dos tecidos que
expressam quimeras das proteinas fluorescentes verdes (GFP) e analises
subseqlentes de funcédo ou da expressao das células transformadas com GFP
sdo também aplicacdes possiveis. Nesse estudo, células-tronco embrionarias
humanas transfectadas com GFP, foram utilizadas para o teste do isolamento de
células individuais via aplicagéo de laser e a viabilidade celular de crescimento
pbs-isolamento. O crescimento de coldnias clones de células-tronco
embrionarias humanas foi possivel ao se utilizar as células isoladas via laser e
cultiva-las sobre monocamada celular de fedders cells de camundongos.

Baseado nisso, a técnica de isolamento via laser e via manual abre uma
perspectiva futura viavel para a geragdo de linhagens clones de células-tronco
para estudos de funcao génica, de expressao génica e na geracao de nucleos
transformados com genes exdgenos, principalmente de interesse farmacoldgico,
como fontes doadoras desses nucleos para a transferéncia nuclear e a geracao

de animais biorreatores.
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CONCLUSAO

E extremamente importante que as pessoas entendam a diferenca entre
clonagem humana, clonagem terapéutica e terapia celular com células-tronco
embrionarias ou ndo. A maioria dos paises da comunidade européia, o Canada,
a Austrdlia, o Japao, a China, a Coréia e Israel aprovaram pesquisas com
células embrionarias de embrides até 14 dias. Essa é também a posicao das
academias de ciéncia de 63 paises, inclusive o Brasil. E fundamental que a
nossa legislacdo também aprove estas pesquisas porque elas poderao salvar
inUmeras vidas.

Essas 63 academias de ciéncia do mundo que se posicionaram contra a
clonagem reprodutiva defendem as pesquisas com células embriondrias para
fins terapéuticos. Em relacdo aos que acham que a clonagem terapéutica pode
abrir caminho para clonagem reprodutiva devemos lembrar que existe uma
diferenga intransponivel entre os dois procedimentos: a implantagdo ou ndo em
um Utero humano. Basta proibir a implantacdo no utero. Se pensarmos que
qualquer célula humana pode ser teoricamente clonada e gerar um novo ser,
poderemos chegar ao exagero de achar que toda vez que tiramos a cuticula ou
arrancamos um fio de cabelo, estamos destruindo uma vida humana em
potencial. Afinal, o nucleo de uma célula da cuticula poderia ser colocado em um
ovulo enucleado, inserido em um Utero e gerar uma nova vidal

A prética da clonagem-terapéutica suscita grandes duvidas que exigem, por
parte dos 6rgdos responsaveis estudo, bom senso e ética, para que nao se
legalize um comportamento que contrarie os interesses humanos e, por outro

lado, abra um campo enorme a exploragdo indiscriminada.
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Existem células-tronco em vérios tecidos (como medula éssea, sangue,
figado) de criangas e adultos. Entretanto, a quantidade é pequena e néo
sabemos ainda em quais tecidos sao capazes de se diferenciar.
As células-tronco embrionarias sdo importantes fontes na medida em que
fornecem resultados promissores no desenvolvimento embrionario in vitro de
clones de animais domésticos apds a técnica de transferéncia nuclear. Isso se
da pela potencial aplicagdo das células-tronco na possibilidade intrinseca de
diferenciacdo celular em qualquer tecido adulto, e neste caso, em se
comportarem como célula embrionaria.

No Brasil, as pesquisas, ainda em andamento, indicam que as células
embrionarias seriam capazes de diferenciar-se em quase todos os tecidos
humanos. Mas, a Lei de Bioseguranga - que gera muitas polémicas - s6 permite
que sejam usadas para fins cientificos e, no caso das humanas, apds estarem

armazenadas por mais de 3 anos, com o consentimento dos pais.
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CONCLUSAO GERAL

Os avancos na biotecnologia fizeram com que o DNA pudesse ser
manipulado de maneira controlada, gerando espécies modificadas de ratos,
camundongos, ovelhas, bovinos, cabras, suinos e até primatas. A geragdo de
modelos transgénicos, como por exemplo, o camundongo, tornou possivel a
utilizagdo de animais em experimentacédo produzidos em laboratério como fontes
para estudo de caracteristicas funcionais do homem que se desejam estudar.

A vantagem da aplicagdo de ferramentas de engenharia genética para o
desenvolvimento de técnicas de producdo de biofarmacos e vacinas € a
possibilidade de aumento do rendimento e da capacidade de produgéo,
propiciando uma reducdo dos custos, assim como a possibilidade de melhor
controle dos processos e qualidade dos produtos. O Brasil, hoje, depende da
importacdo de biofarmacos. As pesquisas no pais pretendem contribuir para
mudar esta realidade, por meio do desenvolvimento de tecnologias de ponta
para a obtencéo de produtos recombinantes.

