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“A esperancga tem duas filhas lindas, a indignacéo
e a coragem: a indignacdo nos ensina a néo
aceitar as coisas como estao; a coragem, a muda-

”
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RESUMO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial bovino do mundo com mais de
210 milhdes de cabecas de gado, aléem de ser atualmente o maior exportador de
carne bovina. Com o crescimento dessa atividade econdmica também é
crescente a demanda para o emprego de tecnologias avancadas, entre elas a
producdo de animais geneticamente modificados (AGM) que venham a abordar
problemas desde aumento da produtividade até sanidade animal. Com esse
projeto, intencionamos investigar o uso do sistema CRISPR/Cas9 como modelo
para estabelecimento de uma metodologia de edicdo gendmica visando a
insercdo (knock-in) direta de genes de interesse biotecnoldgico, agropecuario,
ou industrial no locus H11 do genoma bovino (Bos taurus). Esse estudo analisou
em células bovinas a capacidade do sistema CRISPR/Cas9 em inserir cassetes
de expressao de um gene reporter (eGFP) em um sitio especifico e seguro do
genoma, denominado locus H11l. Diversos RNA guias foram testados e
avaliados quanto sua capacidade de gerar INDELs por meio do ensaio com T7E1
e confirmados com sequenciamento do tipo Sanger. Também foi avaliado o uso
de estimuladores e inibidores que poderiam auxiliar no knock-in, como o SCR7
(inibidor da DNA ligase 1V), RS-1 (estimulador da Rad51) e L755507 (agonista
do receptor B-3 adrenérgico). Em uma segunda fase, foi realizada eletroporacéo
do sistema CRISPR/Cas9 diretamente em zigotos bovinos. Nos zigotos bovinos,
foi realizado eletroporacao do complexo nucleo-proteico CRISPR/Cas9 (gRNA +
proteina Cas9) e do cassete de expressdo do eGFP linear, com posterior
observacdo da expressdo do gene eGFP nos embrides. Além disso, foi
amplificado por PCR a regido em que o guia direciona clivagem e realizado
sequenciamento do tipo Sanger de tal regido para avaliar a ocorréncia de
INDELs. Os resultados obtidos demonstraram avancos, com a escolha das
células MAC-T e a otimizacao do protocolo de transfecgéo, o que contribuiu para
maior eficiéncia e viabilidade celular. A utilizacdo do guia Bi5 mostrou potencial,
enquanto os compostos RS-1 e L755507 tiveram impacto positivo na insercéo
do gene eGFP, evidenciando seu potencial para otimizar a recombinacdo por
microhomologia. A insercdo do gene em células foi bem sucedida, mas

acompanhada de uma insercao inesperada de DNA satélite bovino, ressaltando



a complexidade do sistema CRISPR/Cas9. Nos embrides, nédo foi observada
insercao do gene eGFP, sugerindo que ajustes no protocolo experimental sdo
necessarios. Esse estudo busca, portanto, a incorporacdo dos mais recentes
avancos no campo da edicdo gendmica direta em genomas complexos como o
de mamiferos para criacdo de soluc¢des inovadoras para biotecnologia animal,
como a introducdo de genes em um locus especifico e seguro do genoma

bovino.

Palavras-chave: Biotecnologia; Edicdo Génica; Biologia Animal; Genética

Animal; Transgenia Animal



ABSTRACT

Brazil has the world's largest commercial cattle herd, with over 210 million
heads, and is currently the largest exporter of beef. As this economic activity
grows, so does the demand for the application of advanced technologies,
including the production of genetically modified animals (GMAs) to address
issues ranging from increased productivity to animal health. This project aims to
investigate the use of the CRISPR/Cas9 system as a model for establishing a
genome editing methodology aimed at the direct insertion (knock-in) of
biotechnological, agricultural, or industrial genes of interest into the H11 locus of
the bovine genome (Bos taurus). This study analyzed the capability of the
CRISPR/Cas9 system in bovine cells to insert expression cassettes of a reporter
gene (eGFP) into a specific and safe site of the genome, known as the H11 locus.
Several guide RNAs were tested and evaluated for their ability to generate
INDELs through a T7E1 assay, confirmed by Sanger sequencing. The use of
stimulators and inhibitors that could improve knock-in, such as SCR7 (DNA ligase
IV inhibitor), RS-1 (Rad51 stimulator), and L755507 (B-3 adrenergic receptor
agonist), was also assessed. In a second phase, electroporation of the
CRISPR/Cas9 system was carried out directly in bovine zygotes. The
CRISPR/Cas protein complex (QRNA + Cas9 protein) and the linear eGFP
expression cassette were electroporated into bovine zygotes, with subsequent
observation of eGFP gene expression in the embryos. Additionally, the region
targeted by the guide was amplified by PCR, and Sanger sequencing of this
region was performed to assess the occurrence of INDELSs. The results obtained
showed progress, with the selection of MAC-T cells and optimization of the
transfection protocol, which contributed to increased efficiency and cell viability.
The use of the Bi5 guide demonstrated potential, while the compounds RS-1 and
L755507 had a positive impact on the insertion of the eGFP gene, highlighting
their potential to optimize microhomology driven recombination. The gene
insertion in cells was successful but accompanied by an unexpected insertion of
bovine satellite DNA, emphasizing the complexity of the CRISPR/Cas9 system.
In embryos, no insertion of the eGFP gene was observed, suggesting that

adjustments to the experimental protocol are necessary. Thus, this study seeks



to incorporate the latest advancements in the field of direct genome editing of
complexes genomes like mammalians to create innovative solutions for animal
biotechnology, such as the introduction of genes into a specific and safe locus of

the bovine genome.

Key words: Biotechnology; Gene Editing; Animal Biology; Animal Genetics;
Transgenic Animal
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1 INTRODUGAO

O Brasil, com seu enorme rebanho e posicéo de lider global na exportacao
de carne bovina (http://agricultura.gov.br), encontra-se em um cenario ideal para
adotar tecnologias avancadas na producdo animal, incluindo organismos
geneticamente modificados (OGMs), editados e epieditados. O uso de animais
geneticamente modificados (AGM) e/ou editados pode ser uma resposta
estratégica para os desafios enfrentados pelo setor, como o aumento da
produtividade, reducdo da pegada de carbono, resiliéncia a mudancas
climaticas, otimizacdo do uso do solo e o controle de doencas. A introducao de
OGMs na agricultura e na producéo animal tem avancado significativamente
desde a comercializag&o do primeiro OGM, o tomate Flavr-Savr, em 1994. Desde
entdo, houve uma evolucdo notavel nas técnicas de manipulacdo genética, que
agora abrangem uma série de tecnologias mais sofisticadas, como a

edicao/epiedicdo gendmica.

A edicdo genbmica, uma das tecnologias mais promissoras da atualidade,
permite alteracdes precisas e controladas no DNA de organismos complexos e
de relevancia agrondmica, como plantas e animais. Com essa abordagem, é
possivel introduzir modificacbes especificas em genes relacionados a
caracteristicas como produtividade, resisténcia a doencas e tolerancia a
estresses ambientais. Exemplos notaveis de animais de producdo
geneticamente editados incluem aqueles com maior resisténcia a tuberculose,
com maior rendimento de carne na carcaca, ou ainda sem chifres, eliminando a
necessidade de intervengdes cirlrgicas, promovendo o bem-estar animal.
Também foram desenvolvidos animais com caracteristicas que favorecem o
crescimento muscular (gene da miostatina) e a eficiéncia alimentar, como cabras
leiteiras com knock-out no gene da beta-lactoglobulina, resultando em produtos
alimentares menos alergénicos (Petersen, 2017). Pesquisas tém sido feitas para
desenvolver bovinos que produzam menos metano durante a digestao,
contribuindo para uma pecuaria mais sustentavel (Camargo et al., 2023; Khan et
al., 2024). No entanto, apesar dos avancgos, a ado¢cdo de OGMs na producao
animal ainda enfrenta desafios. A regulamentacdo e a aceitacdo publica séo

questdes criticas, especialmente em mercados que tém restricdes ou reticéncias
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guanto ao uso de OGMs. A pesquisa cientifica, o dialogo com a sociedade e a
transparéncia nas praticas de manejo serao essenciais para garantir que essas
tecnologias sejam implementadas de forma ética e segura, beneficiando néo

apenas os produtores, mas também o meio ambiente e a saude publica.

A modificacdo precisa da sequéncia gendmica para induzir delecgdes,
insercbes ou substituicdo de bases no genoma é o que abrange a edicdo
gendmica (Li et al., 2023). As principais tecnologias empregadas nesse processo
envolvem nucleases, que sdo capazes de gerar quebras programadas na fita
dupla de DNA (DSBs, Double Strand Breaks) em locais especificos e
previamente conhecidos do genoma alvo, evitando efeitos colaterais como a
edicdo de regibes ndo-alvo do DNA (denominado efeito off-target). Os danos
induzidos sdo reparados pelos mecanismos enddgenos de reparo de DNA, que,
por meio da introducdo de INDELs (insercdes e/ou dele¢bes) no local da
clivagem, possibilitam a edicdo desejada. Os principais mecanismos de reparo
incluem a unido das extremidades ndo homoélogas (NHEJ, Non-Homologous End
Joining) e o reparo por recombinacdo homdloga (HDR, Homology-Directed
Repair) (Hillary & Ceasar, 2023). O NHEJ, que gera mutacgdes do tipo INDELSs
de forma aleatéria, pode levar a perda da expresséo génica (knock-out) (Leal et
al., 2024), enquanto a via HDR permite uma edi¢do mais precisa, utilizando um
modelo de reparo homodlogo, e € empregada para insercdes especificas (knock-
in) (Leal et al., 2024). Contudo, a HDR ocorre com menor frequéncia do que o
NHEJ (Lee & Lee, 2023). Além dessas vias predominantes, outras como a juncao
de extremidades mediada por microhomologia (MMEJ, Microhomology-Mediated
End Joining) e o anelamento de fita simples (SSA, Single Strand Annealing)

também podem contribuir para o reparo das DSBs (Fichter et al., 2023).

O sistema CRISPR destaca-se por sua eficiéncia e facilidade, pois
direciona a proteina Cas9 ao local alvo por meio de RNA guia (QRNA) (Jinek et
al.,, 2012), ao contrario das outras tecnologias, que exigem construcdo e
clonagem de proteinas (Li et al., 2023). Embora avancada, a CRISPR/Cas9
ainda enfrenta desafios como a especificidade e os efeitos off-target, que
buscam ser mitigados com variantes de Cas9 de alta fidelidade e o uso de
nicases (nCas9). Outro desafio € a baixa eficiéncia de recombinac¢éo por HDR,
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superada por estratégias como a ativacéo de proteinas associadas a via de HDR

ou a inibicdo da via NHEJ.

Nos ultimos anos, estudos demonstraram sucesso ao empregar a
recombinacdo mediada por MMJE, utilizando o sistema CRISPR/Cas para
promover o knock-in de genes em locais especificos do genoma (Li et al., 2019;
Nakade et al., 2014; Sakuma et al., 2016, Shin et al., 2018; Yao et al., 2017). A
recombinacdo que envolve sequéncias homélogas de 8 a 25 pares de bases tem
se mostrado uma alternativa eficaz para a insercdo de genes em locais
especificos, sem o0 uso de genes de selecdo positiva e dos longos bracos de
sequéncias homologas (>1Kb) empregados na HDR tradicional, simplificando as
construcdes dos templates e vetores envolvidas no processo de recombinacéo.
Essa abordagem é particularmente interessante, visto que a insercao de genes
de resisténcia a antibioticos, comumente utilizados para sele¢do positiva na
HDR, é indesejavel em alguns contextos, como por exemplo, se busca a
producdo de animais transgénicos destinados ao consumo humano, conforme
as recomendacdes da FAO sobre a seguranca alimentar para esse tipo de
tecnologia (FAO-Codex Alimentarius CAC/GL 68-2008) (Bae et al.,, 2014,
Nakade et al., 2014; Van Vu et al., 2021).

Genes inseridos de forma aleatéria estdo sujeitos a efeitos de posicéo, o
que pode resultar em fenétipos instaveis, silenciamento génico e/ou expressao
génica inesperada (Li et al., 2019). Regides como centrdbmeros e regides sub-
teloméricas sdo especialmente propensas ao silenciamento de transgenes. Além
disso, genes recém-integrados podem afetar genes end6genos e a cromatina ao
redor, alterando o comportamento celular ou até favorecendo a transformacao
celular (Sadelain et al., 2011). Em contraste, na integracao génica em local sitio-
especifico, os locais sdo escolhidos com base nos objetivos da pesquisa. Nesse
contexto, os chamados "safe harbors" — locais especificos do genoma onde a
insercéo de genes ocorre de forma estavel, sem interferir na expresséo génica
do organismo — séo considerados os locais ideais para a insergéo de genes de
interesse. Dentre os locais ja descritos na literatura, destacam-se o locus Rosa
26 e o0 locus H11 como pontos de insercédo seguros para knock-in em mamiferos
(Ruan et al., 2015). Embora o locus Rosa26 seja amplamente utilizado, seu

promotor endégeno pode interferir na expresséo do transgene em alguns casos.
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O locus H11, por ndo possuir um promotor enddégeno, oferece a vantagem de
permitir a expressdo do transgene de forma mais controlada, especialmente

guando se utiliza promotores proprios ou tecido-especificos (Li et al., 2019).

O presente projeto visa avaliar a capacidade do sistema CRISPR/Cas9
em direcionar a inser¢éo do gene reporter da proteina fluorescente verde (eGFP,
enhanced Green Fluorescent Protein), em um locus especifico e seguro do
genoma bovino, o locus H11, utilizando a recombinacdo mediada por
microhomologia. Inicialmente, o sistema CRISPR/Cas9 foi aplicado em diversas
linhagens celulares bovinas (Cumulus, MDBK, fibroblastos e MAC-T) com o
objetivo de avaliar sua eficacia na insercédo de cassetes de expressdo do gene
repérter (eGFP) no locus H11, utilizando gRNAs desenhados com o auxilio de
softwares especializados. A insercdo de genes de interesse em locais
especificos e seguros do genoma de animais complexos, especialmente
bovinos, tem sido um desafio significativo na producao de animais transgénicos.
Apos a avaliacdo em cultivo celular, o guia mais eficaz foi selecionado e utilizado
para a tentativa de insercao do gene repérter em embrides bovinos. Foi realizada
eletroporagdo do complexo proteina Cas9 + gRNA (complexo RNP,
ribonucleoprotein) e do cassete de expressdo do eGFP na forma linear em
zigotos bovinos, seguida de observacdo da expressdo do gene eGFP nos
embrides no estagio de blastocisto no oitavo dia de desenvolvimento in vitro
(procedimento estabelecido pelo laboratorio onde foi realizado o experimento).
Este projeto teve como objetivo incorporar 0s mais recentes avanc¢os na edicao
gendmica direta para o desenvolvimento de solugbes inovadoras em
biotecnologia animal, com énfase na introducéo precisa de genes em um locus

especifico e seguro do genoma bovino.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Evolucado da manipulagdo de animais de producéo

Desde o inicio da domesticagdo, os animais tém sido submetidos a um
processo de identificacdo e selecdo dos individuos com os melhores atributos
produtivos, inicialmente por observacao visual e, posteriormente, por meio de
mensuracdes. Ao longo dos séculos, os seres humanos moldaram o genoma
das espécies de animais de producao por meio da selecao artificial, embora com
uma compreensdo limitada ou inexistente sobre a base genética da
hereditariedade (Carroll, 2017).

Com o avanco dos modelos matematicos, o aprimoramento das
ferramentas estatisticas, a popularizacdo dos computadores e o surgimento das
primeiras biotecnologias de reproducao assistida, como a inseminacao artificial
(IA), comecaram a ser implementados os primeiros programas de avaliacao
genética em animais de producdo. Esses programas possibilitaram a
identificacdo dos animais mais adequados para serem 0s pais das geragdes
futuras, promovendo um significativo e rapido progresso nos ganhos genéticos
e produtivos por meio dos programas de melhoramento genético em animais de
producdo (Laible et al., 2015). Atualmente, contamos com animais de alta
produtividade, que exploram ao maximo o potencial de seu "background"
genético. Esse avanco, aliado ao desenvolvimento de biotecnologias de
reproducdao assistida, como a producéo in vitro de embrides (PIVE) e a clonagem
por Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (TNCS), possibilitou que um
Gnico animal gerasse um grande numero de descendentes em um curto periodo
de tempo (Galli e Lazzari, 2021). Como resultado, houve um uso mais intensivo
de animais com genética superior nos rebanhos comerciais, 0 que aumentou sua
produtividade, reduziu a pegada de carbono e contribuiu para uma utilizagéo
mais eficiente do solo brasileiro, além de promover, indiretamente, a preservacéo
de biomas nativos.

Devido o avanco da engenharia genética e a evolugéo das biotecnologias
de reproducéo assistida em animais de producdo, a criacdo de animais
transgénicos tornou-se viavel (Melo et al., 2007). Mais recentemente, a geracao
de animais de producdo com genoma editado tornou-se uma realidade (Doudna
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& Charpentier, 2014; Ruan et al., 2017). Essa nova fase da evolucéo
biotecnoldgica pode ser chamada de "biotecnologia de precisdo na pecuaria”. A
edicdo e epiedicdo gendmica em animais de producdo podem ser vistas como
uma melhoria da transgenia, considerando quatro aspectos principais: 1) maior
precisdo nas modificacdes genéticas; 2) a possibilidade de nao introduzir DNA
exdgeno no genoma do animal; 3) no caso da epiedicdo, a sequéncia genética
do alvo ndo é alterada, evitando a criagcdo de organismos geneticamente
modificados (OGM); e 4) maior aceitacdo publica dos animais editados ou
epieditados, quando comparados aos transgénicos, por conta dessas vantagens.

Animais de producdo geneticamente editados ja estdo sendo
desenvolvidos e produzidos em diversas regifes ao redor do mundo. Exemplos
notéveis incluem animais com maior resisténcia a tuberculose, proporcionando
um avango significativo na resisténcia a doencgas; animais desprovidos de chifres
(mochos de nascenca), originarios de racas tradicionalmente chifradas, o que
elimina a necessidade de intervengdes cirdrgicas para sua remocao,
contribuindo para o bem-estar animal; cabras leiteiras com knock-out no gene da
beta-lactoglobulina, resultando em produtos alimentares menos alergénicos;
animais com maior rendimento de carne na carcaga, com caracteristicas que
favorecem o crescimento muscular e a eficiéncia alimentar (reducéo de gordura,
melhor conversao alimentar), impulsionando a performance produtiva; e animais
geneticamente modificados para apresentarem maior tolerancia ao estresse
térmico, entre outros avancos significativos (Petersen, 2017).

A producdo de animais geneticamente modificados ou editados exige o
uso de biotecnologias de reproducéo assistida, como a PIVE e a clonagem por
TNCS. A PIVE, embora eficiente, apresenta uma janela temporal restrita durante
o desenvolvimento embrionario, limitando a introducéo precisa de modificacdes
genéticas e prevenindo o mosaico embrionario. A clonagem por TNCS, apesar
de ja ser empregada comercialmente, possui uma eficiéncia ainda muito baixa,
inferior a 3%. Nesse processo, um ovocito é enucleado, com a remocéao de seu
material genético por meio de micromanipulacdo assistida, e substituido por um
genoma de célula somética, utilizando a técnica de eletrofusdo. Embora,
teoricamente, qualquer célula possa ser utilizada como doadora, fibroblastos da
pele, células do cumulus e outras de facil obtencdo sdo mais comumente usadas

devido a sua facilidade de cultivo in vitro. Para a clonagem de células
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previamente editadas, € imprescindivel isolar linhagens clonais geneticamente
modificadas, a fim de garantir a estabilidade e consisténcia das modificacbes

antes da clonagem.

2.2 Evolucao das metodologias de edicdo gendmica

Um dos principais objetivos no campo da biotecnologia, desde o inicio da
era da tecnologia do DNA recombinante iniciada na década de 1970, era o
desenvolvimento de "tesouras moleculares" capazes de realizar edi¢Oes
precisas em locais especificos dos genomas eucariéticos mais complexos, como
o de plantas e mamiferos (Silva et al., 2011). O progresso no desenvolvimento
de nucleases programaveis, a partir de década de 1990, levou a avancos
significativos na inducéo de muta¢des em locais alvo em organismos complexos,
um processo conhecido como edicdo gendmica (Lee et al., 2018). As
meganucleases foram as primeiras ferramentas candidatas para a edicdo de
genomas complexos (Belfort & Roberts, 1997; Silva et al.,, 2011). Essas
nucleases, compostas por introns de elementos genéticos moveis, possuem um
sitio de reconhecimento que varia entre 18 a 30 nucleotideos (Figura 1a), o que
as tornava candidatas viaveis para edicfes Unicas em genomas com mais de
10° pares de base (Jasin, 1996). No entanto, foi um grande desafio modificar
essas enzimas para realizar edi¢cdes especificas de sequéncias de DNA no
genoma de forma programavel e customizada. A aplicagdo de estratégias de
engenharia genética frequentemente resultava em uma diminuicdo da atividade

de clivagem das meganucleases (Jasin, 1996).

Entre as técnicas mais recentes e promissoras para a edicéo direcionada
de genomas eucaribticos, destacam-se as Nuclease Zinc Finger (ZFNs), as
nucleases com efetores do tipo ativador transcricional (TALENsS) e, mais
recentemente, o sistema de Repeticdes Palindrébmicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespacadas e as proteinas associadas (CRISPR/Cas) (Segal
& Meckler, 2013). As ZFNs foram a primeira geracdo de nucleases
engenheiradas para realizar cortes especificos nos genomas de plantas e
animais, desenvolvidas em meados da década de 1990. Elas combinam o

dominio proteico zinc finger, oriundo de fatores de transcricdo, que reconhece
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sequéncias de DNA, com o dominio da nuclease Fokl, que, ao se dimerizar, ativa
a clivagem do DNA alvo (Lee et al., 2018) (figura 1b). Essa inovacao foi
reconhecida como o marco inicial da era da edicdo gendémica. No entanto, por
apresentarem menor especificidade na ligacdo ao DNA, as ZFNs podem editar
ndo sO o local desejado (on-target), mas também locais n&o intencionais (off-
target), o que constitui o principal efeito colateral indesejavel das tecnologias de

edicdo genbmica (Zheng et al., 2020).
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Figura 1. Ferramentas de edi¢do gendmica. a) Meganucleases: enzimas de restricdo com alta
especificidade para sequéncias-alvo. b) ZNF: nucleases baseadas em dedos de zinco. ¢)
TALENS: nuclease criada a partir de fatores de transcrigéo.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.

A segunda geracéo de nucleases, desenvolvidas na primeira década do
século XXI, sédo as TALENS (figura 1c), criadas a partir de fatores de transcri¢cao
produzidas por bactérias patogénicas de plantas que possui a finalidade de
regular a expressado génica no genoma do hospedeiro (Perez-Pinera et al.,

2012). As TALENs também funcionam como dimeros, ligando um dominio
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semelhante ao do efetor TAL ao dominio da nuclease Fokl (Lee et al., 2018).
Esse sistema é mais flexivel que as ZFNs, pois cada dominio de reconhecimento
de DNA se liga a um nucleotideo especifico, proporcionando maior precisao e
reduzindo substancialmente o efeito off-target (Sun & Zhao, 2013). No entanto,
a construcdo de TALENs exige a concatenacdo de cerca de 30 dominios de
ligacdo ao DNA, tendo cada dominio 34 aminodacidos, e cada um reconhecendo
um nucleotideo especifico. Esse processo, embora mais preciso, demanda um
grande esfor¢o de tempo e custos elevados na construgéo dos vetores (Perez-
Pinera et al., 2012).

Mais recentemente, a partir da segunda década do século XXI, foi
desenvolvida a tecnologia de edicdo gendmica mediada pelo sistema
CRISPR/Cas, baseada na descoberta de um sistema de imunidade adaptativa
presente em bactérias e arqueias, que as protege contra &cidos nucleicos
invasores, geralmente de origem viral (Jinek et al., 2012). A grande vantagem
dessa tecnologia € seu principio de funcionamento, que se baseia no
emparelhamento de bases entre um RNA guia (gJRNA) e o local gendémico,
orientando a nuclease Cas9 até a sequéncia alvo de DNA (Pennisi, 2013). Para
destacar a simplicidade do CRISPR/Cas9, ao contrario da construcdo dos
vetores TALENS, que exigem dois dominios de 30 repeti¢cdes de cerca de 1.800
nucleotideos cada, que codificam os dominios de ligacdo ao DNA alvo para
garantir a especificidade desejada a nuclease Fokl, o sistema CRISPR/Cas9
requer apenas uma sequéncia de 17 a 20 nucleotideos em um contexto de 100
ribonucleotideos invariantes (sequéncia de andaime) para formar o gRNA. Essas
caracteristicas permitem aos pesquisadores criar rapidamente centenas de
gRNAs personalizados e especificos para um local do genoma alvo, a um custo
muito baixo (Segal & Meckler, 2013). Por essas razdes, o CRISPR/Cas se
consolidou como a principal tecnologia de edicdo genémica nos ultimos anos,

superando amplamente as demais técnicas (Fox, 2019).
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2.3 Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas e as proteinas associadas - CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR/Cas foi descrito, primeiramente, em genoma
bacteriano ha mais de 30 anos (Ishino et al., 1987). S&o elementos do sistema
de defesa adaptativo contra bacteri6fagos (virus que atacam bactérias e
archeas) encontrado em archeas e bactérias (Zakrzewska & Burmistrz, 2023). O
sistema CRISPR/Cas9 transformou completamente o campo de manipulacéo
génica em um curto periodo de tempo (Javaid et al., 2022). O sistema consiste
em dois componentes: uma endonuclease que induz uma quebra dupla da fita
de DNA (DSB) em um local alvo preciso e um RNA guia que direciona essa
enzima ao local alvo, garantindo assim precisao e especificidade da clivagem do
DNA (Javaid et al., 2022).

Esse sistema pode ser categorizado em duas classes: classe 1 e classe
2. A classe 1 é caracterizada por utilizar complexos efetores de mudltiplas
proteinas e compreende os sistemas do tipo |, tipo Il e tipo IV (Zhang, 2022). A
classe 2, por sua vez, utiliza efetores de proteina Unica e compreende o0s
sistemas do tipo Il, V e VI. Este efetor consiste em uma grande proteina multi-
dominio e multi-funcional que se combina com um RNA guia (crRNA), conhecido
como proteina associada ao CRISPR (Cas, CRISPR associated) (Zhang, 2022).
O sistema mais utilizado para edicdo em mamiferos € o sistema tipo Il. Esse
sistema compreende, na maioria dos casos, a proteina Cas9 e um pequeno RNA
guia quimérico de 100 nucleotideos (sgRNA), dos quais 80 nucleotideos (nt) séo
invariaveis e 20 nt sdo customizados para parear com o DNA-alvo.

O sistema CRISPR/Cas9 descrito na bactéria Streptococcus pyogenes
consiste na nuclease SpCas9 (ou simplesmente Cas9) e dois RNAs nédo
codantes, o crRNA (crispr RNA) e o tracrRNA (trans-encoded crRNA),
localizados em loci génico de pré-crRNA compreendendo sequéncias dirigidas
por nucleases separadas por repeticdes idénticas (Javaid et al., 2022). Esse
sistema foi aprimorado e modificado para utilizacdo em edicdo gendmica com o
acoplamento do crRNA ao tracrRNA, formando uma molécula Unica de sgRNA
(single guide RNA) de 100 nt (Jinek et al., 2012). Essa reorganizagdo em um
anico transcrito (SgRNA ou gRNA) contém todos 0s requisitos necessarios para

direcionar a SpCas9 ao local alvo (Jinek et al., 2012), sem o inconveniente de
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ter-se que trabalhar com 2 moléculas distintas de RNA. A Cas9 pode ser
programada para gerar quebra na dupla fita do DNA em qualquer local do
genoma, que é determinado pela sequéncia do gRNA e pelos motivos adjacentes
ao protoespacador (PAM). O PAM é um elemento crucial para o funcionamento
da Cas9, além de ser um mecanismo que diferencia entre DNA proprio e nao
préprio (invasor), prevenindo assim que o préprio locus CRISPR seja alvo das
suas nucleases (Marraffini & Sontheimer, 2010). Existem diversas sequéncias
PAM que podem ser reconhecidas por diferentes Cas. A Cas9 mais utilizada
(SpCas9) requer um PAM 5’-NGG-3’, sendo N qualquer nucleotideo.

Quando o complexo gRNA-Cas9 reconhece a sequéncia de DNA
complementar com a sequéncia do RNA guia ele se liga e posiciona a Cas9 para
provocar uma quebra na dupla fita do DNA (figura 2), gerando uma terminacao
abrupta do tipo blunt, geralmente 3pb antes da regido do PAM. Essa DSB no
DNA sera posteriormente reparada pelos mecanismos enddgenos de reparo
como o reparo por juncdo de extremidades ndo homodlogas (NHEJ), o reparo
mediado por recombinacdo homodloga (HDR) ou juncdo de extremidades

mediada por microhomologia (MMEJ).
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Figura 2. A figura ilustra o mecanismo de acao do sistema CRISPR/Cas9, no qual a proteina
Cas9 é dirigida por uma sequéncia de RNA guia (QRNA) para um local especifico do DNA,
resultando na inducéo de uma quebra na dupla fita do DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.

30



Embora a tecnologia CRISPR/Cas9 tenha avancado rapidamente, ainda
apresenta varias limitacdes. Além da complexidade e custos envolvidos com
cada tecnologia, existe uma grande preocupacao com sua especificidade, ja que
a edicdo de sitios espurios fora da regido alvo € considerado o maior efeito
colateral da edicao génica (Kang et al., 2020; Zhang et al., 2015). Esses efeitos
off target podem variar de mudancas inofensivas a alteracdes graves que afetam
genes essenciais para a sobrevivéncia celular, representando riscos a
seguranca e eficacia da tecnologia (Yamashita & Melo, 2023). Atualmente, a
busca de enzimas efetoras como a Cas9 do sistema CRISPR com maior
especificidade (“high fidelity”) e estratégias com o uso de nicases (nCas9) tem
reduzido o efeito off-target a niveis negligenciaveis e bastante toleraveis (Park et
al., 2024). A eficiéncia de insercao dos vetores do sistema CRISPR nas células,
por meio de transfeccdo, € um outro fator crucial para o sucesso da técnica; pois
sem uma alta taxa de transfeccdo, a selecdo de clones editados torna-se
inviavel. Outro gargalo da técnica quando se almeja a edicédo por meio de HDR
€ a sua baixa eficiéncia de recombinacao do sitio alvo com o template contendo
a regido de homologia (Lee & Lee, 2023). Diversas estratégias tém sido
investigadas para aprimorar a eficiéncia da recombinacdo por HDR, incluindo a
ativacdo de proteinas associadas a via de reparo por HDR ou a inibicdo de

proteinas essenciais a via de NHEJ.

2.4  Mecanismos de Reparo do DNA

Organismos eucariotos dispdem de dois principais mecanismos de reparo
para quebras na dupla fita de DNA (DSB): o reparo mediado por recombinacao
homologa (HDR) e o reparo por juncao de extremidades ndo homoélogas (NHEJ)
(Lee et al., 2018). O reparo por recombinacdo homéloga ocorre principalmente
nas fases S/G2 do ciclo celular. Esse processo € iniciado pela acdo coordenada
de vérias proteinas, como RAD51, RAD52, RAD54, BRCA2 e RPA. O reparo das
DSBs segue uma sequéncia de etapas: primeiro, ocorre o reconhecimento e a
resseccdo das extremidades do DNA; em seguida, as fitas de DNA se
emparelham homologamente e trocam segmentos, o heteroduplex de DNA é
estendido e as ramificacbes migram, até que, por fim, a juncédo de Holliday &

resolvida (Heyer et al., 2010; Krejci et al., 2012). Nesse processo, a croméatide
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irm& serve como molde para o reparo, permitindo que a regido danificada seja

corrigida sem a introducédo de mutacoes.
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Figura 3. Mecanismos de reparo do DNA e a atuacao dos fatores SCR7, RS1 e L755507. A
figura ilustra os mecanismos de reparo de DSB no DNA: a NHEJ, que pode gerar INDELS; a
HDR, que utiliza a crométide irm& como molde para um reparo preciso; e a MMJE, que, embora
utilize sequéncias curtas de homologia, € propensa a erros, frequentemente resultando em
delec¢des, insercdes e translocacBes cromossémicas. Os fatores SCR7, RS1 e L755507 sédo
representados com suas respectivas funcdes: SCR7 inibe a DNA ligase IV, RS1 estimula a
proteina Rad51, e L755507 modula a via de reparo, embora 0 mecanismo exato ainda néo
esteja completamente elucidado.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.

O reparo por juncéo de extremidades ndo homélogas ocorre durante todo
o ciclo celular e envolve quatro etapas principais: reconhecimento da quebra,
ligagdo das extremidades, processamento das extremidades e, finalmente, a
ligacdo. Esse processo € mediado por uma série de proteinas, como Ku70/Ku80,
MRE11, Artemis (complexo da subunidade catalitica da proteina quinase
dependente de DNA) e o complexo XLF:XRCC4:DNA ligase IV. Ao contrario do
HDR, o NHEJ néo utiliza um molde de DNA, 0 que torna esse processo propenso
a erros, podendo gerar dele¢cdes ou insercdes (INDELs) no local da quebra do
DNA (Lee et al., 2018).
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Embora os mecanismos de reparo mais conhecidos sejam o0s
mencionados, outras vias, como a juncdo de extremidades mediada por
microhomologia (MMEJ), também podem contribuir para o reparo das DSBs
(Fichter et al., 2023). O MMEJ ocorre nas fases G1 e inicio da fase S do ciclo
celular. Diferentemente do NHEJ, o MMEJ repara a DSB utilizando sequéncias
curtas de homologia. O processo de reparo € iniciado pela localizacdo de
proteinas como PARP1, MRE11, CtIP e XRCC1:DNA ligase 1 ou 3 no local da
quebra. O mecanismo de reparo do MMEJ é semelhante ao do NHEJ, com cada
extremidade da DSB sendo unida por sequéncias de microhomologia, o que
torna o processo propenso a erros e frequentemente resulta em delegdes,
insercdes e translocacdes cromossémicas no local da quebra (Lee et al., 2018;
Sfeir & Symington, 2015). Esse mecanismo pode ser utilizado para a insergéo
(knock-in) de DNA exbgeno, assim como o HDR (Sakuma et al., 2016).

O reparo do DNA por NHEJ é o mais prevalente quando uma DSB ocorre,
sendo muito mais frequente que o reparo por HDR ou MMEJ. Entretanto,
estratégias para aumentar a probabilidade de reparo por HDR em vez de NHEJ
podem ser implementadas. Algumas moléculas tém a capacidade de inibir o
NHEJ, enquanto outras podem promover o HDR, favorecendo assim a
ocorréncia de recombinacdo homéloga (Camargo et al., 2023). O SCR7 é uma
molécula que age bloqueando a enzima DNA ligase IV, essencial para a via de
NHEJ (Leal et al., 2024). Esse inibidor ja foi testado em varias células humanas
(HEK-293T e iPSCs) e modelos murinos (células-tronco embrionarias de
camundongos e zigotos de camundongos), além de outras espécies. Os
resultados mostraram um aumento na eficiéncia da HDR mediada pelo
CRISPR/Cas9, variando de 1 a 19 vezes (Anuchina et al., 2023; Bischoff et al.,
2020; Lee et al., 2022; Shams et al., 2022). Chu et al. (2015) demonstrou que a
reducado da expressao de KU70, KU8O e da ligase de DNA IV, proteinas centrais
envolvidas no NHEJ, resultou em uma mudanca do NHEJ para o reparo por
HDR. Ja Maruyama et al. (2015), mostrou uma taxa de 59% de HDR comparada
a 28% de NHEJ em blastocistos de camundongos, utilizando 1 pM de SCR7 na
microinjecdo citoplasmatica com CRISPR/Cas9. Em células fetais de suinos
essa molécula aumentou o HDR de 2 a 3 vezes (Li et al., 2017). No entanto, essa

substancia ndo apresenta resultados consistentes em todos os estudos.
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Tanihara et al. (2023) avaliaram a eficacia do SCR7 para introduzir uma mutagao
pontual no gene da insulina porcina em zigotos suinos e ndo observaram
melhorias significativas na eficiéncia do HDR, mesmo ao testar diferentes
concentracdes de SCR7 (0,5 a 4 uM), indicando um efeito limitado da molécula.
De forma semelhante, ndo foram observadas melhorias em zigotos de coelho
(Song et al., 2016).

O RS-1 é uma molécula pequena que desempenha um papel importante
no estimulo a recombinacdo homadloga, ativando a proteina RAD51, que esta
envolvida no reparo do DNA mediado por esta via (Camargo et al., 2023). Em
um estudo realizado com embrides de coelho tratados com 7,5 pM de RS-1,
observou-se um aumento significativo nos eventos de HDR mediada pelo
CRISPR/Cas9, com uma variacao de 2 a 6 vezes, dependendo do locus (Song
et al., 2016). Em embrides bovinos, o cultivo de zigotos com 7,5 uM de RS-1 por
24 horas ap6s a microinjecdo de CRISPR/Cas9 duplicou a taxa de HDR (Lamas-
Toranzo et al., 2020). Da mesma forma, o RS-1 aumentou as taxas de HDR de
1,5 a 6 vezes em células de mamiferos, incluindo K562, HEK-293T, iPSCs e
embrides de zebrafish, o que reforca seu uso em diversas células primarias e
linhagens celulares (Leal et al., 2024). Além disso, Charpentier et al. (2018)
observaram que a fuséo da Cas9 ao dominio CtIP, envolvido no reparo por HDR,

aumentou a eficiéncia do HDR em cerca de duas vezes.

Yu et al. (2015) demonstraram que pequenas moléculas, como L755507,
podem aumentar significativamente a eficiéncia do reparo do DNA mediado por
HDR. Foi possivel aumentar a eficiéncia em até 3 vezes para a incorporacéo de
grandes sequéncias de DNA e até 9 vezes para a substituicdo de um anico par
de bases. A funcdo dessas moléculas na via NHEJ ainda nao foi esclarecida
(Ryu et al., 2019). Li et al. (2017) investigaram a acdo do SCR7 e do L755505
em fibroblastos fetais suinos, observando um aumento de 2 vezes na eficiéncia
da HDR, semelhante ao que foi observado em outras linhagens celulares. Além
disso, os autores relataram que o L755505 pode reter as células na fase S, fase

em gque o mecanismo de HDR é ativo.
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2.5 Metodologia de Integracdo Precisa no Cromossomo Alvo
(PITCh)

O mecanismo de reparo de juncdo de extremidade mediada por
microhomologia (MMJE) € uma via de reparo explorada na edicdo genémica
utilizando o sistema CRISPR/Cas9. MMEJ é ativada quando hd microhomologia
(5 a 25 pares de base) a jusante e a montante da quebra na dupla fita do DNA
alvo (DSB) com a sequéncia do DNA alégeno, presente no cassete de expressao
ou na sequéncia de DNA que se almeja fazer o knock-in no genoma alvo (Yip,
2020).

Nakade et al. (2014) desenvolveram uma metodologia baseada em MMJE
nomeada de integracao precisa no cromossomo alvo (PITCh) para o knock-in de
genes de interesse em um local alvo desejado. O knock-in ocorre por MMJE no
lugar de reparo por recombinacdo homologa. O HDR convencional requer
sequéncias de homologia de 500 a 4000 pares de bases flanqueando a
sequéncia de DNA a ser integrada, mas o método PITCh utiliza pequenas
sequéncias de homologia de 5 a 25 pb no vetor doador (Ezaki et al., 2022). A
adicdo de microhomologia € bem mais conveniente e simples do que a
construcdo de longos bracos de homologia para HDR (Sakuma et al., 2016).
Além disso, MMEJ é de duas a trés vezes mais eficiente que o HDR para
promover knock-in de transgene (Nakade et al., 2014; Yip 2020). No sistema
PITCh é gerado DSB no vetor doador e no DNA gendmico utilizando Cas9. A
Cas9 cliva na sequéncia PITCh no vetor doador, deixando livre a sequéncia de
interesse (seja o plasmideo inteiro ou um cassete de um gene especifico)
flanqueada por microhomologia, o0 que ativa a via de MMEJ para integracao do

transgene no local desejado (Sakuma et al., 2016).

No sistema original (CRIS-PITCh) descrido por Nakade et al (2014) dois
ou trés gRNAs eram necessarios para integracdo do gene de interesse. No
entanto, a verséo 2 (CRIS-PITCh v2) desse sistema, descrita por Sakuma et al.
(2016), utiliza apenas um unico gRNA (5-GCATCGTACGCGTACGTGTT-3).
Esse sistema pode ser visualizado na figura 4. Para melhor eficiéncia, os gRNAs
e a Cas9 podem ser montados em um Unico vetor. O vetor entdo conteria a Cas9,

0 gRNA que direcione para o local alvo no genoma e o gRNA PITCh.
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Figura 4. Sistema PITCh v2: utiliza a tecnologia Cas9 para gerar DSB tanto no vetor doador
quanto no no local alvo no genoma, com o objetivo de integrar um transgene no local desejado.
Sao utilizados guias para a sequéncia PITCh e para a sequéncia alvo no genoma. A Cas9 cliva

a sequéncia PITCh no vetor doador, liberando a sequéncia de interesse flanqueada por
microhomologia (mh), o que ativa a via de juncdo mediada por microhomologia para promover
a integracdo do transgene.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.

2.6 Técnicas para introduzir o sistema CRISPR/Cas9 em
células/embrides

Ha& varias técnicas sendo empregadas para introduzir o sistema
CRISPR/Cas9 em células e embrides. As mais utilizadas podem ser visualizadas
na figura 5 e incluem sistemas virais (como o virus adeno-associado ou
lentivirus), métodos quimicos nado virais (como lipossomos, nanoparticulas
lipidicas, peptideos penetrantes de células, poliplexos e nanoparticulas de ouro)
e métodos fisicos (como microinjecdo e eletroporacédo) (Javaid et al., 2022). Os
meétodos fisicos de entrega sao geralmente restritos a sistemas in vitro, enquanto
0s métodos quimicos necessitam de ajustes consideraveis para melhorar sua
eficiéncia na edicdo genética in vivo. Garantir um sistema de entrega seguro e
eficaz para CRISPR/Cas9 em organismos vivos €, portanto, o0 um dos maiores

desafios na area de edigéo genética (Yip, 2020).
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Sistema virais N30 virais Métodos fisicos
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de ouro
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Poliplexos

Figura 5. Principais técnicas para introduzir o sistema CRISPR em células e embries. A figura
apresenta os sistemas virais (como o virus adeno-associado e lentivirus), métodos quimicos
nao virais (como lipossomos, nanoparticulas, peptideos penetrantes de células, nanoparticulas
de ouro e poliplexos) e métodos fisicos (como microinjecao e eletroporacgao).

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.

Os vetores virais sdo frequentemente utilizados em sistemas de entrega
in vitro, ex vivo e in vivo, mas podem provocar mutagénese por insercao, tém
capacidade de clonagem limitada e/ou podem desencadear respostas
imunoldgicas (Yip, 2020). O uso de sistema virais como adeno-associated virus
(AAV) oferece uma fonte continua de DNA, pois o material genético entregue
pode permanecer nas células como DNA exdgeno ou ser integrado diretamente
ao DNA do hospedeiro. Particulas CRISPR/Cas9 AAV infectam a linhagem
celular alvo, permitindo a persisténcia dos componentes CRISPR/Cas9 e
tornando esse método adequado para situacfes que exigem expressao a longo
prazo (Wang et al., 2020). Ja os lentivirus, possuem a vantagem de maior
capacidade de clonagem (8 kb), permitindo a clonagem da Cas9 e sgRNA em
um unico vetor, e maior facilidade de producéo que o AAV. No entanto, o risco
de integracdo aleatéria do virus no genoma das células hospedeiras,
especialmente perto de oncogenes, pode resultar na ativagdo de tais genes,
provocando cancer, o que impede seu uso em estudos clinicos in vivo (Lino et
al., 2018). Além disso, a insercdo gendmica com expressao constitutiva de Cas9
e guias pode aumentar a ocorréncia de efeitos off-target, levando a modificages

indesejadas em regides nao-alvo do genoma.
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Vetores ndo virais tém se destacado devido a versatilidade em seu design
e a possibilidade de producdo em grande escala (Du et al., 2023). Atualmente,
nanoparticulas de quitosana modificadas com ligantes e vesiculas
extracelulares, capazes de se ligar a ligantes especificos, tém aumentado
significativamente a precisao do sistema CRISPR/Cas9 (Khademi et al., 2022;
Yao et al.,, 2021). Além disso, nanoparticulas que respondem a estimulos
internos, como variacdes de pH, ATP e glutationa, possibilitam uma edicao
genética mais precisa e uma entrega mais direcionada do sistema CRISPR/Cas9
(Tang et al.,, 2019; Wang et al., 2020; Yang et al., 2019). Nanoparticulas
sensiveis a estimulos externos, como luz ou campos magnéticos, também tém
mostrado grande potencial para futuras aplicacées (Zhuo et al., 2023; Wu et al.,
2020). Entre as diversas nanoparticulas, as nanoparticulas lipidicas sé&o
amplamente utilizadas como nano transportadores para a entrega de &cidos
nucleicos, devido a sua preparacdo simples, facil modificacdo de superficie e
excelente biocompatibilidade (Du et al., 2023). Polimeros catidénicos e
lipossomos cationicos sao carregados positivamente e, com isso, podem
encapsular o sistema CRISPR/Cas9 por meio de interaces eletrostaticas com
moléculas carregadas negativamente, como o DNA plasmidial, mMRNA e sgRNA.
Essas interagdes protegem os acidos nucleicos da degradacédo e aumentam sua
captacdo intracelular por endocitose mediada por proteinas reticulares (Kim et
al., 2024).