A utilizagdo de animais transgénicos tem demonstrado ser altamente
eficiente para a producao de proteinas recombinantes no leite, em larga escala e
custos mais reduzidos, os quais tém recebido aceitacdo pelas agéncias de
regulamentagéo responsaveis pela producao de fa&rmacos. Apesar de inUmeras
questdes éticas envolvendo o tema esperarem solugbes apropriadas, 0s animais
transgénicos sdo muito promissores para a bioindustria, para diagnosticos

clinicos e para estudos em pesquisa basica.
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Sendo assim, a expressao do fator IX de coagulacao biologicamente ativo
em sistemas de expressdo utilizando animais transgénicos, possibilitou a
avaliagdo do funcionamento da expressdo do recombinante em camundongos
transgénicos (Lisauskas et al., 2008), justificando a aplicabilidade futura dos
sistemas em bovinos transgénicos utilizados como biofdbricas ou biorreatores.

O gene do fator IX de coagulacdo humana foi integrado por meio da
transgenia por adicdao, o método mais utilizado na introducédo de genes, e neste
caso, do gene exdégeno. Genes exdgenos pertencem a outra espécie, neste caso
espécie humana e sao usados para fazer um animal produzir uma nova proteina,
ausente na espécie receptora, neste caso camundongos.

Uma vez que a insergao do transgene no genoma hospedeiro, por esse
método, até onde se sabe € aleatéria, ela pode ser ineficaz ou até mesmo letal,
devido ao local onde o gene estd integrado ser incerto. Na primeira
possibilidade, o transgene pode se inserir em uma regido do cromossomo que
dificulta ou inviabiliza a sua expresséo, fazendo com que o animal ndo apresente
o fenétipo em nivel desejado. Na segunda, a insergao aleatéria pode provocar,
por exemplo, a inativagdo de um gene essencial ao desenvolvimento na fase
embrionaria, com conseqlente inviabilidade ou morte prematura do animal.
Nesse caso, o fenétipo do animal transgénico € independente do transgene, ou
seja, nao foi causado por uma caracteristica do gene inserido, mas pelo local
onde esse gene se integrou. Uma questdo importante em experimentos com
animais transgénicos diz respeito ao “efeito de posicdo” dos genes e os efeitos
da regidao na qual eles se inserem. Ou seja, devemos discutir os diferentes
padrdes da expressao do transgene no genoma hospedeiro, dependente de seu

sitio de integracdo. Por causa dessas possibilidades, a compara¢ao de varias
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linhagens transgénicas com a mesma modificacdo genética € imprescindivel
para que se possa inferir a insercdo nado-deletéria de um gene ou tentar
correlaciond-lo ao nivel da expressdo do transgene no local da insergcéo
(Lisauskas et al., 2007). No intuito de aplicar esse modelo de estudo na geragcao
de eventos elites de expressao dos transgenes, a chamada modificagdo genética
dirigida ou controlada (genes-alvo) é o método empregado para a modificacao e
inativacdo de genes que exige o conhecimento de sua localizagdo no genoma.
Essa técnica possibilita substituir um gene funcional por uma seqiéncia mutada
que, uma vez introduzida, inativa o gene enddgeno original, gerando um animal
conhecido como modelo knock-out. Da mesma forma, é possivel alterar uma
pequena sequéncia do gene, gerando um modelo knock-in que produzira uma
proteina modificada em vez da proteina enddgena presente no animal. O termo
knock-in se deve ao fato de o gene enddgeno ser retirado do genoma e
substituido por outro com uma pequena modificagao.

Varias técnicas sdo utilizadas para produzir animais transgénicos por
adicao de segmentos de DNA ao genoma - entre elas, a microinje¢cao pronuclear
de embrides, a transferéncia de DNA mediada por espermatozoides, a infeccao
de embrides por vetores retrovirais, a transferéncia de DNA mediada por
transposons, a injecdo de células-tronco embrionarias geneticamente
modificadas, a transferéncia nuclear de células geneticamente modificadas.
Dentre todos esses procedimentos, a microinje¢cao pronuclear € o mais utilizado
na produgdo de camundongos transgénicos. A taxa de integragdo do DNA no
genoma embrionario € baixa - cerca de 1% a 6% (Lisauskas et al., 2008). Ou
seja, apenas alguns animais nascidos carregardo o transgene integrado em seus

cromossomos. A integragcdo do transgene por microinjecdo, como dito
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anteriormente, ocorre de forma aleatéria no genoma, e todas as células do
animal sdo geneticamente modificadas, inclusive as germinativas, de modo que
essa alteracdo serda ftransmitida aos seus descendentes. Todo animal
transgénico positivo originado de um embrido microinjetado € classificado como
fundador de uma linhagem transgénica Unica, que difere de outro fundador
quanto ao local de insercao e ao numero de copias do transgene no genoma.
Outro método a ser aplicado na geracdo de camundongos geneticamente
modificados consiste no isolamento e mantenca de células-tronco
indiferenciadas in vitro e, posteriormente, com a modificacdo genética destas e
injecdo em embrides receptores, pode-se produzir camundongos quiméricos.
Isso provou definitivamente que essas células sdo capazes de iniciar 0 processo
de diferenciacdo e produzir um individuo completo. As células-tronco
embrionarias sao totipotentes, ou seja, capazes de gerar qualquer tipo de tecido.
Elas séo oriundas de embrides na fase inicial de desenvolvimento, apds cerca de
quatro dias da fertilizacdo do Ovulo. O embrido nessa fase €& denominado
blastocisto e possui centenas de células-tronco na sua massa celular interna,
que dardo origem a todos os tecidos do organismo adulto. Atualmente, essa
técnica é rotineiramente aplicada em camundongos, uma das Unicas espécies -
além da humana - em que se domina totalmente o cultivo de células-tronco
embrionarias. Para outras espécies, ha dificuldade em se manter indiferenciadas
as células-tronco derivadas de embrides em cultura. No nosso trabalho, células-
tronco embrionarias bovinas foram isoladas e cultivadas por longos periodos
mantendo sua indiferenciagdo. O proximo passo ao isolamento de células-tronco
embrionarias € a selegdo daquelas geneticamente modificadas, e a técnica de

eleicdo que se mostrou eficaz foi por meio da técnica a laser. As células
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transfectadas podem formar linhagens clones e bancos de células para a futura
producao de bovinos transgénicos.

InUmeras sdo as aplicagbes potenciais da utilizagdo de animais
geneticamente modificados como modelos para o estudo das causas, da
progressao, dos estagios e sintomas de doencgas cardiovasculares, auto-imunes,
neurolégicas, entre outras. Ao se utilizar linhagens de células-tronco
geneticamente modificadas pode-se permitir uma andlise detalhada da
fisiopatologia de doengas, propiciar também o desenvolvimento de novas formas
de tratamento, novos testes diagndsticos, agentes terapéuticos mais eficazes e
baratos, e o tdo esperado estabelecimento de protocolos de terapia génica.

Além disso, o transplante de 6rgédos e tecidos de animais em seres
humanos, ou xenotransplante, € também foco de interesse no uso dos
transgénicos. Existe caréncia mundial de 6rgaos para transplantes clinicos, e
infelizmente muitos pacientes morrem na fila de espera. As vantagens do
xenotransplante sobre os transplantes tradicionais incluem o suprimento ilimitado
de 6rgaos e a consequente diminuicdo das filas de espera. Atualmente os
pesquisadores desenvolvem porcos transgénicos cujos 6érgaos podem ser
seguramente utilizados para transplante em humanos. Para isso, é preciso
superar o sistema imunolégico que reconhece e destréi todas as células que nao
possuem marcadores especificos humanos na sua superficie, ocasionando o
fendbmeno da rejeicdo. Para contornar esse problema, foram criados porcos
transgénicos portadores de um gene que codifica uma proteina da superficie de
células humanas. Como resultado, esses porcos possuem 0Orgéos contendo
marcadores de células humanas, o que impede que componentes do sistema

imune do receptor ataquem e destruam o 6rgéo transplantado. Paralelamente,
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outros grupos de pesquisa estudam uma estratégia diferente para minimizar a
rejeicao de 6rgaos na xenotransplantacao. Ela consiste em eliminar do genoma
do porco, pelo método de knockout, o gene que codifica a o -1,3-
galactosiltransferase, uma enzima presente na superficie das células daquele
animal que é reconhecida pelo sistema imunol6gico humano. Sem esta enzima,
a primeira etapa na rejeicao ao érgao transplantado ndo acontece. Apesar das
boas perspectivas do xenotransplante, a utilizacdo do método ainda € foco de
inimeros aspectos éticos que devem ser bastante discutidos.