No método fisico de microinje¢édo, os componentes do sistema CRISPR,
como DNA plasmidial codificando as proteinas Cas9 e sgRNA, mRNA ou
proteinas Cas9 junto com sgRNA no formato RNP (ribonucleoproteinas), séo
injetados diretamente nas células/embrides. Através de uma agulha
microscépica, a membrana celular é perfurada para permitir a entrega precisa do
material genético dentro da célula e/ou embrido, evitando obstaculos da matriz
extracelular, zona peldcida de embribes e componentes citoplasmaticos (Javaid
et al., 2022). A tecnologia de microinjecdo oferece grande versatilidade na
entrega dos componentes do sistema CRISPR/Cas9, permitindo a injecao de
substéancias de diferentes pesos moleculares e tamanhos, podendo ajustar a
dosagem dos materiais, facilitando o controle de custos e a utilizagao eficiente

dos recursos (Chen et al., 2022). Isso possibilita a aplicagédo em diversos tipos
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de células e contextos experimentais. No entanto, a microinjecdo € limitada a
algumas centenas de células por vez, o que resulta em baixa eficiéncia e torna
o processo demorado (Du et al., 2023). Além disso, Sdo necessarios
equipamentos de custo elevado e mao de obra altamente qualificada. Nos
altimos anos, a microinje¢cdo passou por um processo de automacao com a
integracdo das técnicas de microinjecdo a tecnologia de maquinas, resultando
em melhorias na eficiéncia. O surgimento da microinjecdo automatica de alto
rendimento apresenta um grande potencial como uma abordagem mais eficiente
e precisa para a microinjecdo de células ou embrides (Du et al., 2023). Entretanto

0S sistemas robotizados de microinjecéo sao ainda extremamente caros.

A eletroporacdo utiliza pulsos de alta voltagem para formar poros
temporarios na membrana celular, facilitando a entrada dos reagentes do
sistema CRISPR. Recentemente, a eletroporacdo com RNP tem mostrado maior
eficiéncia em comparagao com o uso de vetores, resultando em taxas mais altas
de mutagénese e menor mosaicismo (Javaid et al., 2022). Essa técnica € menos
dependente do tipo celular em comparacdo com outras abordagens de entrega,
possibilitando a transferéncia eficiente de material genético para células que,
normalmente, sdo dificeis de manipular e transfectar (Lino et al., 2018). No
entanto, ela exige condi¢des especificas para diferentes tipos celulares, o que
pode aumentar os custos e demandar otimizacao da voltagem e do tempo dos
pulsos para aplicacdes particulares. Dessa forma, € essencial selecionar
cuidadosamente as condi¢cOes de eletroporacéo para garantir uma transfeccao
bem-sucedida sem comprometer a viabilidade celular (Du et al., 2023). Devido
ao seu potencial de escalabilidade (high throughput) e facilidade de uso, a
eletroporacéo tem o potencial de se tornar a plataforma ideal para possibilitar a
edicdo gendmica de alto rendimento, principalmente quando se utiliza embrides

produzidos in vitro (Lin & Van Eenennaam, 2021).

2.7 Eletroporacdo em embrides bovinos
O método padréo para introduzir componentes de edicdo genémica em
zigotos de animais de producao tem sido a microinjecao citoplasmatica (Ml). Este

meétodo exige equipamentos caros e é altamente trabalhoso e demorado, pois €
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necessario um individuo altamente qualificado para microinjetar os reagentes de
edicdo gendmica em zigotos individualmente. Microinjecbes em grande namero
de zigotos podem levar horas, aumentando assim 0 mosaicismo. Nesse
contexto, eletroporacdo possui um processo relativamente rapido, ja que é
possivel eletroporar simultaneamente de 35 a 100 zigotos. Devido ao seu
potencial de escalabilidade e facilidade de uso, a eletroporacdo tem o potencial
de se tornar a plataforma para possibilitar a edicdo genémica em alto rendimento

em espécies de animais de producgéo (Lin & Van Eenennaam, 2021).

A voltagem, o tempo de pulso e a concentragcdo de Cas9/sgRNA sao
cruciais para a sobrevivéncia dos embrides e a eficiéncia das mutacdes
(Hashimoto & Takemoto, 2015). O eletroporador emite pulsos de correntes
elétricas através dos zigotos por meio de eletrodos, criando poros temporarios
na zona pelucida (ZP) e na membrana plasmatica, permitindo que os reagentes
de edicdo genOmica entrem nos zigotos. Embora voltagens e concentracdes
mais altas aumentem a eficiéncia da edicéo, elas também reduzem a viabilidade
embrionaria. A otimizacdo das condicfes de eletroporacdo requer um equilibrio
entre a taxa de mutacao e a viabilidade dos embrides, sendo que os parametros
ideais variam conforme a espécie do animal e o tipo de edicdo (knock-out ou
knock-in). Os tipos mais comuns de pulsos sao os de onda quadrada (square-
waves), com voltagem constante por um tempo determinado, e de decaimento
exponencial, com voltagem decrescente ao longo do tempo. Na eletroporacéo
de embrides, séo utilizados os pulsos de onda quadrada, com dois subtipos
principais: os chamados de "poring pulse", de voltagem intermediaria e curta
para abrir os poros nas membranas celulares, e o "transfer pulse”, de voltagem
baixa e longa duracao, para transportar moléculas de PTN, DNA ou RNA para
dentro das células e ndcleos. A eletroporacdo com pulsos combinados, que
alterna entre pulsos poring e transfer, pode aumentar a eficiéncia da entrega das

particulas ao interior da célula (Lin & Van Eenennaam, 2021).

Em zigotos bovinos, a otimizacdo da voltagem e do tempo € essencial,
com maiores voltagens correlacionando-se com taxas aumentadas de mutacéo,
embora a formacéo de blastocistos diminuisse com voltagens acima de 20 V/mm
(Namula et al., 2019). Manter a zona peldcida intacta apds a eletroporacao

melhora a qualidade dos blastocistos. Eletroporar zigotos bovinos 10 horas apés
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inseminacao (hpi) gerou melhores taxas de mutacdo do que 15 horas apos
inseminacdo. Camargo et al. (2020) realizaram um estudo para otimizar as
condicbes de eletroporacdo em embrides bovinos, com o objetivo de realizar o
knock-out do gene OCTA4. Eles observaram que pulsos de voltagem entre 10V e
20V permitiram a passagem de um corante pela membrana dos embrides, mas
pulsos de 20V prejudicaram o desenvolvimento embrionario até o estagio de
blastocisto. Resultados semelhantes haviam sido descritos em estudos
anteriores, onde pulsos de 20, 25 e 30V resultaram em menor desenvolvimento
de blastocistos bovinos (Miao et al., 2019). Diante disso, pulsos de 15V, que ndo
comprometeram o desenvolvimento embrionario, foram escolhidos como a

voltagem 6tima para a eletroporacao nesse estudo.

2.8 Safe harbor, locus H11

Existem duas estratégias que podem ser utilizadas para insercao de
genes de interesse: insercdo em locais aleatérios ou integracdo em local
especifico, conhecida como Targeting (Li et al., 2019). A insercdo aleatoria é
mais facil de se obter e foi usada por meio de microinjecdo em embrides para
obtencdo dos primeiros AGMs como camundongo, coelho, ovinos e bovinos
(Brinster et al., 1981; Hammer et al., 1985; Melo et al., 2007). Entretanto, a
insercao de genes aleatdria esta sujeita a efeitos de posi¢ao, o que pode resultar
em fenotipos indesejados, inativacédo do gene de interesse caso ele seja inserido
em regides estruturalmente inativas do genoma, como regides de
heterocromatina, regides centroméricas ou regides teloméricas (Fujiwara et al.,
2003, Yanez and Porter, 2002). Outros fatores que podem influenciar
negativamente a expressao dos genes introduzidos aleatoriamente no genoma
sdo a orientacdo da insercdo (permissiva v.s. ndo permissiva) e o estado de
metilacdo do DNA circundante (Feng et al., 2001). Além dos efeitos de posicao
na expressao do gene inserido, também existe a possibilidade da insercédo do
DNA exdgeno romper a estrutura de um gene enddgeno ativo e, dessa forma,
alterar o transcriptoma do organismo alvo, com efeitos no fenotipo que podem
variar de leves até letais (Capecchi, 2005). A alternativa para tais limitacdes é a

insercédo de genes de interesse em locais especificos que ndo ocasionem tais
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efeitos indesejaveis, locais caracterizados como portos seguros (safe harbors)

do genoma alvo (Li et al., 2019).

Quando se busca a insercdo em locais especificos do genoma, a
localizacéo alvo é escolhida de acordo com o objetivo da pesquisa (Li et al.,
2019). Os locais descritos na literatura para inser¢cdo de genes que nao gerem
efeitos negativos para 0os organismos s&o conhecidos como locus “safe harbor”.
Séo locais no genoma que permitem a satisfatoria expresséo de genes aldgenos
sem alterar as fungdes dos genes ao seu redor (Ruan et al., 2015). Um dos locus
mais conhecidos e utilizados atualmente € o locus Rosa26 (Ma et al., 2017).
Embora o locus Rosa26 seja muito utilizado, ele ndo é ideal para alguns tipos de
insercdes onde o promotor Rosa26 pode interferir na expressdo do transgene
(Irion et al., 2007; Li et al., 2014). Diferente do locus Rosa26, o locus H11 néo
possui um promotor enddégeno, o que torna esse locus uma alternativa para
expressdo de genes de interesse com promotor préprio, como por exemplo

utilizando promotores tecido-especificos (Li et al., 2019).

O locus H11 foi descrito por Hippenmeyer et al. (2010). No estudo, o local
escolhido para procura de um safe harbor foi o cromossomo 11 de
camundongos. Procurava-se um locus para knock-in de genes que se
localizasse perto da regido centromérica, que fosse uma regido intergénica para
minimizar as chances de interferéncia na expressao de genes endbégenos e que
a regido também permitisse uma expressao bialelica forte. Foi encontrado entao
uma regido entre os genes Eif4enifl e Drgl que era compativel com o que se
procurava e essa regiao recebeu o nome de locus Hippll (Hippenmeyer et al.,
2010). Ruan et al. (2015) em seu trabalho com suinos corroborou a afirmativa
que o locus Hippll, ou H11, se tratava de um safe harbor e que transgenes
inseridos nesse local tinham alta expressao em células, embrides e animais.
Esse estudo também sugere que a regido do locus H11l seja uma regido de
cromatina aberta e funcione como um hot spot para inser¢éo de genes (Ruan et
al., 2015). Experimentos realizados in vivo demonstraram que a integracdo e a
expressao bialélica dos transgenes no locus H11 ndo afetaram a viabilidade ou
a fertilidade dos camundongos (Tasic et al., 2011), evidenciando a seguranca
desse locus como um ponto de insercdo gendmica. Além disso, a expressao do

transgene no locus H11 humano em células-tronco embrionarias humanas e em
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células-tronco pluripotentes induzidas mostrou-se consistente (Zhu et al., 2014),
confirmando sua adequacao para insercdes de genes de interesse, com uma
expressao eficaz em diversos tipos celulares. Em camundongos o locus H11 se
localiza na regido centromerica do cromossomo 11 (Hippenmeyer et al., 2010).
Em humanos o locus H11 se localiza no cromossomo 22 (Zhu et al., 2014). Em
suinos se localiza no cromossomo 14 (Ruan et al., 2015). Ja em bovinos, o
ortélogo desse locus foi recentemente descrito no cromossomo 17 (Henning et
al., 2020; Owen et al., 2021).

2.9 Maiores informagdes sobre o tema podem ser encontradas no
apéndice 8.3: Capitulo do livro Animal Transgenesis and Cloning:

Combined Development and Future Perspectives (Yamashita & Melo, 2023).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
O projeto visa avaliar os melhores parametros para a aplicacdo da
tecnologia de edicdo gendmica CRISPR/Cas9, visando o knock-in do gene eGFP

no locus H11 em células e embrides bovinos.

3.2 Objetivos especificos

l. Construgcdo dos vetores contendo o sistema CRISPR/Cas9 e o

gene eGFP

Il. Transfeccdo em células bovinas com o0s vetores construidos e

geracao de células editadas contendo o gene repérter

II. Producgé&o de embrides bovinos editados contendo o gene eGFP no
locus H11 e avaliacdo da expressdo de eGFP durante o desenvolvimento

embrionario até o estagio de blastocisto
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Construcédo dos vetores

O vetor utilizado neste estudo foi desenvolvido com base no sistema
CRISPR do tipo Il, destinado a edicdo do genoma de células de mamiferos (Cong
et al., 2013). Para a construcdo dos médulos de gRNA que direcionam a Cas9
para o local especifico, uma sequéncia de 20 nucleotideos foi sintetizada para
reconhecer um sitio Unico no locus H11 e foi fusionada ao tracrRNA presente no
vetor, por meio de clonagem com oligonucleotideos sintéticos. O vetor contem,
portanto, as unidades de transcricdo para os gRNAs H11 e PITCh, bem como o
cassete de expresséo do gene Cas9 (SpCas9). Foram desenhados e testados
nove gRNAs distintos para a regiao do locus H11, utilizando a ferramenta online
CHOPCHOP (http://chopchop.cbu.uib.no/). O guia denominado gRNA BMC foi

desenvolvido conforme descrito por Owen et al. (2021), servindo como controle

positivo, uma vez que ja demonstrou sua capacidade de promover INDELS no
locus H11 bovino. Adicionalmente, o guia gRNA Bil foi projetado exatamente na
mesma posicdo de um ortélogo publicado em um estudo que editou células de

suino de forma eficiente (Ruan et al., 2015).

O vetor empregado nas construcdes foi o vetor pX330E, criado a partir de
dois vetores comerciais. Para a construcdo do vetor pX330E, o vetor pX330A-
1x2 (Addgene #58766) foi digerido com a enzima de restricdo Bsal, para permitir
a insercdo de um fragmento contendo o cassete de expressao do gRNA PITCh.
O cassete PITCh foi obtido por digestdo com Bsal do vetor pX330S-2-PITCh
(Addgene #63670) e clonado no vetor pX330A-1x2, resultando no vetor que
denominamos pX330E. Esta sequéncia PITCh transcreve um RNA guia que
apresenta homologia com a sequéncia PITCh flanqueando o gene de interesse

(eGFP) no vetor doador.

A digestdo com enzima de restricdo foi realizada em um volume final de
15 pL, utilizando os seguintes componentes: 1X de tampéao 10X, 10 U da enzima
de restricdo, 200 ng do vetor e dgua MilliQ para completar o volume final. A
digestdo foi incubada a 37°C por aproximadamente 16 horas, seguida pela
aplicacao do produto em gel de agarose a 1,0% para analise por eletroforese.
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Apds a eletroforese, o vetor linearizado e o fragmento PITCh foi extraido e
purificado do gel utilizando o kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR

Purification (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante.

Para a clonagem, a reacéo de ligacao foi preparada em um volume final
de 20 pL, contendo os seguintes componentes: 1X de tampéao de ligagao 10X, 3
U de T4 DNA ligase (Invitrogen), 15 ng do vetor pX330A-1x2 linearizado e 10 ng
da sequéncia PITCh, com o volume final completado com agua MilliQ. Os tubos
foram incubados a temperatura ambiente por 1 hora seguido de 16 horas a 16°C.
Os vetores foram transformados e replicados em bactérias E. coli (DH5a) usando
o método de transformacdo por choque térmico (Inoue et al., 1990). Os
plasmideos foram extraidos com o Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) e
quantificados por espectrofotometria no espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific). A clonagem foi confirmada por digestao com as enzimas de restricao
Apal e Pstl.

O vetor pX330E por sua vez foi digerido com a enzima Bbsl para
clonagem dos gRNAs. A digestao foi conforme descrito anteriormente para 0s
vetores pX330A-1x2 e pX330S-2-PITCh.

A preparacdo dos RNAs guias para a clonagem incluiu uma etapa de
hibridizacdo dos oligonucleotideos, na qual foram utilizados 2 uM de cada fita
sintetizada. Em seguida, a mistura foi incubada em um termociclador para
hibridizacao, utilizando os seguintes parametros: 95°C por 5 minutos, seguido de
um resfriamento (ramp down) até 25°C a uma taxa de 5°C/minuto (ramp rate de
3,5%). Apds a hibridizacdo dos oligonucleotideos, estes foram diluidos para uma
concentragéo de 0,05 pM, a fim de serem utilizados na ligagdo com o vetor. A
reacao de ligacédo foi preparada em um volume final de 10 pL, contendo os
seguintes componentes: 1X de tampéao de ligagdo 10X, 3 U de T4 DNA ligase,
20 ng de vetor linearizado e 0,1 uM de oligos, com o volume final completado
com agua MilliQ. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 1 hora
e depois 16°C por 16 horas. Os vetores foram transformados e replicados em
bactérias E. coli (DH5a) usando o método de transformacao por choque térmico
(Inoue et al., 1990). Os plasmideos foram extraidos com o Kit QIAprep Spin

Miniprep (Qiagen) e quantificados por espectrofotometria no espectrofotbmetro
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NanoDrop (Thermo Scientific). A clonagem foi confirmada por PCR e
sequenciamento do tipo Sanger (Macrogen — Coreia). As sequéncias de todos

os oligonucleotideos utilizados nesse trabalho estdo descritas no apéndice 8.1.

Para confirmar a clonagem do guia utilizando a PCR foi utilizado o primer
pX330E seq FWD2 e como primer reverso o préprio oligo do guia. A reacao de
PCR foi realizada em um volume final de 20 pL, utilizando os seguintes
componentes: diluicdo 1:1000 do vetor usado como DNA molde, 3 pmol (0,15
pUM) de cada primer (primer forward e primer reverse), 0,2 mM de cada dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 U de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de cloreto
de magnésio (MgCl,) e 1X de tampédo 10X. A solucédo foi ajustada para um
volume final com &gua livre de nucleases. A reagéo de PCR foi iniciada com uma
desnaturacao inicial a 95°C por 1 minuto e 30 segundos. Durante o processo de
amplificacdo, foram realizados 40 ciclos, com as seguintes condicdes:
desnaturacao a 94°C por 20 segundos, seguida de anelamento a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos. Apos esses ciclos, uma extensao
final foi realizada a 72°C por 3 minutos. O protocolo foi encerrado com a
manutencdo a 4°C, para preservar os produtos amplificados até a analise
posterior. Foi utilizada a Tag DNA polimerase Platinum (Invitrogen) para a
realizacdo da PCR, que foi verificada por eletroforese em gel de agarose. Os
vetores cuja clonagem foi confirmada por PCR foram, entdo, enviados para

sequenciamento tipo Sanger.

Para a construcdo do vetor contendo o gene repoérter eGFP foram
desenhados primers contendo a sequéncia de homologia ao PITCh, uma
sequéncia de microhomologia a regido do H11 que o guia direciona a clivagem
e uma sequéncia de homologia ao vetor pEF-GFP (Connie Cepko; Addgene
#11154), para amplificacdo do cassete de expressao do eGFP. Os primers
utilizados nessa PCR foram: H11-GFP FWD e H11-GFP REV. A reacdo de PCR
foi preparada em um volume final de 25 L, contendo os seguintes componentes:
4 ng do vetor pEF-GFP, 0,2 uM (5 pmol) de cada primer, 200 uM de cada um
dos dNTPs, 1 U de Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), 1
mM de MgSOa4 e 1X de tampéo de reacdo. O volume total foi ajustado com agua
livre de nucleases para alcancar o volume final desejado. As concentracdes de

cada componente foram otimizadas para garantir a amplificacdo eficiente e
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especifica do fragmento de interesse. A reacdo de PCR foi iniciada com uma
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, para garantir a completa separacao
das fitas do DNA. Durante a amplificacdo, foram realizados 40 ciclos, com as
seguintes etapas: desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 65°C
por 30 segundos, e extensdo a 68°C por 4 minutos. ApOGs os ciclos de
amplificacéo, foi realizada uma etapa de extenséo final a 68°C por 5 minutos,
para assegurar a completa extensao dos fragmentos amplificados. A reacéao foi
finalizada com a manutencédo a 4°C, para conservar o produto da PCR até a
analise posterior. O fragmento amplificado na PCR foi aplicado em eletroforose
de gel de agarose e purificado do gel usando o kit PureLink Link Quick Gel
Extraction and PCR Purification (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante.
O fragmento de 2284 pb foi clonado entdo no vetor de clonagem pGEM-Teasy
(Promega) na proporgéo 3:1 (fragmento:vetor). A reagdo de ligagao foi realizada
em um volume final de 10 uL, contendo: 1X de tampéao de ligase (10X), 3 U de
T4 DNA ligase, 25 ng do vetor pGEM-Teasy e 56 ng do fragmento. O volume
final foi ajustado com &agua MilliQ. Os tubos foram incubados a temperatura
ambiente por 1 hora e depois 16°C por 16 horas. A ligacao foi transformada e
replicada em bactérias E. coli (DH5a) usando o método de transformagao por
choque térmico (Inoue et al., 1990). Os plasmideos foram extraidos com o Kit
QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) e quantificados por espectrofotometria no
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific). A clonagem foi confirmada por
digestdo com a enzima de restricdo Pstl. Esse vetor recebeu nome de
pGEM+PITCh-Bi5-GFP e foi confirmado por sequenciamento do tipo Sanger
(Macrogen — Coreia)

Também foi construido, seguindo os mesmos parametros, um amplicon
que ndo continha a regido de homologia do PITCh, contendo entdo a
microhomologia ao H11 e o cassete de expressdao do eGFP. Essa construcao
nao foi clonada em vetor de clonagem, sendo entdo armazenada na forma linear,

para testar e comparar as duas formas de entrega do gene reporter.
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4.2  Cultivo celular

Todos os meios de cultivo usados nesse estudo estdo descritos em
detalhes no apéndice 8.2. Os fibroblastos bovinos, as células MDBK (Madin-
Darby Bovine Kidney Epithelial Cells) e as células do cumulus de ovario de
abatedouro foram cultivados em meio Dulbecco’s Minimum Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 3,7 g/L de bicarbonato de sédio, 100 ui/mL de
penicilina, 50 ug/mL de estreptomicina, 290 mg/L de L-Glutamina (2 mM), 110
mg/L de piruvato de sédio, 4500 mg/mL de glicose e 10% de soro fetal bovino
(SFB), nomeado DMEM-USO. As células imortalizadas MAC-T (Bovine
Mammary Epithelial Cells) foram cultivadas em meio Dulbecco’s Minimum Eagle
Medium (DMEM) como descrito acima acrescido de 5 pg/mL de insulina,
nomeado de DMEM-MAC-T. Todos os tipos celulares foram cultivados em
garrafas 25 cm? em estufa umidificadas a 37°C e com 5% de diéxido de carbono.

4.3 Transfeccao

As células foram cultivadas até atingirem uma confluéncia de
aproximadamente 90-100%, momento em que foram tripsinizadas, quantificadas
utilizando a camara de Neubauer e semeadas em placas de 24 pocos (9,5
cm?/poco) a uma densidade de 50.000 a 60.000 células/poco, ajustada conforme
o tipo celular. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera com
5% CO2 para que as ceélulas atingissem uma confluéncia de 60-80%. A
densidade celular foi ajustada de modo que, ap6s 24 horas de plaqueamento, as

células atingissem essa faixa de confluéncia.

A eficiéncia da transfeccdo pode variar entre diferentes tipos celulares
devido a caracteristicas especificas de cada linhagem. Por isso, € importante
otimizar e testar diferentes reagentes, pois cada tipo celular pode responder
melhor a um método especifico. A transfeccdo das células de cumulus foi
realizada utilizando lipossomos cationicos com o reagente Lipofectamine LTX
(Invitrogen), seguindo o protocolo estabelecido no laboratério (Melo et al., 2005).
Para os outros trés tipos celulares (fibroblastos, células MDBK e células MAC-
T), diferentes reagentes de transfeccéo foram testados para determinar a melhor
abordagem para cada uma delas. Para os fibroblastos, foram avaliados os
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reagentes Lipofectamine LTX (Invitrogen) e os polimeros Xfect (Takara Bio).
Para as células MDBK, testou-se Lipofectamine 2000 (Invitrogen) e os polimeros
Xfect (Takara Bio). Ja& para as células MAC-T, foram testados Lipofectamine
2000, Lipofectamine LTX e os polimeros Xfect (Takara Bio). Todas as
transfeccbes foram conduzidas seguindo as recomendacdes dos respectivos

fabricantes para cada reagente.

O meio de transfeccao utilizado para as células de cumulus, fibroblastos
e MDBK foi DMEM sem suplementacédo, e a transfeccao teve duracdo de 6
horas. Apés esse periodo, foi adicionado meio DMEM-USO para continuidade
do cultivo. Para as células MAC-T, testou-se diferentes condicfes de meio de
transfeccdo: DMEM sem suplementacdo, DMEM-MACT suplementado com 10%
de SFB e sem a adicdo de antibidticos e DMEM-MACT suplementado com 20%
de SFB e sem a adicdo de antibidticos. Esses testes foram realizados para
determinar a condi¢cao mais eficiente para a transfeccao dessas células.

Como controle positivo, foi utilizado 500 ng do vetor pEF-GFP, permitindo
a avaliacao da eficiéncia de transfeccdo em cada ensaio por meio da expressao
de GFP. As células foram avaliadas 48 horas apés a transfeccdo quanto a
mortalidade, possiveis alterac6es morfologicas e, quando aplicavel, a expressao
de eGFP.

Todos os experimentos de transfeccdo foram realizados em triplicatas
técnicas, conduzidas em dias independentes. Cada réplica técnica foi realizada

em duplicata.

4.4  Otimizacao do ensaio de T7E1l

A enzima T7E1 (T7 endonuclease 1) é eficaz na deteccdo de mutacdes
do tipo INDELs (insercoes e delecdes), comumente geradas pelo sistema
CRISPR/Cas (Vouillot et al., 2015). Isso ocorre porque a T7E1 reconhece
heteroduplexes de DNA, que formam alcas de DNA de fita simples (missmatch)
durante a hibridacdo, as quais sé&o reconhecidas e digeridas pela enzima (figura
6). Para otimizar o protocolo de digestdo com essa enzima, diferentes

parametros foram testados, incluindo a quantidade de enzima, a quantidade de
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DNA e o tempo de incubacéo, visando determinar as condicdes com melhor

eficiéncia

Populagéo de celulas NHEJ induzido por CRISPR/Cas9
WT

2 wr T
Transfecgao

/’ CRISPR/Cas9

.~.+DSB

AL G

kL lExtraQéo de gDNA e PCR MU

mutagao do tipo INDELs
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l Desnaturagdo e anelamento
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mo@@w Digestdo T7E1
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Figura 6. Mecanismo de acéo do ensaio de T7E1. Apds a amplificacdo por PCR da regido alvo
do gRNA, as fitas de DNA mutado e ndo mutado podem formar heteroduplexes, contendo
missmatch na regido da mutacéo. A enzima T7E1 reconhece essas imperfeicdes na dupla

hélice e realiza a clivagem nos pontos de despareamento, gerando fragmentos de DNA. Esses

fragmentos podem ser analisados por eletroforese, permitindo a detec¢éo de INDELSs.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.

A primeira etapa da digestdo envolve uma desnaturacdo seguida de
anelamento para a formacdo dos heteroduplexes. Os parametros utilizados
foram: 95°C por 10 minutos, seguidos de um ramp down para 85°C a -0,4°C/seg,
e de 85°C para 25°C a -0,1°C/seg. Em seguida, foi adicionada a enzima T7E1,
e a reacdao foi incubada a 37°C pelo tempo determinado. Para parar a reacao, foi
adicionado 20 mM de EDTA. O volume final da reagao foi de 20 pL. Os resultados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, realizada por 3
horas a 60V.

Foram testadas as concentra¢cdes de 200 ng e 300 ng de produto de PCR
purificado contendo o sitio alvo dos gRNAs analisados, além de diferentes
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quantidades de T7E1 (10U, 5U e 2U) e tempos de incubagéo de 15, 30 e 60
minutos. A enzima T7E1 utilizada foi da New England BioLabs, e o protocolo
recomendado pelo fabricante sugere o uso de 200 ng do amplicon, 10 U de T7E1
e 15 minutos de incubacéo. Os ensaios de T7E1 foram realizados em triplicatas
técnicas, conduzidas em dias independentes.

As células de cumulus, fibroblastos, MDBK e MAC-T transfectadas com
os diferentes guias foram utilizadas no ensaio de T7E1 para avaliar a eficiéncia

de cada guia na inducédo de mutac¢des do tipo INDELSs.

45 Sequenciamento e alinhamento de regido do locus H11 entre
os diferentes tipos celulares

Foi realizada a PCR da regido do locus H11, utilizando os primers Bi H11
FWD4 e Bi H11 REV10, que amplificam o fragmento denominado F4R10 (1014
pb), em todos os tipos celulares empregados neste estudo. O objetivo foi
caracterizar a sequéncia de DNA do locus H11 na regiao estabelecida para ser
alvo do sistema CRISPR/Cas9 e analisar possiveis polimorfismos dessa regido
entre os diferentes tipos celulares, evitando-se assim o uso de primers e gRNAs
gue anelassem em regifes polimoérficas do locus H11. Os amplicons obtidos
foram clonados no vetor de clonagem pGEM-Teasy. As clonagens foram
transformadas e replicadas em bactérias E. coli (DH5a), utilizando o método de
transformacao por choque térmico, conforme descrito por Inoue et al. (1990).
Apos a transformacdao, os plasmideos foram purificados utilizando o Kit QlAprep
Spin  Miniprep (Qiagen) e quantificados por espectrofotometria no
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific). Os clones positivos foram
enviados para sequenciamento Sanger (Macrogen - Coreia) para analise da

sequéncia.

4.6 Analise molecular para detectar a eficiéncia do gRNA em
promover INDELs no locus H11
As células transfectadas foram avaliadas quanto a eficiéncia do gRNA na

inducao de INDELs no locus H11, com o objetivo de selecionar o gRNA mais
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eficaz. O DNA gendmico (gDNA) das células transfectadas foi extraido e
purificado utilizando o PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). Este gDNA
foi entdo utilizado em um ensaio de PCR, empregando primers para regides que
flanqueiam o sitio de clivagem do gRNA no locus H11. Os produtos amplificados
foram purificados com o PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen),
quantificados e, em seguida, submetidos a digestdo com a T7 Endonuclease |
(BioLabs), nas condicfes otimizadas nesse estudo, para identificar possiveis

mutacdes INDELSs inseridas pela Cas9+gRNAs.

ApOGs a realizacdo dos ensaios de T7E1 e a selegdo do gRNA mais
eficiente, o fragmento de PCR foi clonado no vetor de clonagem pGEM-Teasy
(Promega). A reacéo de ligacéao foi transformada e replicada em bactérias E. coli
(DH5a), utilizando o método de transformacéo por choque térmico descrito por
Inoue et al. (1990). Os clones positivos foram isolados e o DNA plasmidial
extraido utilizando o Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Um total de 25 clones
foi enviado para sequenciamento (Macrogen - Coreia) com o objetivo de
confirmar a eficiéncia da edicdo promovida pelo gRNA. O resultado do
sequenciamento dos clones foi analisado através do software DECODR
(https://decodr.org) (Bloh et al., 2021).

Diversos primers foram desenhados para a avaliacdo de cada um dos
gRNAs testados. As sequéncias dos primers estao disponiveis no Apéndice 8.1.
A figura 7 ilustra de forma esquematica os locais de anelamento de cada primer

na regido do locus H11 bovino.
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Figura 7. a) Representacdo esquematica do locus H11, flanqueado pelos genes DRG1 e
EIF4ENIF1 no cromossomo 17 bovino, e o conjunto de primers utilizados no presente trabalho.
b) Representacé@o esquematica aproximada de onde os primers e guias anelam.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando SnapGene.

4.7 Ensaio de transfeccéo para insercédo do eGFP no locus H11l e
iIsolamento de clones editados

As células MAC-T foram transfectadas conforme descrito anteriormente,
utilizando 500 ng do vetor pX330E Bi5 e 500 ng do vetor ou do fragmento linear
contendo o cassete de expressédo do eGFP. Apés a transfec¢éo, as células foram

BN

a mortalidade e

BN

avaliadas quanto a eficiéncia da transfeccdo, por meio da

expressao transiente de eGFP.

Foram testadas trés metodologias para o isolamento de linhagens clonais

editadas. Nas duas primeiras metodologias, as células foram contadas utilizando
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camara de Neubauer e, em seguida, 200 células foram semeadas em uma placa
de cultivo de 60 mm x 15 mm. Apds a adesao celular, as células isoladas foram
identificadas e monitoradas por alguns dias (figura 8a). Aproximadamente cinco
dias depois, as células formaram aglomerados (colbnias), o que permitiu o
isolamento das col6nias. O primeiro método testado utilizou cilindros de vidro
estéreis (figura 8b). Os cilindros eram posicionados sobre as colonias, 100 uL de
tripsina eram adicionados, e a incubacdo era feita por 5-10 minutos. Apds a
retirada da tripsina, as células eram transferidas para uma placa de cultivo de 24
pocos. O segundo método utilizou discos de clonagem (Sigma-Aldrich), que
eram imersos em tripsina e, em seguida, colocados sobre a col6nia a ser isolada
(figura 8c). O disco era incubado por 5 minutos e, em seguida, transferido para

uma placa de cultivo de 24 pogos.

Figura 8. Métodos testados para isolamento de linhagens clonais editadas. a) as células
isoladas eram marcadas para isolamento. b) Isolamento de linhagem clonal utilizando cilindros
de vidro. c) Isolamento de linhagem clonal utilizando filtros clonais.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O terceiro método testado para o isolamento de clones editados foi a
diluic&o critica. Aproximadamente 48 horas apés a transfec¢éo, as células foram
contadas utilizando camara de Neubauer e, em seguida, realizada uma diluicdo
para obter 200 células em 10 mL de meio DMEM-MACT (20 células/mL). Essa
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diluicdo foi calibrada experimentalmente para otimizar o nimero de po¢os com
apenas uma célula em cada poc¢o de uma placa de 96 pocos, buscando o melhor
aproveitamento no isolamento de colénias. Foi adicionado 100 pL dessa diluicdo
em cada poco da placa de 96 pocos. Cada poco foi, entdo, avaliado para
confirmar se continha nenhuma célula, apenas uma célula ou mais de uma
célula. Os pocos que continham somente uma célula foram analisados quanto a
expressdo de eGFP. Os pocos GFP positivos foram acompanhados por cerca
de uma semana para verificar se a expressado era transiente ou se houve
integracdo efetiva do gene no locus H11. Os pog¢os que, no inicio do ensaio,
continham nenhuma célula ou mais de uma célula foram registrados para calculo
de eficiéncia futura, mas desconsiderados nas etapas subsequentes de

avaliacao de GFP e crescimento de colbnias.

4.8 Analise molecular para detectar a insercao do eGFP no locus
H11

As células transfectadas foram investigadas quanto a insercdo do eGFP
no locus H11l. O DNA genbmico das células transfectadas foi extraido e
purificado com o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). Esse gDNA foi
utilizado como template em uma PCR utilizando primers que tem homologia a
uma regido dentro do gene eGFP e primers com homologia a regido no locus
H11, amplificando assim somente se a célula foi editada e o eGFP inserido na
regido alvo no H1l. Foram utilizados dois conjuntos de primers, um para
amplificar a regido inicial do gene, chamo de “fragmento H11-GFP UP” e um a
porcao final do cassete de expressédo, nomeado “Fragmento H11-GFP DOWN?”.
No primeiro amplicon (495pb) o primer FWD foi o Bi H11 FWD5 e como primer
REV foi utilizado um primer dentro do promotor EF1a, o g°PCR H11-GFP REV1.
Ja para o segundo fragmento (658pb) o primer FWD utilizado foi o GFP H11
FWD, um primer que anela no gene eGFP, e o reverso foi o Bi H11 REVS5.

A reacao de PCR foi preparada em um volume final de 20 pL, contendo
0s seguintes componentes: 100 ng de gDNA, 0,15 uM (3 pmol) de cada primer,
200 uM de cada um dos dNTPs, 1,5 U de Tag DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2

e 1X de tampdo de reacdo. O volume final foi ajustado com agua livre de
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nucleases. A reacdo de PCR foi iniciada com uma desnaturagao inicial a 95°C
por 1 minuto e 30 segundos. Durante a amplificacéo, foram realizados 40 ciclos,
compostos pelas seguintes etapas: desnaturacdo a 94°C por 20 segundos,
anelamento a 60°C por 30 segundos, e extensao a 72°C por 1 minuto e 20
segundos. Apoés os ciclos de amplificagdo, foi realizada uma etapa de extenséo
final a 72°C por 3 minutos, para garantir que todos os fragmentos amplificados
estivessem completamente estendidos. A reacdo foi finalizada com a
manutencdo a 4°C, visando conservar o produto amplificado até a analise
posterior. Esses parametros foram cuidadosamente ajustados conforme as
especificidades dos primers e do DNA alvo, com o objetivo de otimizar a
eficiéncia e a especificidade da amplificacdo do fragmento desejado. Foi utilizada
a enzima Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen). O fragmento amplificado
na PCR foi aplicado em eletroforese de gel de agarose e purificado do gel usando
o kit PureLink Link Quick Gel Extraction and PCR Purification (Invitrogen)
seguindo o protocolo do fabricante. Os fragmentos foram clonados no vetor de
clonagem pGEM-Teasy (Promega) na proporcéo 3:1 (fragmento:vetor). A ligacao
foi transformada e replicada em bactérias E. coli (DH5a) usando o método de
transformacao por choque térmico (Inoue et al., 1990). Os clones foram isolados
e 0 DNA plasmidial extraido com o Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). 8 clones,
sendo 4 de cada fragmento, foram enviados para o sequenciamento (Macrogen

- Coreia) a fim de confirmar a sequéncia.

4.9 Ensaio de transfeccdo para insercdo do eGFP no locus H11
com auxilio de SCR7, RS-1 e L755507

As células MAC-T foram transfectadas conforme descrito anteriormente,
utilizando 500 ng do vetor pX330E Bi5 e 500 ng do vetor pGEM+PITCh-Bi5-GFP.
Apoés a transfecgdo, as células foram avaliadas quanto a mortalidade e a
eficiéncia de transfeccdo, sendo esta Ultima medida por meio da expresséo
transiente do eGFP. Para avaliar a possibilidade de aumentar a insercédo do
eGFP no genoma bovino, diferentes compostos foram adicionados tanto ao meio
de transfeccédo quanto ao meio pos-transfeccéo. Os fatores utilizados foram: 80
MM de SCR7, 15 pM de RS-1 e 20 uM de L755507, em pocos separados. Como
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controle positivo da transfeccdo, foi utilizado 500 ng do vetor pEF-GFP,
permitindo avaliar a eficiéncia de transfeccdo de cada ensaio com base na
expressdo do eGFP. Cada tratamento foi realizado em duplicatas técnicas, com
os fatores sendo administrados durante a transfeccéo e nas primeiras 48 horas
apos o procedimento. Sete dias apds a transfeccdo, o gDNA foi extraido e
purificado utilizando o PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). O gDNA
extraido foi entdo armazenado para uso posterior. Este ensaio foi realizado em

triplicatas técnicas, conduzidas em dias independentes.

4.10 gPCR para analisar qual fator auxilia no knock-in do eGFP

O gDNA extraido das transfeccdes que utilizaram diferentes compostos
foram utilizados em um ensaio de gPCR para quantificar qual tratamento
resultava no maior numero de células com knock-in do gene eGFP. Para
normalizacdo do ensaio foi desenhado um par de primers em uma regido
proxima a regido editada, no locus H11, usada como referéncia para o ensaio.
Foram desenhados dois pares de primers para avaliar a inser¢cao, um na regiao
do inicio do gene e o outro na regido final do eGFP. Em ambos casos um primer
era no locus H11 e o outro no gene eGFP, amplificando assim somente caso o
knock-in tenha acontecido no sitio desejado. As sequéncias dos primers estdo

disponiveis no Apéndice 8.1.

A reacédo de gPCR foi preparada em um volume final de 25 pL, contendo
150 ng de gDNA, 0,2 yM de cada primer e 12,5 uL do Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Fermentas). As rea¢cOes foram realizadas em um sistema
7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems). As condic¢des incluiram
uma etapa inicial de holding a 50°C por 20 segundos e 95°C por 10 minutos,
seguida por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturagéao) e 60°C por 1
minuto (anelamento/extenséo), finalizando com uma curva de dissociacao (ou
curva de melting) de 60°C a 95°C. As amostras foram analisadas em triplicata
técnica. A eficiéncia dos primers variou entre 90-100%. A especificidade de cada
produto de PCR foi determinada pela analise da curva de dissociagdo (melting

curve) e pelo tamanho do amplicon em gel de agarose. O threshold foi ajustado
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para 0,02 ARN e a linha de base foi definida como padrao do programa qPCR.

O amplicon de referéncia foi utilizado para a normalizacao dos dados.

4.11 Cultivo de embrides

Todos os meios de cultivo usados nesse estudo estdo descritos em
detalhes no apéndice 8.2. Os ovérios foram obtidos de abatedouro, de bovinos
Bos taurus. Primeiramente, os ovarios foram lavados com solucdo salina
contendo penicilina e estreptomicina. Em seguida, preparou-se um béquer com
cerca de 100 mL de meio de cultura OCM (Oocyte Culture Medium)
suplementado. Para colher os complexos cumulo-ovdcito imaturos (COCs), a
superficie de cada ovario foi cortada com um bisturi. Os ovarios foram entao
imersos no meio OCM, agitados para permitir que os COCs caissem no meio de
coleta. Para cada béquer foi coletado de 10 a 15 ovarios. O meio de coleta
contendo os COC:s foi filtrado com um filtro de 100 um, e os COCs foram lavados
com OCM utilizando uma seringa para enxaguar as células aderidas ao filtro.
Apoés a coleta, os COCs foram cuidadosamente rastreados com uma pipeta e
transferidos para uma placa tipo "X" (X-plate) com OCM. Os COCs foram lavados
pelo menos trés vezes para garantir a remocao de detritos, e apenas aqueles
com citoplasma uniforme e pelo menos duas camadas de células do camulus
foram selecionados. Grupos de 50 COCs foram entdo colocados em cada poco
de uma placa de maturacéo e incubados a 38,5°C por 21 -24 horas em atmosfera

umidificada com 5% de CO:2 para a maturagdo dos ovocitos.

Apos o periodo de maturacdo, os COCs foram lavados duas vezes em
meio HEPES-TALP e transferidos para uma placa de 35 mm contendo 1,7 mL
de meio IVF-TALP para a fertilizacdo. A fertilizacdo foi realizada com
espermatozoides de um Uunico touro Bos taurus. Os espermatozoides foram
purificados a partir de palhetas congeladas utilizando um gradiente de Percoll,
seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 5000 rpm. 100 pL do pellet de
espermatozoides foi transferido para um tubo com 1 mL de HEPES para
lavagem. Foi lavado duas vezes com HEPES e centrifugado a 3000 rpm em cada
lavagem. Os espermatozoides foram contados e, em seguida, diluidos em IVF-

TALP para atingir uma concentragao final de 10” espermatozoides/mL na placa
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de fertilizagdo. Para melhorar a motilidade espermética e promover a fertilizagéo,
foi adicionada uma solucéo de penicilamina-hipotaurina-epinefrina (PHE) a placa
de fertilizacdo. A fertilizacéo foi realizada por 14 horas a 38,5°C em atmosfera
com 5% de COa.

4.12 Preparo dos complexos ribonucleoproteicos (RNPs) para uso
na eletroporacao dos embrides bovinos

O crRNA, tracrRNA e a proteina Cas9 foram comprados da IDT
(Integrated DNA Technologies). O crRNA utilizado foi o escolhido previamente
nos ensaios com células. crRNA e tracrRNA foram ressuspendidos para uma
concentracdo de 1000 ng/uL e anelados usando quantidades iguais, aquecendo
a 95°C por 5 minutos e, em seguida, resfriados de 95°C para 25°C com uma taxa
de decaimento de -1°C/l12seg em um termociclador Veriti 96-well
(ThermoFisher). Apds o processo de anelamento, a solucéo foi diluida para obter
uma concentracéo de 300 ng/uL do complexo crRNA-tracrRNA (gRNA). A Cas9
foi diluida para concentracdo final de 500 ng/uL. Foi utilizado o cassete de
expressdo do eGFP de forma linear, contendo entdo a microhomologia ao H11
e 0 eGFP.