Outra aplicacao promissora dos transgénicos € na pecuaria e industria. Os
métodos de selecdo de caracteristicas desejadas, como por exemplo, aumentar
a produgéo de leite, estdo baseados no cruzamento seletivo e convencional dos
animais. Porém, o cruzamento seletivo é extremamente lento e dispendioso,
além de ser um processo que nao garante os resultados desejados. As novas
técnicas de biologia molecular tornaram possivel a introdugcdo ou manipulacao
de caracteristicas desejaveis nos animais, em menos tempo e com mais
precisdo. Como exemplo, citamos a geracdo de vacas transgénicas,
manipulando-se genes endégenos, as quais produzem maior quantidade de
leite/dia.

Na industria farmacéutica um processo denominado "humanizagado de
camundongos" utiliza-se desses modelos animais no desenvolvimento de novas
drogas. Por meio desse processo, um gene é retirado do genoma do animal pela
técnica de knock-out e, em substituicdo, um gene humano é inserido pelo
método de adicdo génica. Essa técnica deve facilitar enormemente o
desenvolvimento de novos medicamentos, barateando os custos e diminuindo o

tempo para uma nova droga chegar as farmacias. Outra importante aplicacéo da
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transgenia animal € a produg¢do de animais conhecidos como biorreatores. Estes
sdo geralmente animais domésticos de médio e grande porte, utilizados para a
producdo de proteinas recombinantes humanas de grande interesse bioldgico e
comercial, como enzimas, horménios, fatores de crescimento, fatores da
coagulacdo. Em geral a proteina de interesse é expressa no leite do animal,
tornando sua producdo mais barata e eficiente. Em 1997, o primeiro bovino
transgénico, a vaca Rosie, produzia leite enriquecido com a proteina humana
lactoalbumina. Esse leite transgénico é mais nutritivo para humanos que o leite
natural, e poderia ser introduzido na alimentacdo de criangas com caréncia de
nutrientes especificos. Ha4 também pesquisas em curso voltadas para a
producdo de leite transgénico contendo as proteinas necessarias para o
tratamento de doengas como fenilcetondria, enfisema hereditario e fibrose
cistica. No nosso estudo, camundongas transgénicas produziram no leite o fator
IX humano de coagulagéo. A proteina recombinante gerada foi testada e provou
ser biologicamente eficaz na coagulagdo do sangue de pacientes hemofilicos.

O futuro da transgénese animal é indiscutivelmente o uso desses animais
como biofabricas para a produgcédo de proteinas recombinantes em beneficio de
nossa sociedade. Essa producdo proporcionara ilimitada quantidade de
medicamentos sendo produzidos de maneira abundante, além de fornecé-los a
um baixo custo e podendo suprir bancos de hospitais, principalmente os da rede
publica de saude. Atualmente o Brasil dispende grandes quantidades de dinheiro
pagas a importagdo de farmacos nao produzidos pelas industrias brasileiras.
Com essa tecnologia, o pais economizard fundos de investimentos em outras
areas precarias do pais, como educagao e segurancga publica. Entretanto, apesar

de as vantagens da utilizagdo dos animais transgénicos, o Brasil ainda sofre com
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os muitos obstaculos politicos e legais que rondam a frenagem de tal tecnologia.
Em um pais que atualmente sofre com a falta de dinheiro para a importagdo de
produtos essenciais para a mantenga da qualidade de vida de pessoas
portadoras de doencgas raras, a precariedade da distribuicdo de medicamentos
na rede publica de saude, as constantes mortes de pessoas a espera de 6rgaos
a serem transplantados, o alto custo na purificacdo de hemoderivados e o risco
destes na transmissdo de possiveis doencas, além da falta de estudos dos
efeitos na aplicacdo de novas drogas manipuladas e distribuidas
comercialmente, constitui um crime a tentativa de barrar a ascensdo da nova
tecnologia e permitir que os brasileiros, no futuro, aumentem as suas chances de
cura ou de simples expectativa de vida proporcionada pelas novas abrangéncias
de tal tecnologia. Baseado nesses aspectos, a tecnologia do DNA recombinante,
bem como a engenharia genética que ja estdo disponiveis em nosso pais vem
ao encontro da concretizagdo das possibilidades apontadas acima, se pessoas
influentes em nosso pais tentassem se interar dos beneficios, das possibilidades
de longo alcance da tecnologia e dos reais riscos das técnicas em aplicagdo. Ao
invés de trabalhar em leis e formas legais que vao de encontro aos reais
beneficios para a populagao trazidos por esta tecnologia.