A solucdo RNP foi preparada antes da eletroporacdo, em um volume final
de 12 pL, contendo os seguintes componentes: 50 ng/uL do complexo gRNA-
tracrRNA, 125 ng/uL de Cas9, 62,5 ng/uL de eGFP e 0,01 ng/uL de citocalasina
B. O volume final foi ajustado com meio OPTI-MEM. Apds a preparacdo, a
solucdo RNP foi incubada em gelo por 5 a 10 minutos antes de ser utilizada na

eletroporagéo.

4.13 Eletroporacao de embrides bovinos com RNPs

Os zigotos foram coletados da placa de fertilizagdo, com o minimo de
liquido sendo usado durante o processo. Os zigotos foram entédo transferidos
para um tubo de 1,5 mL com hialuronidase e vortexados por 5 minutos. Para o
processo de lavagem, preparou-se uma placa tipo "X" (X-plate): no poco 1

colocou-se o0 conteudo do tubo; nos pocgos 2 e 3, adicionaram-se trés grandes
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gotas de HEPES-TALP cada; e no poco 4, prepararam-se gotas adicionais de

HEPES-TALP para lavagem, se necessario.

O conteudo do tubo foi colocado na secdo 1 da X-plate, e o tubo foi
enxaguado com HEPES-TALP, transferindo o liquido para a mesma sec¢cao. Em
seguida, os zigotos foram cuidadosamente transferidos para as gotas de
HEPES-TALP na sec¢édo 2 da placa. O objetivo foi retirar todos os zigotos da
hialuronidase o mais rapido possivel e coloca-los nas gotas de HEPES. Os
zigotos foram lavados pelo menos trés vezes, movendo-os de uma gota para
outra, descartando-se qualquer zigoto visivelmente danificado ou em processo
de degeneracao.

Os zigotos foram incubados em pronase 0,1% por 30 segundos para o
afinamento da zona pellcida antes de prosseguirem para a etapa seguinte. Em
uma placa foram feitas 3 gotas de OPTI-MEM e 2 gotas menores com 6uL cada
da solucdo de RNP, como mostrado na figura 9. Os zigotos foram lavados
rapidamente nas gotas de OPTI-MEN e lavados 1x na solugdo RNP. Foram

transferidos entéo para gota final de RNP e colocados na placa do eletroporador.

Figura 9. a) Placa com 3 gotas de OPTI-MEM e as 2 gotas da solu¢do RNP. b) Placa da
eletroporacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A impedancia no eletroporador precisa estar entre 0.18 e 0.22. Se néo
tiver é preciso remover ou adicionar meio até que esteja dentro desses valores.
Os pulsos de formacéao de poros (Poring pulse) foram aplicados com uma tenséo
de 20 V, consistindo em 6 pulsos de 1,5 ms, com intervalos de 50 ms e uma taxa
de decaimento de 10%. Para os pulsos de transferéncia (Transfer pulse), a

tenséo foi ajustada para 3 V/mm, com 5 pulsos de 50 ms, intervalos de 50 ms e
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uma taxa de decaimento de 40%. O processo de eletroporacdo pode ser
visualizado na figura 10. Apoés a eletroporacgéo os zigotos foram lavados 3 vezes
em HEPES, lavados em SOF-BE2 e colocados na placa de cultivo. A placa de
cultivo foi preparada contendo 500 pL de SOF-BE2 cobertos com 300 pL de 6leo
mineral. A estufa foi ajustada para uma temperatura de 38,5°C, com capacidade
para manter um ambiente gasoso com 5% (v/v) de CO2 e 5% (v/v) de Oz em ar
umidificado. O desenvolvimento embrionario foi avaliado pela taxa de clivagem
no D3 e pela taxa de formag&o de blastocistos no D8. No D8, os blastocistos
foram congelados individualmente em tubos de 0,2 mL, com um volume final de
4 uL de PBS 1X para posterior lise celular, liberacdo do gDNA, amplificacéo por

PCR e sequenciamento.

Figura 10. Processo de eletroporacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.14 Lise dos embrides
Os embrides foram lisados utilizando a solu¢do QuickExtract DNA (LGC).
Foram testados diferentes volumes da solucdo de lise (6 pL, 8 pL e 11 pL),

gerando volumes finais de 10 pL, 12 pL e 15 pL, respectivamente, com o objetivo
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de determinar o volume ideal para o experimento. Embries do grupo controle
foram utilizados para a realizacdo desse teste. No grupo teste 1, foi utilizado 6
pL da solucéo de lise; no grupo teste 2, 8 uL; e no grupo teste 3, 11 yL. Apos a
determinacdo do volume ideal de solugcdo de lise, todos os embrides
eletroporados foram lisados utilizando o procedimento estabelecido. O preparo
das amostras consistiu ha adi¢cao da solucdo QuickExtract DNA a tubos contendo
os embrides em 4 pL de PBS 1X, seguidos de vortexacao por 15 segundos. Em
seguida, as amostras foram aquecidas a 65°C por 6 minutos. Apés esse periodo,
as amostras foram vortexadas novamente por 15 segundos e aquecidas a 98°C

por 2 minutos, sendo armazenadas a -20°C até serem utilizadas na PCR.

4.15 Analise molecular para detectar a edi¢cdo génica no locus H11
nos embrides bovinos

Primeiramente foi realizada PCR nos grupos teste com os diferentes
volumes de solucéo de lise. Os primers utilizados foram Bi H11 FWD5 e Bi H11
REV5. Para esse teste foi utilizado o DreamTaq Hot Start PCR Master Mix
(Thermo Scientific). A reacdo de PCR foi preparada em um volume final de 25
pL, contendo os seguintes componentes: 3 a 7 uL do gDNA, 0,2 uM (5 pmol) de
cada primer, 12,5 pL do master mix. O volume final foi ajustado com &gua livre

de nucleases.

Para avaliar os embrides lisados com diferentes volumes de solucédo de

lise, foi realizada a PCR utilizando os seguintes volumes:

5 uL do teste 1
3 uL do teste 1
5 uL do teste 2
4 uL do teste 2
5 yL do teste 3
7 uL do teste 3

A reacdo de PCR foi iniciada com uma desnaturacéo inicial a 95°C por 3
minutos. Durante a amplificacdo, foram realizados 40 ciclos, compostos pelas
seguintes etapas: desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C
por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto. ApOs o0s ciclos de
amplificagéo, foi realizada uma etapa de extenséo final a 72°C por 10 minutos.
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A reacao foi finalizada com a manutencdo a 4°C. 5 pL do produto da PCR foi
aplicado em eletroforose de gel de agarose para confirmacao. O gel foi comprado
da BioRad: Wide Mini ReadyAgarose 1% TBE EtBr (ref 1613004).

Uma vez definido o melhor volume do tampéao de lise, todos os embrides
eletroporados e lisados com o volume escolhido foram submetidos a PCR para
analisar a geracdo de INDELs. A reacao de PCR foi preparada em um volume
final de 25 pL, contendo os seguintes componentes: 5 uL do gDNA, 0,2 uM (5
pmol) de cada primer, 200 uM de cada um dos dNTPs, 1 U de Taq DNA
polimerase, 2,0 mM de MgSO4 e 1X de tampé&o de reacdo. O volume final foi
ajustado com agua livre de nucleases. A reacdo de PCR foi iniciada com uma
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos. Durante a amplificacdo, foram
realizados 40 ciclos, compostos pelas seguintes etapas: desnaturagéo a 94°C
por 20 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, e extensao a 68°C por
40 segundos. Apo6s os ciclos de amplificacdo, foi realizada uma etapa de
extensao final a 68°C por 5 minutos. A reacao foi finalizada com a manutencéo
a 4°C, visando conservar o produto amplificado até a analise posterior. Foi
utilizada a enzima Platinum Tagq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e 2
uL do produto da PCR foi aplicado em eletroforose de gel de agarose para
confirmacéo. Os géis foram comprados da BioRad: Wide Mini ReadyAgarose 1%
TBE EtBr (Ref 1613034 para o de 32 pocos, 1613010 para o de 12 pocos e
1613004 para o de 8 pocos). ApoOs confirmacgéo, o produto de PCR foi purificado
usando o Micro Kit PureLink (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. Os
amplicons purificados foram quantificados utilizando o Agilent BioTek microplate
readers e enviados para o sequenciamento Sanger (Eton Bioscience-EUA) a fim
de confirmar as sequéncias de DNA do locus H11.

4.16 Analise estatistica

Inicialmente, todas as varidveis foram analisadas de maneira descritiva.
Para as variaveis quantitativas, realizou-se a verificacdo dos valores minimo e
maximo, bem como o calculo da média, desvio-padrdo e mediana. Para as
variaveis qualitativas, foram calculadas as frequéncias absolutas e relativas. Em

seguida, foi conduzido um teste de normalidade para avaliar se as variaveis

64



seguiam uma distribuicdo normal, o que determinaria a aplicacdo de métodos
paramétricos, ou se seriam mais adequadas analises ndo paramétricas. Para a
comparacao de médias entre dois grupos, utilizou-se o teste t de Student para
amostras independentes, no caso de variaveis paramétricas, e o teste de Mann-
Whitney para varidveis ndo paramétricas. Quando a comparacgéo envolveu trés
ou mais grupos, foi utilizado o teste de ANOVA para variaveis paramétricas e o
teste de Kruskal-Wallis para variaveis ndo paramétricas. Para a analise de
homogeneidade de propor¢gbes entre 0s grupos, utilizou-se o teste Qui-
quadrado. O nivel de significancia adotado para todas as andlises foi de 5%
(valor de p < 0,05). As andlises foram realizadas no software estatistico R (R
Core Team, 2024), utilizando-se o pacote multcomp (verséo 1.4.26) e os graficos

foram montados no programa GraphPad Prism 8.0.1
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcéo dos vetores
Na figura 11 é possivel ver a representacdo esquematica da construgcédo

do vetor pX330E, o qual foi utilizado na clonagem dos gRNAs.

pX320E history
8948 bp

o
INSERT

kFRAGI‘-IEN'I'J Replace Insert
Bsal (B500) — Bsal (8959) Bsal (B242) — Bsal [8685)

Bzal Bzal
Beal | Bsal . [

pX3I30A-1x2 pX3305-2-PITCh
8964 bp 8700 bp

Figura 11. Construgdo esquematica do vetor pX330E. O vetor foi construido a partir do
pX330A-1x2 digerido com Bsal e do fragmento PITCh retirado do vetor pX330S-2-PITCh por
digestao com Bsal. A sequéncia codificadora do gRNA PITCh esta destacada em vermelho.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando SnapGene
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A clonagem do vetor pX330E foi confirmada por meio de digestdo com as
enzimas de restricdo Apal e Pstl. O padréo esperado de digestao para cada vetor

€ apresentado na tabela a seguir:

Tabela 1. Padréo de digestéo do vetor com as enzimas Apal e Pstl

Apal
pX330E pX330A 1x2 pX330S PITCh
8948pb 64410 8700pb

2523pb

Pstl
pX330E pX330A 1x2 pX330S PITCh
3016pb 3016pb 3211pb
1744pb 2202pb 1743pb
1422pb 1422pb 1422pb
1212pb 1212pb 1212pb
878pb 878pb 878pb
442pb 204pb 204pb
204pb 30pb 30pb
30pb

Fonte: Elaborado pelo autor.

A confirmacdo da clonagem do vetor pX330E foi realizada por digestao
com as enzimas de restricdo Apal e Pstl, conforme mostrado na figura 12. Além

disso, os vetores foram validados por sequenciamento.

b) ool 2.3 4.5 6

3000pb
3000pb 2000pb
2000pb 1500pb
1500pb
1000pb 132832
850pb
650pb 650pb
500pb 500pb
400pb 400pb
300pb 300pb
200pb 200pb
100pb

100pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose. a) Digestdo com Apal, com o0 poco 1 representando
o vetor pX330E, 0 poco 2 o vetor pX330A 1x2 e 0 poco 3 o vetor pX330S-2-PITCh. b) Digestéao
com Pstl, com os poc¢os 1 a 5 correspondendo ao pX330E e 0 po¢o 6 ao pX330A 1x2.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Todos os nove guias foram clonados com sucesso no vetor pX330E e
confirmados por PCR e sequenciamento. A figura 13 apresenta, de forma

esquematica, a localizagdo de homologia de cada guia no locus H11.

[gRNA Bi5 RNA Bi7|
|gRNA Bi6| gRNA BMC article
‘Start (0) §RNA Bi3 |Em'.' (4368)
1000/ 2000! 3000! 4pool
DRG1 gene (partial) gRNA Bi2 | |

gRNA Bilb  EIF4ENIF1 gene (partial)

gRNA Bi4

Figura 13. Imagem esquematica do locus H11 e a localizag&o dos 9 guias desenhados.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando SnapGene.

ApGs os testes com a enzima T7E1, o RNA guia selecionado foi o gRNA
Bi5. As construcdes contendo o gene reporter foram desenhadas com
microhomologia de 20 pb para a regido guiada pelo Bi5. A figura 14b apresenta
a eletroforese da PCR que amplificou a construgdo. A figura 14a mostra a

construcdo de forma esquematica. Foi confirmado por sequenciamento.

a)
Microhomology-R
(Pitch) B-globin poly(A) signal (Pitch|
(0) start, | Microhomology-L| (EGFP| \ “ End (2284)
i ST Ta—— S
l
eGFP+PITCH+Hom-Bi5
2284 bp

b)

2000bp ..., -
1500bp —— v

1000bp ——
BS50bp; -

650bp ——

Figura 14. a) Representacéo esquematica do amplicon contendo a sequéncia PITCh, a
microhomologia ao locus H11 e o cassete de expressdo do eGFP. b) Resultados de
eletroforese em gel de agarose do amplicon.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Uma vez confirmado, o cassete de expressao do eGFP foi mantido na
forma linear para os ensaios com embrides bovinos e clonado no vetor pGEM-
Teasy para os ensaios com células. A clonagem no pGEM-T foi inicialmente
confirmada por digestdo com a enzima de restricdo EcoRI (figura 15a), seguida
de digestdo com a enzima Pstl (figura 15b), utilizada para verificar a orientacéo
do fragmento clonado. A tabela 2 apresenta o padrdo de digestdo esperado,
considerando a auséncia do fragmento no vetor ou a clonagem do fragmento nas
orientacdes clockwise (CW) ou counter-clockwise (CCW). A confirmacéo final foi

realizada por sequenciamento do tipo Sanger (Macrogen - Coreia).

1234567 8 9 101112y

--—..-—--.-a_w‘—‘—'u
--—-—--4;-_4.—-‘_ —-— -

2000pb
1500pb
1000pb

850pb

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose. a) Digestdo com EcoRI. b) Digestdo com Pstl.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser observado na figura 15b, foi possivel clonar o amplicon
tanto CW como CCW. Para todos os ensaios desse trabalho foi utilizado o vetor
pGEM+PITCh-Bi5-GFP CW.
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Tabela 2. Padrdo de digestdo do vetor pGEM-Teasy com as enzimas EcoRlI e Pstl

5.2

EcoRI
PGEM-T pGEl\g;I;I‘(I;s::-BiS- pGEI;II-:I-:I(':I'gVI:’-BiS-
2997pb 2997pb
3015pb 1262pb 1256pb
1040pb 1046pb
Pstl
0GEM-T pGEI\(I;;I;I'(I;::’L\-BiS- pGEI(\;I;-:EI‘((::‘:’—BiS—
3015pb 3371pb 4018pb
1055pb 505pb
505pb 408pb
368pb 368pb

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sequenciamento de 1014pb do locus H1l de células do

cumulus, fibroblastos, MDBK e MAC-T e alinhamento.

O resultado do sequenciamento e alinhamento das sequéncias pode ser

visualizado na figura a seguir (figura 16). Foram identificados apenas cinco

polimorfismos do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) na regido do locus

H11 sequenciada (> 1.000 bp), e nenhum deles esta localizado dentro das

sequéncias dos gRNAs desenhados e utilizados neste estudo. Os nucleotideos

com variacdo entre os tipos celulares (SNPs) estdo destacados em rosa. As

sequéncias de reconhecimento do gRNA Bi5 (o guia mais eficiente) e o sitio PAM

estdo destacadas em verde e vermelho, respectivamente.

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

ATGGAATTTGATCCAGGTTTCTGTTTTGCCACTGTTGCTTGAGACTGTTTTCCAGATTTT
ATGGAATTTGATCCAGGTTTCTGTTTTGCCACTGTTGCTTGAGACTGTTTTCCAGATTTT
ATGGAATTTGATCCAGGTTTCTGTTTTGCCACTGTTGCTTGAGACTGTTTTCCAGATTTT
ATGGAATTTGATCCAGGTTTCTGTTTTGCCACTGTTGCTTGAGACTGTTTTCCAGATTTT

R

TTGTTTATGAAACAAAGCATTTGTGAGAATTCTAAACAGGGCTTATTTCTGIAGTTGACT
TTGTTTATGAAACAAAGCATTTGTGAGAATTCTAAACAGGGCTTATTTCTGAAGTTGACT
TTGTTTATGAAACAAAGCATTTGTGAGAATTCTAAACAGGGCTTATTTCTGAAGTTGACT
TTGTTTATGAAACAAAGCATTTGTGAGAATTCTAAACAGGGCTTATTTCTGAAGTTGACT

KA KK AR A KA KA KA KA A A A A A KA A A A KA A A A A A A KA A A A A KA A A KA A AR AR AR AR AR A KA AKX A AR KKKk

CACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCTGAAGTACTATGAAAAGGCAGACC
CACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCTGAAGTACTATGAAAAGGCAGACC
CACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCTGAAGTACTATGAAAAGGCAGACC
CACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGIGGGGTGAAGCTGAAGTACTATGAAAAGGCAGACC

B I

60
60
60
60

120
120
120
120

180
180
180
180
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MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

MACT
MDBK
CUM
FIB

TCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAGIGACTTGCTATTTGTTCTTGGAA
TCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAGCGACTTGCTATTTGTTCTTGGAA
TCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAGCGACTTGCTATTTGTTCTTGGAA
TCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAGCGACTTGCTATTTGTTCTTGGAA

KAKXKA KA KA AKX AKX A AKX A A A A A A A A A A AA XA AAXAAAAKAAKXN AXA XA AKX XA AKX XA XA XA XA XA XA XA KKK

GTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCTGCACCCCTAACCCTTAGGCTGTT
GTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCTGCACCCCTAACCCTTAGGCTGTT
GTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCTGCACCCCTAACCCTTAGGCTGTT
GTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCTGCACCCCTAACCCTTAGGCTGTT

R R R R R R R R R R R I R I b E R R S S E b b E b b E E b b b b b b b b b b i i

TTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTAACTTCACTTGTGCCGAACCAGAA
TTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTAACTTCACTTGTGCCGAACCAGAA
TTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTAACTTCACTTGTGCCGAACCAGAA
TTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTAACTTCACTTGTGCCGAACCAGAA

KA KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A XA A A AKX KKK

TGGTCTCATTATTTGAGCCTCTACTATGAAGTCAAACTAGAGTTGAGGGCCCTAAATGGA
TGGTCTCATTATTTGAGCCTCTACTATGAAGTCAAACTAGAGTTGAGGGCCCTAAATGGA
TGGTCTCATTATTTGAGCCTCTACTATGAAGTCAAACTAGAGTTGAGGGCCCTAAATGGA
TGGTCTCATTATTTGAGCCTCTACTATGAAGTCAAACTAGAGTTGAGGGCCCTAAATGGA

R R R R R R R R R R R R R R I R I R R R R R R R R

TAAGAACTGAG AGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTG
TAAGAACTGAG AGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTG
TAAGAACTGAG] AGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTG
TAAGAACTGAG IAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTG

R R R R R R R R R R R R R R R R I R R R I

GGAGGAATAAAAAACCTTCAGTCAGGAAAGGGGACTCAAGGCCATAGTTATTCTGGTAGA
GGAGGAATAAAAAACCTTCAGTCAGGAAAGGGGACTCAAGGCCATAGTTATTCTGGTAGA
GGAGGAATAAAAAACCTTCAGTCAGGAAAGGGGACTCAAGGCCATAGTTATTCTGGTAGA
GGAGGAATAAAAAACCTTCAGTCAGGAAAGGGGACTCAAGGCCATAGTTATTCTGGTAGA

KKK KA A A A A A AR A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A A KA A A AR AR AN AR AR KKK

ATCCTTTTCCCCAGTGTTGTGCATGTAGTTACGGTACACAGAATAACGGAACGGAGAAGT
ATCCTTTTCCCCAGTGTTGTGCATGTAGTTACGGTACACAGAATAACGGAACGGAGAAGT
ATCCTTTTCCCCAGTGTTGTGCATGTAGTTACGGTACACAGAATAACGGAACGGAGAAGT
ATCCTTTTCCCCAGTGTTGTGCATGTAGTTACGGTACACAGAATAACGGAACGGAGAAGT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AAGAACACAGAAGAAGTTAACACAGGCACCAGAGTCTTGAGGGAAGTTCTATATGGAAAA
AAGAACACAGAAGAAGTTAACACAGGCACCAGAGTCTTGAGGGAAGTTCTATATGGAAAA
AAGAACACAGAAGAAGTTAACACAGGCACCAGAGTCTTGAGGGAAGTTCTATATGGAAAA
AAGAACACAGAAGAAGTTAACACAGGCACCAGAGTCTTGAGGGAAGTTCTATATGGAAAA

KKK KA A A A A A A A AR A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A AR A AR AR AR AR KRR KK KK

AATTCTGGAATGAATCAGAATACTAAGGCTCCATTTTTCCCTATTGGGGACTCTGACTTG
AATTCTGGAATGAATCAGAATACTAAGGCTCCATTTTTCCCTATTGGGGACTCTGACTTG
AATTCTGGAATGAATCAGAATACTAAGGCTCCATTTTTCCCTATTGGGGACTCTGACTTG
AATTCTGGAATGAATCAGAATACTAAGGCTCCATTTTTCCCTATTGGGGACTCTGACTTG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GAGACICAGGAAGCCAACTGTTGACTTTTGCCCCAGTAAACGTGACAAAGGACCATATAC
GAGACCCAGGAAGCCAACTGTTGACTTTTGCCCCAGTAAACGTGACAAAGGACCATATAC
GAGACCCAGGAAGCCAACTGTTGACTTTTGCCCCAGTAAACGTGACAAAGGACCATATAC
GAGACCCAGGAAGCCAACTGTTGACTTTTGCCCCAGTAAACGTGACAAAGGACCATATAC

KAXKKAK A KK KA AR A A A AR A A AR AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KRR KK KK

CTGATTACCCAATAAATTATTTTCTCTAGTTGGGTTTAATTTTAGAAATTACACATIATC
CTGATTACCCAATAAATTATTTTCTCTAGTTGGGTTTAATTTTAGAAATTACACATTATC
CTGATTACCCAATAAATTATTTTCTCTAGTTGGGTTTAATTTTAGAAATTACACATTATC
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MACT GAGTCCTACAGAAAAAACTCAAGGTAATTTCCCTCAAGAACCTACTGAAGAGGC 1014

MDBK GAGTCCTACAGAAAAAACTCAAGGTAATTTCCCTCAAGAACCTACTGAAGAGGC 1014
CUM GAGTCCTACAGAAAAAACTCAAGGTAATTTCCCTCAAGAACCTACTGAAGAGGC 1014
FIB GAGTCCTACAGAAAAAACTCAAGGTAATTTCCCTCAAGAACCTACTGAAGAGGC 1014

B R S

Figura 16. Alinhamento do sequenciamento da regido do H11. MACT séo as células MAC-T,
MDBK as células MDBK, CUM séo células de cumulus e FIB para células de fibroblastos.

Fonte: Resultado gerado pelo Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

A verificacdo da presenca de SNPs nas regides de homologia dos guias,
nos tipos celulares utilizados neste estudo, é de fundamental importancia para
garantir a eficacia da edicdo genética. A presenca de SNPs pode comprometer
0 pareamento entre o guia e a sequéncia alvo, o que resulta em uma diminuicéo
da eficiéncia do guia. Isso ocorre porque, em casos de pareamento ndo absoluto,
a Cas9 pode nao ser devidamente direcionada para o local correto no genoma,
impedindo a clivagem da sequéncia alvo. Portanto, a identificacdo e o
monitoramento rigoroso dos SNPs nas regides de homologia sdo essenciais
para evitar a reducao da eficiéncia do sistema CRISPR/Cas9 e assegurar o
sucesso da edicao genética no modelo celular em questao.

5.3 PCR deregides do locus H11

A regido do locus H11l, na qual cada guia apresenta homologia, foi
amplificada por PCR para possibilitar a digestdo com a enzima T7El. Esse
procedimento teve como objetivo preparar o material genético para a analise da
eficiéncia da edicdo, através da deteccdo de possiveis variacdes ou

modificacdes na sequéncia alvo.

Para os gRNAs Bil, Bilb, Bi2, Bi3 e Bi4, os primers utilizados foram Bi
H11 FWD e Bi H11 REV3, os quais amplificaram o fragmento denominado FR3
(614 pb), conforme ilustrado na figura 17. Para os gRNAs Bi5 e Bi6, 0os primers
empregados foram Bi H11 FWD5 e Bi H11 REV5, gerando o fragmento
denominado F5R5 (513 pb), apresentado na figura 18. Por fim, para os gRNAs
Bi7 e BMC, os primers Bi H11 FWD10 e Bi H11 REV10 foram utilizados,
amplificando o fragmento denominado F10R10 (567 pb), conforme mostrado na

figura 19.
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Bi H11 FWD10

a) b) Bi H11 REV6
Bi H11 FWD2 Bi H11 REVS
Bi H11 FWD5 Bi H11 REV
Bi H11 FWD4 Bi H11 REV8
Bi H11 FWD6 [RNA Bi7)
Bi H11 FWD7 Bi H11 REV3 | Bi H11 REV4
Bi H11 FWD BIHllREV? ’
Bi H11 FWD8 Bi Hll REVZ ‘/ Bi H11 REV10
Bi K11 FWD3 \ “/ End
|
| a )| T <
gRNABi2 | | gRNABI5 | EIF4ENIF1 gene (partial)

gRNA Bil  gRNA Bi6 gRNA BMC article

gRNA Bitb

gRNA Bid

Figura 17. Amplicon FR3 (614 pb). a) Eletroforese em gel de agarose mostrando a PCR da
regido do H11 amplificado a partir do gDNA de fibroblastos bovinos. b) Em azul a localizagéo
esquematica do amplicon.

Fonte: Elaborado pelo autor.

b) Bi H11 FWD10
( Bi H11 REV6
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S P
gRNA Bitb
gRNA Bi4

Figura 18. Amplicon F5R5 (513 pb). a) Eletroforese em gel de agarose mostrando a PCR da
regido do H11 amplificado a partir do gDNA de células MAC-T. b) Em azul a localizacéo
esquematica do amplicon.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19. Amplicon F10R10 (567 pb). a) Eletroforese em gel de agarose mostrando a PCR da
regido do H11 amplificado a partir do gDNA de células MAC-T. b) Em azul a localizacdo
esquematica do amplicon.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Otimizacao do ensaio T7E1l

Para otimizar os ensaios de T7E1, inicialmente foi testado o uso de 5U e
10U da enzima, sendo 10U o recomendado pelo fabricante, com 200 ng do
amplicon e tempo de incubacgé&o de 30 minutos. O fragmento de PCR utilizado foi
o FR3 (614 pb, amplificado de células de cumulus). Como mostrado na figura
20a, ndo houve diferenca consistente entre 5U e 10U. Em seguida, esses
parametros foram ajustados, utilizando 5U com 300 ng do amplicon, com o
objetivo de melhorar a visualizagéo na eletroforese. Como pode ser observado
na figura 20b, o uso de 5U e 300 ng resultou em uma banda mais forte e com
melhor poder analitico, embora o uso de 5U ou 10U com 200 ng também tenha
mostrado resultados viaveis. Uma vez que 5U foi suficiente, foi testado se seria
possivel reduzir ainda mais a concentracdo da enzima, utilizando 2U. A figura
20c mostra que a digestdo também foi bem sucedida com 2U, embora o uso de
5U tenha apresentado resultados melhores. Com base nisso, optou-se pela

utilizacdo de 5U da enzima T7EL.

2000pb
1500pb

1000pb
850pb

650pb
500pb
400pb

300pb

200pb

100pb

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose contendo as digestbes com a enzima T7E1 em
diferentes concentracdes. a) teste comparando o uso de 5U e 10U de T7E1 para 200ng do
amplicon, sendo o po¢o 1 - 10U de T7E1, o pogo 2 - 5U de T7EL1 e o pogo 3 - controle ndo
digerido. b) teste comparando 5U e 10U de T7E1 com 200ng do amplicon e 300ng do amplicon
digerido com 5U de T7EL. Poco 1 — controle ndo digerido, poco 2 — 200ng DNA com 5U de
T7EL, poco 3 —200ng DNA com 10U de T7E1 e poco 5 — 300ng DNA com 5U de T7E1. ¢)
teste comparando uso de 5U e 2U de T7E1 para 300ng do amplicon, sendo o po¢o 1 - controle
nao digerido, o poco 2 - 5U de T7E1 e o poco 3 - 2U de T7EL.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foi comparado o tempo de incubacao de 30 minutos, que estava sendo
utilizado, com o tempo sugerido pelo fabricante, de 15 minutos, e o tempo de 60
minutos. A figura 21a mostra o resultado da incubacao por 30 minutos, enquanto
a figura 21b exibe a incubacéo por 15 minutos. As figuras 21c e 21d mostram 0s

resultados para os tempos de 30 minutos e 60 minutos, respectivamente.

a) b) d)

12239§ 1000pb
P 850pb
650pb GERoE
500pb P
400pb 500pb
300pb 400pb
300pb

200pb
200pb

100pb
100pb

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose contendo as digestdes com 5U da enzima T7El e
diferentes tempos de incubacéo. a) teste utilizando 30 minutos de incubac¢éo. Pocgo 1 - controle
néo digerido e pogo 2 — fragmento digerido. b) teste utilizando 15 minutos de incubag&o. Poco

1 - controle ndo digerido e poco 2 — fragmento digerido. c¢) teste utilizando 30 minutos de
incubacé&o. d) teste utilizando 60 minutos de incubagéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs a andlise das digestdes, foi determinado que o tempo de incubacéo
seria de 30 minutos. O tempo de 15 minutos resultou em uma banda mais fraca,
enguanto entre os tempos de 30 e 60 minutos nao foi observada diferenca. Com
base nesses resultados, nos ensaios subsequentes, adotou-se a utilizacao de
300 ng do produto de PCR, 5U da enzima T7E1 e um tempo de incubacéo de 30

minutos.

O protocolo foi otimizado para atender as especificidades dos ensaios
conduzidos, em vez de ser seguido estritamente conforme as recomendacdes
do fabricante. O objetivo foi melhorar a utilizagdo dos recursos, utilizando 5U de
enzima, em vez dos 10U recomendados, o que resultou em uma reducéo na
guantidade de reagentes sem comprometer a eficacia. Além disso, adotamos o

tempo de incubacdo de 30 minutos, ao invés dos 15 minutos sugeridos,
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alcangando um equilibrio entre a eficiéncia do processo e o uso racional dos

recursos disponiveis.

5.5 Transfec¢cdo com células do cumulus, fibroblasto e MDBK

A figura 22 apresenta células do cumulus bovinas transfectadas com o
vetor pEF-GFP, observadas sob luz ultravioleta (UV). A transfeccgéo foi realizada
utilizando Lipofectamine LTX, de acordo com o protocolo estabelecido
previamente no laboratorio. A fluorescéncia caracteristica da GFP (Green
Fluorescent Protein) foi visivel, permitindo a identificacdo das células
transfectadas.

Figura 22. Células de cumulus transfectadas com pEF-GFP sobre luz UV. As fotografias foram
capturadas utilizando um microscépio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva
de 4x (primeira e terceira imagens) e de 10x (segunda e quarta imagens).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram testados diferentes reagentes de transfeccao para fibroblastos e

células MDBK, utilizando 500 ng de pEF-GFP. Na figura 23, sdo apresentados
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os testes realizados com fibroblastos, utilizando os reagentes Lipofectamine LTX
e Xfect. Os resultados demonstraram que a Lipofectamine LTX apresentou uma

menor taxa de mortalidade celular e melhor eficiéncia de transfeccéo.

Figura 23. Fibroblastos bovinos transfectados com o vetor pEF-GFP, observados sob luz
visivel e luz UV. a) Controle negativo néo transfectados, com a primeira imagem sob luz visivel
e a segunda sob luz UV. b) Transfecc¢ao realizada utilizando Lipofectamine LTX, com a
primeira imagem sob luz visivel e a segunda sob luz UV. c¢) Transfeccgéo realizada utilizando
Xfect, com a primeira imagem sob luz visivel e a segunda sob luz UV. As fotografias foram
capturadas utilizando um microscépio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva
de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na figura 24, sao apresentados os testes realizados com células MDBK,
utilizando os reagentes Lipofectamine 2000 e os polimeros Xfect. Observou-se
gue os polimeros, além de apresentarem uma menor toxicidade em comparacao
a Lipofectamine 2000, demonstraram uma maior eficiéncia de transfecgao.
Contudo, apesar desses resultados promissores com 0 uso dos polimeros, as
células MDBK, de modo geral, apresentaram uma eficiéncia de transfeccéo
relativamente baixa, independentemente do reagente utilizado. Além disso, foi
constatada uma alta taxa de mortalidade celular para ambos os reagentes de
transfeccdo, o que pode ser atribuido a natureza das células MDBK e sua

suscetibilidade aos agentes de transfec¢cdo empregados.

Todos os ensaios de transfeccdo incluiram um controle negativo,
composto por células ndo transfectadas, a fim de descartar sinais de
autofluorescéncia ou interferéncias no ensaio. Como esperado, nenhuma
fluorescéncia foi detectada nessas amostras, confirmando que a sinalizagao
observada nas células transfectadas era exclusivamente decorrente da
expressdo transiente do eGFP. Os ensaios foram realizados em triplicatas

técnicas, conduzidas em dias independentes.
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Figura 24. Células MDBK transfectadas com o vetor pEF-GFP, observados sob luz visivel e luz
UV. a) Controle negativo nao transfectados, com a primeira imagem sob luz visivel e a segunda
sob luz UV. b) Transfeccao realizada utilizando Lipofectamine 2000, com a primeira imagem
sob luz visivel e a segunda sob luz UV. ¢) Transfeccéo realizada utilizando Xfect, com a
primeira imagem sob luz visivel e a segunda sob luz UV. As fotografias foram capturadas
utilizando um microscépio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Ensaio de T7E1 com células do cumulus, fibroblastos e MDBK

Foram testados os guias Bil, Bilb, Bi2, Bi3 e Bi4 nas células de cumulus,
fibroblastos e MDBK. A partir do gDNA extraido do pool de células transfectadas,
foi realizada PCR para amplificar a regiao flanqueadora dos guias. O fragmento
FR3, descrito anteriormente e ilustrado na figura 17, foi amplificado. As bandas
esperadas apos a digestdo com T7E1 variaram de acordo com o guia utilizado:
Bil e Bilb (192 pb e 422 pb), Bi2 (255 pb e 359 pb), Bi3 (170 pb e 444 pb) e Bi4
(178 pb e 436 pb).

Nas células de cumulus, conforme apresentado na figura 25, todos os
amplicons apresentaram bandas de digestdo com a enzima T7E1, o que pode
indicar a presenca de polimorfismos nessa regido do DNA desse tipo celular.
Esse fator dificultou a interpretacdo dos resultados do ensaio de T7E1l. No
entanto, esse efeito inespecifico da enzima T7E1 nos amplicons também
permitiu a utilizagdo desses fragmentos como controle positivo nos ensaios

subsequentes de T7E1.

Figura 25. Eletroforese em gel de agarose mostrando a digestdo com a enzima T7E1 do
amplicon FR3, proveniente de células de cumulus. A esquerda do marcador, est&o 0s
fragmentos de PCR n&o digeridos pela enzima T7E1 (controle), enquanto & direita estdo os
fragmentos digeridos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas células MDBK, conforme mostrado na figura 26, n&o foi possivel
identificar a presenca de INDELSs (insercdes ou dele¢cdes) nos amplicons apos a
digestdo com a enzima T7E1 para os guias testados. Isso sugere que, apesar
da aplicacdo da técnica, os guias utilizados n&o resultaram em modificacdes

genéticas eficazes no DNA dessas células. Adicionalmente, os guias Bil e Bi3
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foram também testados, mas ndo apresentaram resultados positivos, ou seja,
nao induziram modificacdes genéticas detectaveis. Uma possivel explicacdo
para a auséncia de resultados positivos pode ser a baixa eficiéncia de
transfeccéo observada nas células MDBK, o que pode ter dificultado a introducéo
dos guias e a consecucao da edicdo génica desejada.

1: 2 3 aee a cEE o o

o—

650bp s -‘- -

500bp Bt i -
400bp Ryt almtat = uk

-

Figura 26. Eletroforese em gel de agarose mostrando a digestdo com a enzima T7E1 do
amplicon FR3, proveniente de células MDBK. O primeiro pogo contém o controle positivo, com
o fragmento FR3 das células de cumulus. O segundo e terceiro pogos correspondem ao
controle negativo, com gDNA de células nao transfectadas, sendo o segundo poco nao digerido
e o terceiro digerido com T7E1. O quarto e quinto pogos apresentam células transfectadas com
0 guia Bilb, com o quarto poco nao digerido e o quinto digerido. O sexto e sétimo pog¢os
mostram células transfectadas com o guia Bi2, sendo o0 sexto po¢o ndo digerido e o sétimo
digerido. Finalmente, o oitavo e nono pocos contém células transfectadas com o guia Bi4, com
0 oitavo po¢o nédo digerido e o nono digerido.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nos fibroblastos (figura 27), durante o ensaio de digestdo com a enzima
T7E1, observou-se que no controle (células néo transfectadas), o gDNA
apresentou uma banda distinta apds a digestao, o que nao era esperado. I1sso
ocorre porque, teoricamente, a regido amplificada ndo deveria conter
missmatches, 0 que é necessario para a acao da T7ELl. Esse resultado foi
inesperado, uma vez que, em casos em que houvesse a presenca de SNPs,
como observado nas células do cumulus, ambas as digestdes (transfectado e
nao transfectado) apresentariam bandas. No entanto, nas células transfectadas,
nao foi observada a formacédo da banda apés a digestdo com T7E1, o que indica
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que o guia utilizado nao foi eficiente na inducédo de INDELs. Esse resultado
impossibilitou a confirmacéo da eficiéncia dos guias testados, uma vez que a
auséncia de clivagem do DNA nas células transfectadas comprometeu a
avaliacdo da eficacia do processo de edicdo genética. Dessa forma, os ensaios
de T7EL1 realizados em todos os trés tipos celulares ndo geraram resultados

conclusivos.

Figura 27. Eletroforese em gel de agarose mostrando a digestdo com a enzima T7E1 do
amplicon FR3, proveniente de fibroblastos bovinos. O pogo 1 contém o controle negativo, que é
o0 gDNA néo transfectado, ndo digerido com T7E1, enquanto o pogo 2 apresenta 0 mesmo
gDNA néo transfectado, mas digerido com T7E1. Os pocos 3 e 4 correspondem a gDNA
transfectado com o gRNA Bilb, com o po¢o 3 contendo o amplicon n&o digerido e o poco 4
apresentando o amplicon digerido com T7E1.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados observados podem ser atribuidos a diversos fatores que
interferem diretamente na eficiéncia do processo de edigcdo genética.
Primeiramente, a ineficiéncia dos guias utilizados, uma vez que os guias podem
nao estar sendo eficazes na inducao de INDELSs na regido alvo. Essa ineficiéncia
pode ocorrer devido a caracteristicas do proprio guia, como o pareamento
inadequado com a sequéncia alvo. Além disso, a eficiéncia da transfec¢édo pode
ser outro fator relevante. Caso a transfeccao néo seja suficientemente eficiente,

0 numero de células transfectadas e, consequentemente, o nimero de células
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editadas serad muito baixo, o que dificulta a observagédo dos INDELs no ensaio
de T7EL. A baixa eficiéncia de transfeccao pode ser atribuida a caracteristicas
especificas das células, como sua capacidade de absorver o reagente de
transfeccdo ou até a toxicidade do reagente utilizado, sendo esses fatores muitos
variaveis e especificos para cada tipo celular. Portanto, a combinacdo de uma
ineficaz inducéo de INDELSs pelos guias e a baixa eficiéncia na transfeccéo pode
resultar em um namero insuficiente de células editadas, tornando os resultados
do ensaio de T7E1l dificeis de interpretar. Além disso, fatores como a
heterogeneidade nas células transfectadas, variabilidade na expressdo dos
guias e a presenca de polimorfismos genéticos nas células podem ter contribuido

para a auséncia de resultados conclusivos.

5.7 Transfec¢do com células MAC-T

Com base nos resultados obtidos anteriormente, optou-se por substituir o
tipo celular utilizado nos ensaios, escolhendo um modelo com maior eficiéncia
de transfeccédo, na expectativa de que isso possibilitasse a deteccédo de INDELs
no ensaio de T7E1. De acordo com Osorio & Bionaz (2017), as células MAC-T
apresentam uma eficiéncia de transfeccdo consideravelmente superior a das
células MDBK, o que justifica a escolha dessa linhagem celular para os ensaios

subsequentes.

A figura 28 ilustra os testes iniciais realizados com as células MAC-T, com
0 objetivo de estabelecer o reagente de transfec¢cdo mais adequado para este
tipo celular, uma vez que o laboratério ndo possuia um protocolo previamente
otimizado para esse modelo celular. Esses testes visaram determinar a condigéo
mais eficiente para a transfeccdo das células MAC-T, a fim de garantir melhores
resultados no processo de edicdo genética. O reagente que apresentou melhor
desempenho foi o Xfect, embora a mortalidade celular ainda tenha sido alta,
como pode ser observado na figura 28.
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Figura 28. Células MAC-T transfectadas com o vetor pEF-GFP, observados sob luz visivel e
luz UV. a) Controle negativo ndo transfectados, com a primeira imagem sob luz visivel e a
segunda sob luz UV b) Transfeccéo utilizando Lipofectamine 2000, com a primeira imagem sob
luz visivel e a segunda sob luz UV. c) Transfeccao utilizando Lipofectamine LTX, com a
primeira imagem sob luz visivel e a segunda sob luz UV. d) Transfec¢éo utilizando Xfect, com
a primeira imagem sob luz visivel e a segunda sob luz UV. As fotografias foram capturadas
utilizando um microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com o intuito de reduzir a mortalidade durante o processo de transfecc¢ao,
foi realizado um novo teste utilizando um meio contendo SFB nas concentracdes
de 10% e 20%, além da remocéao dos antibiéticos do meio de cultura. O objetivo
dessa modificacéo foi avaliar se as condi¢gbes de cultivo poderiam melhorar a
viabilidade celular sem comprometer a eficiéncia da transfecgéo. Os resultados
deste experimento, na figura 29, possibilitam uma analise detalhada sobre o
impacto do SFB na reducdo da mortalidade celular durante o processo de
transfeccao. A adicdo de SFB ao meio de transfec¢cdo demonstrou uma influéncia
positiva tanto na eficiéncia da transfec¢cdo quanto na viabilidade celular, como

evidenciado pela expressao do gene eGFP observada sob luz UV.

a) Sem SFB

b) 10% SFB

c) 20% SFB

Figura 29. Células MAC-T transfectadas com o vetor pEF-GFP e o reagente Xfect, observadas
sob luz visivel e luz UV. a) Transfeccao realizada sem a adicdo de SFB no meio de
transfecgéo. b) Transfeccao realizada utilizando 10% de SFB no meio de transfeccéo. c)
Transfeccao realizada com 20% de SFB no meio de transfeccdo. As fotografias foram
capturadas utilizando um microscépio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva
de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Além disso, foi notada uma reducdo na mortalidade celular,
particularmente quando o SFB foi incluido no meio de transfeccdo. Esses
resultados sugerem que o SFB contribui para a melhoria das condicbes de
viabilidade celular durante a transfeccdo, sem prejudicar a eficiéncia da
expressao génica, tornando-o um componente valioso para otimizar o processo
de transfeccdo em células MAC-T. As concentracfes de 10% e 20% de SFB
apresentaram resultados de transfeccdo comparaveis, tanto em termos de
expressédo do gene transfectado quanto na viabilidade celular. Em vista disso, foi
utilizado o meio de transfec¢cdo composto por DMEM-MACT com 20% de SFB e

auséncia de antibioticos nos ensaios subsequentes.

5.8 Avaliagdo em ceélulas MAC-T dos RNAs guias através do
ensaio de T7E1

Inicialmente, as células MAC-T foram transfectadas com as construcdes
contendo os gRNAs Bilb, Bi2, Bi3 e Bi4. Em seguida, foi realizada a amplificacdo
da regido alvo FR3, conforme procedimento adotado para os tipos celulares
anteriores, seguido de ensaios de digestdo com a enzima T7E1. Na figura 30,
observa-se que, ao utilizar os guias Bilb e Bi2, ndo foi possivel detectar as

bandas esperadas apoés a digestdo com T7E1.