Essa positiva revolugcdo da medicina, que envolvera a producdo de
recombinantes eficazes a baixo custo de producdo, a producdo ilimitada de
orgaos para xenotransplantes, a manipulacao de células-tronco humanas para a
cura de doengas cuja Unica solucao € o uso dessas células totipotentes, deve
ser absorvida como Unica solugao viavel para o Brasil cuja precariedade é o

adjetivo principal em todas as areas de exceléncia do pais.
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Fator IX de Coagulacdo Humana: Codigo Genético e Proteina

Translation of Unknown (1-1320)
Universal code

Total amino acid number: 439, MW=49445
Max ORF: 1-1317, 439 AA, MW=49445

1 ACAGTTTTTCTTGATCATGAAAACGCCAACAAAATTCTGAATCGGCCAAAGAGGTATAAT
1 TVFLDHENANKILNRPKRYN

61
TCAGGTAAATTGGAAGAGTTTGTTCAAGGGAACCTTGAGAGAGAATGTATGGAAGAAAAG
21 SGKLEEFVQGNLERECMEEK

121
TGTAGTTTTGAAGAAGCACGAGAAGTTTTTGAAAACACTGAAAGAACAACTGAATTTTGG
41 CSFEEAREVFENTERTTEFW

181 AAGCAGTATGTTGATGGAGATCAGTGTGAGTCCAATCCATGTTTAAATGGCGGCAGTTGC
61 KQYVDGDQCESNPCLNGGSC

241 AAGGATGACATTAATTCCTATGAATGTTGGTGTCCCTTTGGATTTGAAGGAAAGAACTGT
81 KDDINSYECWCPFGFEGKNZC

301
GAATTAGATGTAACATGTAACATTAAGAATGGCAGATGCGAGCAGTTTTGTAAAAATAGT
101 ELDVTCNIKNGRCEQFCKNSS

361
GCTGATAACAAGGTGGTTTGCTCCTGTACTGAGGGATATCGACTTGCAGAAAACCAGAAG
121 ADNKVVCSCTEGYRLAENQK

421 TCCTGTGAACCAGCAGTGCCATTTCCATGTGGAAGAGTTTCTGTTTCACAAACTTCTAAG
141 SCEPAVPFPCGRVSVSQTSK

481 CTCACCCGTGCTGAGGCTGTTTTTCCTGATGTGGACTATGTAAATTCTACTGAAGCTGAA
161 LTRAEAVFPDVDYVNSTEAE

541 ACCATTTTGGATAACATCACTCAAAGCACCCAATCATTTAATGACTTCACTCGGGTTGTT
181 TILDNITQSTQSFNDFTRVYV

601 GGTGGAGAAGATGCCAAACCAGGTCAATTCCCTTGGCAGGTTGTTTTGAATGGTAAAGTT
201 GGEDAKPGQFPWQVVLNGKYV

661 GATGCATTCTGTGGAGGCTCTATCGTTAATGAAAAATGGATTGTAACTGCTGCCCACTGT
221 DAFCGGSIVNEKWIVTAAHC

721
GTTGAAACTGGTGTTAAAATTACAGTTGTCGCAGGTGAACATAATATTGAGGAGACAGAA
241 VETGVKITVVAGEHNIEETE

781

CATACAGAGCAAAAGCGAAATGTGATTCGAATTATTCCTCACCACAACTACAATGCAGCT
261 HTEQKRNVIRIITPHHNYNAA
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841 ATTAATAAGTACAACCATGACATTGCCCTTCTGGAACTGGACGAACCCTTAGTGCTAAAC
281 INKYNHDIALLELDEPLVLN

901 AGCTACGTTACACCTATTTGCATTGCTGACAAGGAATACACGAACATCTTCCTCAAATTT
301 SYVTPICIADKEYTNIFLKF

961 GGATCTGGCTATGTAAGTGGCTGGGGAAGAGTCTTCCACAAAGGGAGATCAGCTTTAGTT
321 GSGYVSGWGRVFHKGRSALYV

1021 CTTCAGTACCTTAGAGTTCCACTTGTTGACCGAGCCACATGTCTTCGATCTACAAAGTTC
341 LQYLRVPLVDRATCLRSTKF

1081 ACCATCTATAACAACATGTTCTGTGCTGGCTTCCATGAAGGAGGTAGAGATTCATGTCAA
361 TIYNNMFCAGFHEGGRDSCAQ

1141
GGAGATAGTGGGGGACCCCATGTTACTGAAGTGGAAGGGACCAGTTTCTTAACTGGAATT
381 GDSGGPHVTEVEGTSFLTGI

1201
ATTAGTTGGGGTGAAGAGTGTGCAATGAAAGGCAAATATGGAATATATACCAAGGTATCC
401 ISWGEECAMKGKYGIYTKVS

1261

CGGTATGTCAACTGGATTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTCACCACCACCACCACCACTAA
421 RYVNWIKEKTKLTHHHHHH*
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