850bp
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400bp
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100bp

Figura 30. Andlise de digestdo com a enzima T7E1 em células MAC-T. No poco 1, encontra-se
o fragmento de PCR nao digerido com a enzima T7E1 (controle negativo). No po¢o 2 esta o
fragmento proveniente de células de cumulus, que foi utilizado como controle positivo para a
digestdo. No 3 a digestdo com células ndo transfectadas. Em seguida, sdo apresentadas as

digestbes realizadas com células transfectadas com os guias Bilb e Bi2 (pocos 4 e 5).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esse resultado sugeriu a hipotese de que a ineficiéncia observada poderia
estar relacionada aos proprios guias, levando a necessidade de uma revisao na
escolha dos mesmos. Com base nessa hipétese, os novos guias Bi5, Bi6, Bi7 e

o BMC foram sintetizados e testados nas células MAC-T.

Como descrito anteriormente, os amplicons para os guias Bi5 e Bi6
correspondem ao fragmento F5R5 (513 pb), enquanto os amplicons para os
guias Bi7 e BMC é o fragmento F10R10 (567 pb). Apos a purificacdo dos
produtos de PCR, realizamos a digestdo com a enzima T7E1l, visando a
deteccdo de possiveis INDELs na regido alvo de cada guia. Para cada guia
testado, as bandas esperadas ap0s a digestdo com T7E1 foram as seguintes:
Bi5 (354 pb e 159 pb), Bi6 (263 pb e 250 pb), BMC (421 pb e 146 pb) e Bi7 (321
pb e 246 pb).

As bandas esperadas foram determinadas com base nos tamanhos dos
fragmentos que seriam gerados pela clivagem do DNA, caso os guias fossem
eficazes na introducdo de INDELs na regido alvo. A analise dos resultados
obtidos por eletroforese em gel de agarose, apresentada na figura 31, revelou
que o guia Bi5 apresentou eficiéncia na geracao de INDELs, uma vez que as
bandas correspondentes aos fragmentos esperados foram visiveis. Em
contraste, os guias Bi6 e Bi7 ndo geraram os fragmentos esperados, sugerindo
gue esses guias nao tiveram sucesso na indugcédo de modificagcdes no DNA alvo.
Para garantir a precisdo e a eficacia do procedimento de digestdo com T7EL,
utilizamos o fragmento FR3 proveniente das células de cumulus como controle
positivo, dado que esse fragmento jA era conhecido devido aos ensaios
anteriores por ser suscetivel a digestdo pela enzima T7E1l. Esse controle
permitiu a validacdo do processo de digestdo e ofereceu uma comparacao

importante para avaliar a eficiéncia dos guias nas células transfectadas.
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Figura 31. Digestdo com a enzima T7E1 dos amplicons provenientes das transfec¢cdes em
células MAC-T. Poco 1: controle positivo, utilizando o fragmento FR3 de células do cumulus.
Poco 2: controle negativo, representando o amplicon F5R5 de células néo transfectadas. Poco
3: amplicon F5R5 de células transfectadas com o guia Bi5. Pogo 4: amplicon F5R5 de células
transfectadas com o guia Bi6. Pogo 5: controle negativo do amplicon F10R10 de células nédo
transfectadas. Po¢o 6: amplicon F10R10 de células transfectadas com o guia BMC. Pogo 7:
amplicon F10R10 de células transfectadas com o guia Bi7. As bandas esperadas estao
destacadas em vermelho.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ensaios de T7E1l foram repetidos em dias independentes, e 0s
resultados obtidos foram consistentes com 0s experimentos anteriores,
confirmando a reprodutibilidade dos dados. Assim, os resultados obtidos com o
guia Bi5 demonstram seu potencial como um candidato promissor para ensaios

futuros de edicéo genética.

O amplicon F5R5, proveniente da transfeccédo com o guia Bi5, foi clonado
no vetor de clonagem pGEM-Teasy. Apés a clonagem, 25 clones foram
selecionados e enviados para sequenciamento, permitindo a avaliacdo da
eficiéncia do guia Bi5 em promover INDELs na regido alvo. Na figura 32, séo
apresentados os resultados do sequenciamento dos clones, nos quais a analise
revelou que 11 dos 25 clones apresentaram INDELSs, resultando em uma taxa de
edicdo de 44%. Este valor reflete a eficacia do gRNA Bi5 em induzir mutagdes
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na regido alvo, confirmando sua competéncia no processo de edi¢cdo genética
em células MAC-T. A taxa de 44% de INDELs é particularmente relevante, pois
leva em consideracdo que, em experimentos de transfeccdo de células, a
eficiéncia de transfeccédo nao atinge 100%. Portanto, ao considerar o pool de
células transfectadas, que inclui tanto células editadas quanto ndo editadas
(caso o reparo do DNA seja perfeito), a célula apresentara genotipo selvagem
além das células nao transfectadas, uma taxa de 44% de células editadas € um
resultado promissor. Isso sugere que o gRNA Bi5 pode ser uma ferramenta
eficaz para estratégias de edicdo genética, com um bom potencial para ser

explorado em estudos futuros.
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Figura 32. Alinhamento do sequenciamento dos 25 clones. A regido em verde na parte
superior do alinhamento indica a sequéncia reconhecida pelo gRNA Bi5, enquanto a sequéncia
em vermelho destaca o sitio PAM. A primeira linha corresponde a sequéncia selvagem, ndo
editada, servindo como referéncia para comparacao com os clones sequenciados. O software
realiza o alinhamento do sequenciamento dos clones, mostrando a ocorréncia de INDELSs.

Fonte: Resultado gerado pelo Decodr (https://decodr.org//).

5.9 Transfeccéo de células MAC-T parainsergcdo do eGFP no locus
H11 e isolamento de clones editados

Os testes de isolamento de linhagens clonais foram realizados com o
objetivo de estabelecer uma metodologia para isolar linhagens clonais editadas.
A criacdo de linhagens clonais é crucial para aplicagbes futuras, como a

utilizagdo em transferéncia nuclear de células soméaticas (TNCS).
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Os meétodos de isolamento utilizando cilindros de vidro e discos de
clonagem ndo produziram os resultados esperados. Ambas as abordagens
foram testadas em diversas tentativas, mas nao foi possivel estabelecer o cultivo
de linhagens clonais a partir das células editadas, o que indicou que essas
metodologias ndo eram adequadas para o objetivo proposto. Essas dificuldades
podem ter sido causadas por uma combinacdo de fatores, como a baixa
eficiéncia na obtencdo de células clonais viaveis ou a dificuldade em isolar as
células editadas com sucesso. Diante desses resultados, 0 método de diluicdo
critica foi selecionado como alternativa, uma vez que se trata de uma estratégia
amplamente utilizada para isolamento de linhagens clonais de células, com uma
abordagem mais simples e controlada. Essa metodologia foi escolhida com o
objetivo na obtencdo de clones individuais viaveis e homogeneidade no cultivo,
aumentando, assim, as chances de isolar e expandir as células clonais editadas

de forma eficaz para experimentos subsequentes.

A tabela 3 apresenta os resultados das diversas tentativas de isolamento
de linhagens clonais editadas por diluicdo. Quando as células sao transfectadas
com o vetor contendo o cassete de expressao do gene eGFP, elas expressam o
eGFP de forma transiente, o que significa que, no momento em que sao
contadas e distribuidas nas placas de 96 pocos, apenas aquelas que inicialmente
apresentam expresséo de eGFP sao observadas. No entanto, com o tempo, a
expressao transiente desaparece, uma vez que o vetor utilizado na transfeccéo
sera degradado pelas células. Caso o gene seja inserido no local desejado, a
expressao continua do eGFP sera mantida, confirmando o knock-in do gene.

Tabela 3. Resultado dos ensaios para isolar linhagens clonais editadas.

Tentativas de | Quantidade de (Eelulas GFP+ Celula:r. Celulas que
. isoladas no GFP+ apos 7 geraram
isolamento placas de 96W . a .

plaqueamento dias colénias
T1 4 48 0 17
T2 2 17 0 4
T3 6 16 0
T4 2 6 0 4
15 4 11 0 10
TOTAL 18 (1728W) 98 (5,7%) 0 44 (44,9%)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apesar de ser possivel isolar linhagens clonais, nenhuma delas foi GFP
positiva, ou seja, nenhuma célula editada foi identificada entre os clones
isolados. Esse resultado sugere que a técnica de isolamento precisa ser
aprimorada. Além disso, € relevante ressaltar que o evento de knock-in do eGFP
no locus H11 ndo ocorre com alta frequéncia, o que torna ainda mais dificil a
obtencéo de células editadas. Esse fator contribui para a baixa taxa de sucesso
no isolamento das linhagens clonais editadas, tornando esse processo

desafiador e exigindo ajustes adicionais nas abordagens experimentais.

As células MAC-T transfectadas foram avaliadas quanto a ocorréncia do
evento de knock-in, com o objetivo de confirmar a insercao do gene alvo no locus
H11. Para isso, foram desenhados primers especificos: um localizado no préprio
locus H11 e o outro dentro do cassete de expressdo do eGFP. Esse desenho de
primers permitiu que a amplificacdo por PCR ocorresse somente caso 0 gene
tivesse sido corretamente inserido no local alvo. O fragmento H11-GFP UP, que
abrange a regido inicial do gene, e o fragmento H11-GFP DOWN, que
corresponde a porcao final, estdo ilustrados de maneira esquematica nas figuras
33a e 33b, respectivamente. Essas figuras apresentam, de forma esquemaética,
a insercédo do gene eGFP no locus H11, no local preciso determinado pelo guia
Bi5.

» 6000 J

Hil | _EF-ic promoter > E p [riE )
v v

EGFP
B-globin poly(A) signal

} 495pb . : I

Microhomology L Kozak sequence Microhomology R

b)

’ 41&00[

N
EF-1a promoter _ > B
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\ 658pb Microhomology_L Kozak sequence  Microhomology_R

Figura 33. Representacdo esquemética da inser¢cdo do gene eGFP no locus H11. a) O
fragmento H11-GFP UP, representado em azul. b) O fragmento H11-GFP DOWN, também
destacado em azul.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando SnapGene.
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Esses amplicons podem ser visualizados na figura 34. Eles foram

clonados no vetor de clonagem pGEM-Teasy, e quatro clones de cada fragmento

foram selecionados para sequenciamento. A confirmacdo da insercao foi

realizada com base nos resultados obtidos do sequenciamento.

Figura 34. Amplificacdo por PCR dos fragmentos H11-GFP UP e H11-GFP DOWN. Poco 1:
Controle negativo DOWN. Poco 2: Controle negativo UP. Pocos 3, 4 e 5: Fragmento DOWN.

Poco 6: Fragmento UP.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 35, o alinhamento das sequéncias dos 4 clones mostra as

insercbes. Em rosa, estd destacada a regido de microhomologia; em azul, a

sequéncia PITCh; e, em amarelo, a sequéncia adicional identificada como

fragmento de DNA satélite bovino. Na sequéncia referéncia estd em sublinhado

0 que corresponde ao locus H11 e em negrito o que corresponde a construcao

do eGFP.

Ref

Sw N

Ref

DSw N

Ref

Sw N

AGGGCTTATTTCTGAAGTTGACTCACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCT
AGGGCTTATTTCTGAAGTTGACTCACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCT
AGGGCTTATTTCTGAAGTTGACTCACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCT
AGGGCTTATTTCTGAAGTTGACTCACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCT
AGGGCTTATTTCTGAAGTTGACTCACTCAGGTCCCACTGCAGGGAGGGAGGGGTGAAGCT

ER R Ik Ik kb bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

GAAGTACTATGAAAAGGCAGACCTCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAG

GAAGTACTATGAAAAGGCAGACCTCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAG
GAAGTACTATGAAAAGGCAGACCTCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAG
GAAGTACTATGAAAAGGCAGACCTCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAG
GAAGTACTATGAAAAGGCAGACCTCATGCTCAATCCACAAAGCCAGGTTTTGTTGAAAAG

ER R Ik kb b bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b bk b b b b b b b b b b b b b b b bk b b b b b i

YGACTTGCTATTTGTTCTTGGAAGTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCT

TGACTTGCTATTTGTTCTTGGAAGTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCT
TGACTTGCTATTTGTTCTTGGAAGTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCT
TGACTTGCTATTTGTTCTTGGAAGTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCT
TGACTTGCTATTTGTTCTTGGAAGTATAGGGCAGGGTGGGCAGCTCCAGGTTTATAGGCT

R R

60

60
60
60

120
120
120
120
120

180
180
180
180
180

92



Ref

=S w NP

Ref

BSw N

Ref

BSw N

Ref

SwWw N

Ref

Sw N

Ref

B w N e

Ref

DS w NP

Figura 35. Alinhamento das sequéncias obtidas de quatro clones UP com a sequéncia de

GCACCCCTAACCCTTAGGCTGTTTTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTA
GCACCCCTAACCCTTAGGCTGTTTTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTA
GCACCCCTAACCCTTAGGCTGTTTTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTA
GCACCCCTAACCCTTAGGCTGTTTTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTA
GCACCCCTAACCCTTAGGCTGTTTTTTTAACCTTTCAGTCAAAATCCAGTCATCTTGCTA
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referéncia do eGFP inserido no locus H11. No alinhamento, as regifes de microhomologia,

estao destacadas em rosa. A sequéncia PITCh é evidenciada em azul. Ja em amarelo,

observa-se uma sequéncia adicional, posteriormente identificada como DNA satélite bovino por
andlise de similaridade (BLAST). Em negrito na sequéncia referéncia, a construcéo do eGFP.

Fonte: Resultado gerado pelo Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Sublinhado corresponde ao locus H11

A andlise dessa sequéncia adicional feita por alinhamento BLAST (figura

36) revelou sua similaridade com elementos de fragmentos de DNA satélite

presentes no genoma bovino. A presenca de sequéncias repetitivas, como o
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DNA satélite, € mais comum em regibes heterocromaticas, teloméricas e
centroméricas (Satovié-Vuksié & Plohl, 2023). Embora o locus H11 bovino ndo
seja tipicamente associado a essas regides gendmicas ricas em sequéncias
repetitivas, a insercdo de fragmentos de DNA satélite observada durante a
edicdo genética pode ser explicada pelo processo de reparo das quebras
induzidas pelo sistema CRISPR/Cas9. Esse tipo de inser¢cdo pode ocorrer
guando o sistema de reparo se alinha de forma imprecisa com as sequéncias
repetitivas do genoma, resultando na incorporacdo de fragmentos de DNA
satélite. Mas esse tipo de evento observado ainda néo foi relatado na literatura
especializada sobre edicdo génica, podendo ter algum significado relevante e
nao relatado do processo de recombinacdo envolvendo a edicao pelo sistema
CRISPR/Cas?9.

X Downloadv  GenBank Graphics

Bovine satellite DNA fragment
Sequence ID: V00132.1 Length: 136 Number of Matches: 1

Range 1: 7 to 56 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
87.9 bits(47) 7e-14 49/50(98%) 0/50(0%) Plus/Plus

Query 1 GCACTGATCTCGTGGCTATCATGCACTGCTCACGTGGCTGATCATGCAAT 56

) CCCLLEEE CLLL L LT
Sbjct 7  GCACTGATCACGTGGCTATCATGCACTGCTCACGTGGCTGATCATGCAAT 56

X Downloadv  GenBank Graphics

Bovine satellite DNA fragment
Sequence ID: V00128.1 Length: 114 Number of Matches: 1

Range 1: 76 to 114 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
67.6 bits(36) 9e-08 38/39(97%) 0/39(0%) Plus/Plus

Query 1 GCACTGATCTCGTGGCTATCATGCACTGCTCACGTGGCT 39

FECCLLEEE LEL LT TLLELT
Sbjct 76  GCACTGATCACGTGGCTATCATGCACTGCTCACGTGGCT 114

Figura 36. Resultado da analise BLAST da sequéncia adicional identificada nos clones 1, 2 e
3. BLAST gerado utilizando o NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Fonte: Screenshot do NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), acessado em 13/01/2025.

Embora ainda néo seja possivel determinar se os 3 clones com insercao
de fragmentos de DNA satélite representam eventos independentes ou
replicagcdes de um mesmo evento clonal, a presenca dessa sequéncia adicional
nao parece interferir na funcionalidade do knock-in. Até o momento, nao foram
identificados promotores ou elementos funcionais associados a esse fragmento
de DNA satélite, o que sugere que ele ndo deve comprometer a expressao do

eGFP ou do gene de interesse inserido. Entretanto, a presenca dessa sequéncia
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adicional levanta a possibilidade de um mecanismo de insercdo ainda nao
descrito na literatura. Pesquisas futuras sobre o papel desse fragmento de DNA
satélite no contexto da recombinacdo mediada por CRISPR/Cas9 podem
esclarecer se existe um mecanismo especifico responsavel por sua

incorporagao.

Os resultados do sequenciamento revelaram que o evento de knock-in
nao foi totalmente preciso. Na regido H11-GFP UP, foi observada a insercao
adicional de um fragmento de DNA satélite bovino em 3 dos 4 clones
sequenciados, juntamente com a sequéncia PITCh, o que evidencia uma
recombinacdo imperfeita (figura 35). Essa imperfeicdo pode ser explicada pelo
mecanismo de reparo do MMEJ, que é semelhante ao do NHEJ. Nesse
processo, cada extremidade da DSB é unida por sequéncias de microhomologia,
o0 que frequentemente resulta em delecdes, insercdes e translocacdes
cromossOmicas no local da quebra (Lee et al., 2018; Sfeir & Symington, 2015).
Como o vetor completo ou quaisquer fragmentos dele ndo foram inseridos, o
gRNA associado ao sistema PITCh parece ter direcionado a clivagem para esta
regido do vetor. No entanto, a enzima Cas9 nédo clivou exatamente a 3
nucleotideos downstream do sitio PAM, como esperado, mas a uma dezena de
pares de bases downstream do PAM. Essa clivagem deslocada, combinada com
o possivel reparo por MMEJ, resultou na incorporacédo de parte da sequéncia

PITCh e do DNA satélite bovino na edicao final.

No fragmento H11-GFP DOWN, os eventos de recombinacao
apresentaram maior precisdo em comparacao a regido H11-GFP UP. Em um
dos clones sequenciados, a insercdo foi perfeita, enquanto nos outros trés foi
observada apenas a duplicidade da regido de microhomologia. Como
demonstrado na figura 37, ndo houve insercdo da sequéncia PITCh nessa
regido, sugerindo que o mecanismo de reparo foi mais eficiente. Apesar da
duplicidade da regido de microhomologia em trés dos clones, essa modificacao
nao deve interferir na expressdo do eGFP ou no funcionamento geral do knock-
in. Esses resultados reforcam a importancia de entender os mecanismos
moleculares envolvidos durante a edigcdo para otimizar a precisdo do sistema
CRISPR/Cas9.
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CAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTT
CAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTT
CAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTT
CAACAGCCACAACGTCTATGTCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTT
CAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTT
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CAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAA
CAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAA
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Figura 37. Alinhamento das sequéncias obtidas de quatro clones com a sequéncia de
referéncia do eGFP inserido no locus H11. No alinhamento, as regides de microhomologia,
estdo destacadas em rosa. Em negrito na sequéncia referéncia, a construcéo do eGFP.
Sublinhado corresponde ao locus H11

Fonte: Resultado gerado pelo Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

O resultado obtido confirma o sucesso parcial da edicdo genética, com a
insercao do gene eGFP no locus H11, embora o sequenciamento tenha revelado
imperfeicoes nas extremidades (fronteiras) do evento de knock-in. Na regiédo
H11-GFP UP, foi detectada a insercdo adicional de um DNA satélite bovino em
3 dos 4 clones sequenciados, e a sequéncia PITCh também foi incorporada,
indicando que a recombinacdo ndo ocorreu de forma completamente precisa.
Por outro lado, na regido H11-GFP DOWN, os resultados foram mais
consistentes: um dos clones apresentou insercéo perfeita, enquanto os outros
trés mostraram apenas a duplicidade da regido de microhomologia. Apesar da
dificuldade em isolar clones editados, o protocolo de knock-in demonstrou
eficiéncia ao confirmar a insercdo do gene eGFP em um pool de células
transfectadas. As imperfeicbes observadas reforcam a necessidade de
otimizacdes futuras e de um maior conhecimento do mecanismo pelo qual o gene
reporter esta sendo inserido no locus H11, que inclusive pode ser distinto dos
mecanismos de recombinagdo homéloga ou recombinac¢éo por microhomologia
descritos até o presente momento na literatura. Entretanto, essas imperfeicdes
podem futuramente serem consideradas efeitos do processo de insercédo por
CRISPR/Cas9. Os resultados obtidos fornecem uma base promissora para o

desenvolvimento de linhagens clonais editadas com maior preciséo.

5.10 Transfeccéo de células MAC-T parainsergcdo do eGFP no locus
H11 com a utilizagdo de SCR7, RS-1 e L755507

As células MAC-T foram transfectadas com diferentes compostos com o
objetivo de avaliar se algum deles poderia aumentar a eficiéncia do processo de

knock-in do gene eGFP. Os tratamentos realizados incluiram 80 uM de SCRY7,

97



15 pM de RS-1 e 20 uM de L755507. O SCR7 inibe a via de reparo por NHEJ ao
bloquear a DNA ligase IV, mas seus resultados variam entre espécies e modelos
celulares. O RS-1 estimula a HDR ativando a proteina Rad51, enquanto o
L755507 também melhora a HDR, embora seu mecanismo de agdo ainda ndo
esteja totalmente esclarecido.

No controle negativo (células ndo transfectadas), apresentado na figura
38, nenhuma fluorescéncia foi detectada, confirmando que a sinalizacao
observada nas células transfectadas resultou da expressdo do eGFP. Esse
controle é importante para avaliar possiveis efeitos citotoxicos dos tratamentos,
servindo como referéncia para a comparagédo da mortalidade celular. O controle
positivo utilizando o vetor pEF-GFP apresentou resultados satisfatérios,
confirmando a eficiéncia da transfeccao (figura 39). Sob luz visivel, foi possivel
observar que a mortalidade celular foi baixa, o que indicou que as condi¢des do
experimento foram adequadas e ndo comprometeram a viabilidade das células
MAC-T. Sob luz UV, a fluorescéncia caracteristica do eGFP foi detectada,
evidenciando uma alta eficiéncia na expressdo do gene reporter. Esses
resultados validam o sistema experimental e fornecem uma referéncia para

avaliar os demais tratamentos.

No tratamento sem fator (figura 40), a transfeccao foi eficiente, com alta
taxa de células fluorescentes expressando eGFP. A mortalidade celular também

foi relativamente baixa, o que indicou uma boa viabilidade celular.

Com relacdo ao tratamento com 80 puM de SCR7 (figura 41), a
fluorescéncia das células transfectadas foi visualmente semelhante a do controle
sem fator. A mortalidade celular foi também similar & observada no controle,
indicando que o SCR7 nao teve um efeito negativo significativo sobre a
viabilidade celular. No entanto, visualmente nao foi possivel identificar melhora
ou prejuizo na eficiéncia da transfeccdo ou na viabilidade celular em relacdo a

condicéo sem fatores.

No tratamento com 15 uM de RS-1, mostrado na figura 42, a fluorescéncia
das células transfectadas foi semelhante a da condicdo sem fatores, embora com

uma intensidade reduzida. A quantidade de células expressando eGFP foi
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visualmente similar. A mortalidade celular foi comparavel & das demais

condicbes, indicando que o RS-1 ndo afetou negativamente a viabilidade celular.

Por fim, no tratamento com 20 uM de L755507 (figura 43), foi observada
uma taxa de mortalidade celular mais alta, o que foi maior em comparacao aos
outros tratamentos. Apesar disso, a transfeccdo foi eficiente nas células
sobreviventes, com uma fluorescéncia de eGFP similar aos outros tratamentos.
A maior mortalidade observada neste tratamento pode indicar um efeito
citotoxico, mas, em termos de eficiéncia de transfeccdo, os resultados foram

promissores.

Figura 38. Células MAC-T néo transfectadas (controle negativo), observados sob luz visivel e
luz UV. As fotografias foram capturadas utilizando um microscépio invertido Axiovert (Zeiss,
Alemanha) utilizando objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.

99



Figura 39. Células MAC-T transfectadas com o vetor pEF-GFP (controle positivo da
transfecgéo), observados sob luz visivel e luz UV. As fotografias foram capturadas utilizando
um microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.




Figura 40. Células MAC-T transfectadas com o vetor pX330E + Bi5 e o vetor pPGEM+PITCh-
Bi5-GFP, observados sob luz visivel e luz UV. As fotografias foram capturadas utilizando um
microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor




Figura 41. Células MAC-T transfectadas com o vetor pX330E + Bi5 e o vetor pPGEM+PITCh-

Bi5-GFP com adicao de 80 uM de SCR7, observados sob luz visivel e luz UV. As fotografias

foram capturadas utilizando um microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando
objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.




Figura 42. Células MAC-T transfectadas com o vetor pX330E + Bi5 e o vetor pPGEM+PITCh-

Bi5-GFP com adicdo de 15 uM de RS-1, observados sob luz visivel e luz UV. As fotografias

foram capturadas utilizando um microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando
objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.




Figura 43. Células MAC-T transfectadas com o vetor pX330E + Bi5 e o vetor pPGEM+PITCh-
Bi5-GFP com adicdo de 20 pM de L755507, observados sob luz visivel e luz UV. As fotografias
foram capturadas utilizando um microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) utilizando
objetiva de 4x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados obtidos indicam algumas diferencas notaveis na eficiéncia
de transfeccdo e mortalidade celular entre os tratamentos. O SCR7, nas
condicbes testadas (80 uM), ndo parece ter influenciado significativamente a
eficiéncia de transfecc¢do, apresentando resultados semelhantes aos do controle
sem fator. A mortalidade celular e a fluorescéncia nas células transfectadas nao
diferiram de forma marcante das condi¢des de controle, sugerindo que o SCR7

nao teve um impacto pronunciado sobre a transfeccao.

O RS-1 (15 uM) também nao teve um efeito substancial na eficiéncia de
transfeccéo, mas a intensidade do sinal de fluorescéncia foi reduzida, indicando
que esse fator pode ndo ser tdo eficaz em promover a expressao do eGFP
guanto os outros fatores testados. No entanto, essa diminui¢cdo na intensidade
de fluorescéncia nao reflete diretamente na capacidade do RS-1 de auxiliar no
knock-in do gene, sugerindo que mais testes sdo necessarios para validar seu
impacto. A mortalidade celular foi mantida em niveis semelhantes aos
observados no controle, o que sugere que a toxicidade do RS-1 nédo foi

significativa.

O L755507 (20 pM) apresentou resultados similares em termos de
intensidade de fluorescéncia, com uma boa eficiéncia de transfeccéo nas células
sobreviventes. No entanto, a mortalidade celular foi mais elevada, o que pode
indicar um efeito citotdxico nas células. Esses resultados sugerem que, embora
0 L755507 possa influenciar positivamente a eficiéncia de transfecc¢éo, ele pode
também afetar a viabilidade celular. Estudos adicionais sdo necessarios para
otimizar a concentragdo de L755507 e minimizar os efeitos citotoxicos, a fim de
melhorar o equilibrio entre mortalidade e eficiéncia de transfeccao.

5.11 Quantificacédo dainsercdo do eGFP no locus H11 por qPCR

Uma analise de gPCR foi realizada para investigar, de maneira
quantitativa, a eficacia dos compostos utilizados na transfecgéo, com o objetivo
de avaliar se algum deles poderia facilitar ou otimizar o processo de knock-in do
gene eGFP no locus H11l (gene targeting). Essa abordagem permitiu a
quantificacdo precisa da insercao do gene eGFP no locus H11, utilizando gDNA

das células transfectadas, e a comparacdo dos diferentes compostos nesse
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processo. A estratégia de amplificacdo envolveu um primer forward dentro do
gene eGFP e um primer reverse dentro do locus H11l, garantindo que a
amplificacdo ocorresse somente quando o eGFP estivesse inserido no locus
alvo, confirmando a ocorréncia do knock-in. Os dados obtidos estao
apresentados na figura 44.
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Figura 44. Quantificacdo da inser¢cdo do eGFP no locus H11 utilizando gPCR nos diferentes
grupos experimentais. O gréfico apresenta a comparacao entre o grupo controle (sem fatores),
0 grupo tratado com SCR7, o grupo tratado com RS-1 e o grupo tratado com L755507. Os
grupos foram comparados pelo teste de Dunnett (P < 0,05) e sdo apresentados como médias +
desvio padréo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados obtidos revelaram diferencas significativas na eficiéncia de
insercdo do gene reporter entre os tratamentos, considerando o critério de
significancia estatistica de P > 0,05. O composto SCR7 nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao controle (p = 0,98268), sugerindo
gue, nas condi¢des avaliadas, ele nao influencia de forma relevante a promocéo
do knock-in do gene eGFP. A literatura sobre o SCR7 apresenta resultados
controversos. Estudos anteriores indicaram aumento na eficiéncia de knock-in
com seu uso (Chu et al.,, 2015; Maruyama et al., 2015; Singh et al., 2015),
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enquanto outros relatam a auséncia de efeitos significativos (Kruglova &
Shepelev, 2024; Fu et al., 2021; Song et al., 2016). Esses resultados sugerem
que o impacto do SCR7 pode depender de variaveis experimentais, como o
modelo celular utilizado, o que refor¢ca a necessidade de investigagdes futuras
para explorar de forma mais detalhada seus efeitos, particularmente em células
bovinas. Em contraste, os compostos RS-1 (p = 0,01572) e L755507 (p =
0,00367) demonstraram um aumento significativo na eficiéncia de insercao,

indicando que ambos possuem impacto positivo no processo de knock-in.

O composto RS-1, conhecido por sua capacidade de modular
positivamente a atividade da recombinase Rad51, destacou-se como um agente
eficaz na promocao da recombinacdo por microhomologia. Esse composto ja foi
relatado em melhorar a eficiéncia de knock-in em embrides bovinos (Toranzo et

al., 2020) e outras espécies de mamiferos (Pinder et al., 2015; Song et al., 2016).

O L755507, um agonista do receptor f2-adrenérgico, destacou-se entre
0S compostos testados por apresentar os resultados mais expressivos na
promocao da eficiéncia de integracao génica. Este composto tem sido associado
a efeitos positivos na edicdo genbmica, apesar de 0 mecanismo de acao exato
na via de reparo do DNA ainda nado estar totalmente esclarecido. Especula-se
que sua atuacgdo possa influenciar vias celulares relacionadas a reparacao por
recombinacdo homologa, mas mais estudos sdo necessarios para confirmar
essa hipdtese. Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram
evidéncias anteriores que apontam o efeito benéfico do L755507 em sistemas
de knock-in, conforme demonstrado em modelos experimentais de diferentes
espécies (Li et al., 2019; Ryu et al., 2019; Yu et al., 2015). Esses resultados
indicam que ambos 0s compostos possuem propriedades favoraveis que podem

ser exploradas para otimizar estratégias de edicdo gendmica.

Os resultados obtidos para RS-1 e L755507 destacam n&o apenas a
eficacia desses compostos, mas também seu potencial de aplicagdo em
abordagens mais amplas de engenharia genética em associagdo com o sistema
CRISPR/Cas visando knock-in sitio dirigido. Além disso, sdo especialmente
promissores no contexto da biotecnologia, uma vez que a eficiéncia de knock-in

€ um fator critico para a edigdo de loci especificos em células de interesse
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industrial e académico. A capacidade desses compostos de melhorar
significativamente a taxa de insercdo representa um avanco consideravel no

desenvolvimento de metodologias mais eficientes e precisas.

A robustez dos resultados para RS-1 e L755507 também reforca a
importancia de investigagOes futuras visando a otimizacdo de parametros
experimentais, como concentragcdes dos compostos, tempos de exposicéo,
condicBes celulares e testar a associacdo dos dois fatores em busca de um efeito
sinérgico entre eles, a fim de maximizar ainda mais seu impacto no gene
targeting assistido por CRISPR/Cas9. Em resumo, 0os compostos RS-1 e
L755507 demonstram potencial para serem incorporados como ferramentas
auxiliares em protocolos avancados de edicdo genbmica, contribuindo para a

eficiéncia e a precisdo de estratégias de knock-in em células bovinas.

5.12 Eletroporagdo do complexo RNP em embrides bovinos

Os zigotos presumidos foram eletroporados com o complexo RNP e a
construcdo do eGFP na forma linear, e subsequente analisados quanto a taxa
de clivagem, taxa de blastocisto e a expressdo do eGFP, como parametros
indicativos da eficiéncia do processo de eletroporacgéo e do sucesso do knock-in
do gene. O uso da proteina Cas9 em um complexo com o0 gRNA, em substituicdo
ao vetor contendo o gene Cas9 ou ao mRNA da Cas9, diminui a chance de
mosaico, reduz a ocorréncia de eventos off-target e aumenta a eficiéncia da
edicao (Miao et al., 2019).

Na figura 45, sdo apresentadas imagens dos ovécitos maturados antes da
eletroporacdo, imagens obtidas durante a analise da taxa de clivagem,
realizadas no terceiro dia ap0Os a fertilizacdo (D3), e imagens dos blastocistos
observados no oitavo dia apos a fertilizagéo (D8). As imagens de clivagem e
blastocisto mostram que devido ao uso de pronase para facilitar a
permeabilidade da zona pelucida, essa estrutura aparece levemente digerida, o
que pode ter influenciado a morfologia dos embrides observados. A analise
dessas imagens permite uma avaliacdo visual das fases do desenvolvimento
embrionério, contribuindo para a avaliacdo da eficiéncia da eletroporacdo e do

processo de desenvolvimento até o estagio de blastocisto.
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Figura 45. Imagens dos ovdcitos maturados, da clivagem em D3 e do blastocisto em D8 das
réplicas do experimento de eletroporacgéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No grupo controle, um total de 100 zigotos foram analisados, dos quais 90
apresentaram clivagem, resultando em uma taxa de clivagem de 90%. Desses
90 embrides que clivaram, 26 atingiram a fase de blastocisto, correspondendo a
uma taxa de blastocisto de 26%. No grupo eletroporado, 336 zigotos foram
submetidos ao procedimento, dos quais 268 clivaram, gerando uma taxa de
clivagem de 79,8%. Desses 268 embrides clivados, 70 chegaram a fase de
blastocisto, representando uma taxa de blastocisto de 20,8%. Esses dados estao

apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Dados do nimero de embrides eletroporados, taxa de clivagem e taxa de blastocisto.

Numero . Taxa de . Taxa de
Clivagem . Blastocisto .
Tratamento de (D3) Clivagem (D8) Blastocisto
Zigotos (%) (%)
Control 100 90 90% 26 26%
Trt 336 268 79,76% 70 20,83%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados obtidos indicam que, embora a taxa de clivagem no grupo
eletroporado tenha sido de 79,8%, o que é relativamente alto, e embora tenha
ocorrido a formacao de blastocistos (20,8%), nenhum embrido GFP positivo foi
detectado. Isso nédo implica necessariamente que a Cas9 e o RNA guia ndo
tenham exercido efeito, mas sim que o gene eGFP néo foi inserido com sucesso
no locus alvo. Existem varias explicacdes possiveis para a auséncia de embrides

GFP positivos.

Primeiramente, a constru¢cdo do gene eGFP utilizada no experimento
possui 2.222 pb, um tamanho consideravel que pode ter dificultado sua entrada
no zigoto durante o procedimento de eletroporacdo. Além disso, o tratamento de
30 segundos com pronase teve como objetivo apenas reduzir a zona peldcida,
preservando sua integridade para ndo comprometer o desenvolvimento
embrionério. No entanto, essa abordagem pode ter representado uma barreira
adicional a entrada do material genético no zigoto, uma vez que a zona pelicida
permaneceu parcialmente intacta, o que pode ter sido uma barreira fisica
adicional. Dados do nosso laboratério mostraram que embrides eclodidos
expressam bem eGFP quando transfectados, corroborando a hipétese de que a

zona peldcida é uma barreira relevante a entrada de acidos nucleicos grandes.

Além disso, é importante ressaltar que a construcdo do gene eGFP foi
utilizada na forma linear, o que pode ter contribuido para a falha na insercao do
gene. A literatura indica que a eficiéncia de transfeccdo de DNA linear em cultivo
celular é significativamente mais baixa (Oliveira et al., 2005; von Groll et al.,
2006). A forma linear do DNA é conhecida por ter menor estabilidade em
comparacao ao uso de vetores circulares, o que aumenta o risco de degradacéo
do DNA antes que ele seja incorporado ao genoma do embrido (Lim et al., 2023).
Embora o uso de vetores circulares tenha a vantagem de aumentar a
estabilidade do DNA e, possivelmente, a eficiéncia de transfecgéo, ele também
apresenta o risco de integrar inadvertidamente genes de resisténcia do vetor no
genoma do embrido, o que é altamente indesejavel, especialmente no contexto
da geracgdo de animais transgénicos. A escolha de utilizar a construcéo linear foi
motivada pela necessidade de evitar a insergéo acidental de elementos do vetor
fora do cassete de expressédo do eGFP, mas pode ter comprometido a eficiéncia,

resultando na auséncia da inser¢cao do gene eGFP no genoma do embrido.
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Uma outra razdo para a falha na insercdo do gene pode ser a baixa
eficiéncia do RNA guia ou a inatividade da Cas9 inseridos como RNP. O guia
utilizado pode néo ter sido suficientemente eficaz para induzir a edicdo no locus
H11, o que comprometeria a inser¢do do gene eGFP, ou a atividade da Cas9
poderia ter sido aquém da necesséria para promover o DSB no gDNA do
embrido. Para investigar essa possibilidade, foi realizada uma anélise de INDELs
geradas pelo guia, que foi feita amplificando a regido alvo do locus H11 por PCR
e sequenciamentos dos amplicons gerados em cada embrido individualmente.
Esta analise, apresentada no topico 5.14, ajudou a determinar se 0 gRNA ou a
Cas9 tiveram algum efeito nesse resultado negativo para expressédo do eGFP.
Enfim, a combinacéo de fatores, como a instabilidade e/ou degradacdo do DNA
linear, a barreira da zona pellcida e a eficiéncia do guia, pode ter contribuido
para o fracasso na inser¢cdo do gene.

Ajustes no protocolo experimental, como modificacbes na construcéo
linear para evitar degradacdo do mesmo, podem ser necessarios para melhorar
a eficiéncia da insercao. Um exemplo disso foi demonstrado por Lim et al. (2023),
gue modificaram as extremidades da construcéo linear, criando um fragmento
menos suscetivel a degradacdo. Essa modificacdo resultou em uma maior
integracdo no genoma da célula hospedeira. Incorporar estratégias semelhantes
ao protocolo experimental atual poderia aumentar as chances de sucesso no
processo de knock-in de genes em embribes bovinos, proporcionando uma

insergéo eficiente.

Uma abordagem alternativa que pode ser explorada para melhorar a
eficiéncia da insercdo do gene eGFP é a biobalistica, também conhecida como
bombardeamento de particulas. Essa técnica utiliza microprojetéis de ouro ou
tungsténio revestidos com DNA, que séo disparados nas células-alvo, permitindo
a insercdo do material genético. A biobalistica tem sido aplicada com sucesso
em diversas espécies, principalmente em vegetais, e pode ser vantajosa para
superar barreiras fisicas, como a zona pellcida, que dificulta a entrada do DNA
nos zigotos por eletroporagdo. Contudo, como qualquer metodologia, a
biobalistica apresenta desafios, como a variabilidade nos resultados e a
viabilidade dos embrides apdés o bombardeamento, uma vez que essa técnica

nunca foi relatada em embrides bovinos. Assim, testes futuros utilizando essa
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abordagem serédo cruciais para avaliar sua eficacia na inser¢cdo do gene eGFP,
bem como para compara-la aos resultados obtidos pela eletroporacdo. A
combinacéo dessas metodologias podera oferecer maior flexibilidade e eficiéncia
na inser¢cdo de genes em embrides bovinos, ampliando as possibilidades de

manipulacdo genética e transgenia.

5.13 Teste de volume do reagente de lise em embrides

Embrides D8 controle foram utilizados para testar e otimizar os processos
de lise e PCR, a ser realizada com os embrides eletroporados. A necessidade
de otimizacao surgiu devido ao pequeno volume de amostra disponivel, o que
limitava a margem de erro e impedia a repeticdo dos experimentos. Assim, 0S
embrides do grupo controle permitiram ajustar as condicfes experimentais de
forma a garantir a precisdo e confiabilidade dos resultados, essenciais para a

execucao bem-sucedida dos procedimentos com os embrides eletroporados.

Foi realizado um teste para otimizar o processo de lise dos embrides
individuais, utilizando diferentes volumes de tampao de lise. Para isso, foram
adicionados 6 pL (teste 1), 8 uL (teste 2) e 11 L (teste 3) de tampéo de lise aos
embrides, que estavam armazenados em 4 pL de PBS 1X, gerando volumes
finais de 10 L, 12 uL e 15 yL, respectivamente. Apés a lise, a solugéo obtida foi
utilizada na reacdo de PCR, com o objetivo de amplificar o fragmento F5R5
(descrito anteriormente no topico 5.3). Durante a PCR, foram testadas diferentes
guantidades dos lisados: 5uL e 3puL doteste 1, 5uL e 4 uL doteste 2, e 5L e
7 pL do teste 3, com a finalidade de avaliar qual condigdo geraria o melhor
desempenho na amplificagdo do fragmento alvo.

Os testes 1 e 2 apresentaram amplificacdo, enquanto o teste 3 nao
mostrou resultado. Na figura 46, € possivel observar que o teste 1 gerou maior
amplificagdo do que o teste 2, embora ndo seja possivel determinar, com
precisdo, qual volume utilizado no teste 1 obteve o melhor resultado. Diante
disso, optamos pela utilizacdo de 5 pL, que corresponde a metade do volume
final do embrido lisado, em conformidade com experimentos descritos na
literatura (Camargo et al., 2020), que utilizaram esse volume para PCR de

embrides individuais.

112



Figura 46. Andlise da PCR do amplicon F5R5 utilizando diferentes volumes de lisado. Poco 1:
Marcador 1Kb. Pogo 2: Controle negativo da PCR. Pogo 3: PCR utilizando 5 pL do teste 1.
Poco 4: PCR utilizando 3 pL do teste 1. Poco 5: PCR utilizando 5 pL do teste 2. Pogo 6: PCR
utilizando 4 pL do teste 2. Poc¢o 7: PCR utilizando 5 pL do teste 3. Poc¢o 8: PCR utilizando 7 pL
do teste 3.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.14 Anédlise de INDELs dos embrides eletroporados

Os embrides eletroporados foram armazenados individualmente e,
posteriormente, submetidos ao processo de lise conforme o0s parametros
descritos anteriormente. O fragmento F5R5 foi amplificado por PCR para
avaliacdo. Nenhum embrido apresentou expressdo do gene eGFP, entdo foi
analisado a eficiéncia do guia na inducdo de INDELs. Dos 70 embribes que
atingiram o estagio de blastocisto no dia 8 (D8), 68 foram analisados, pois dois
tubos se romperam durante o transporte. A figura 49 apresenta os resultados da
amplificacéo do fragmento F5R5 dos 68 embrides, dos quais 2 ndo apresentaram

amplificacao.
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Figura 47. Analise da PCR do fragmento F5R5 de 68 embrides.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O sequenciamento Sanger foi realizado nos produtos de PCR com o
objetivo de avaliar a eficiéncia do guia utilizado na eletroporacao. A partir de 68
embrides analisados por PCR, 64 foram sequenciados com sucesso (figura 48).
Desses, 60 mostraram evidéncias de INDELs, o que indica que 0 guia e 0
sistema CRISPR/Cas9 estavam efetivamente ativos, promovendo alto nivel de
edicdo no locus H11. A eficiéncia na inducao de INDELs foi de 94%, conforme
ilustrado na figura 49.
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FILENAME~ KO— R?— INDEL— % — GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
0labl 00 099 0 1000 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG |TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
02ab1 87 088 0 913|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 87|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
03.ab1 224 088 25 72|cacanatceccteacT T anc I[TArlelle]cr[dd el Ak Alc[]r]r cc rccacc T TG,
0 776|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-2 72|GAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-4 41|GAGAAATCGGCTGAGT---- |TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
29 G| CRCERAT cEE - - - - - - - - - - [ — TCACCTCAGATTGGGAGGAAT
04.ab1 217 087 25 so0|cacaaatceccT6acTTaAG | [T[]rAclclalc]crle[dalclala et [c]elc[ 1] ccaccacc TTEAG:
0 783|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
2 82|GAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-29 45|GAGAAATCGG------- ==~ I TCACCTCAGATTGGGAGGAAT
05.ab1 105 087 0 B95|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 105|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
06.ab1 106 088 0 B895|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
‘1 106 |[GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
07.ab1 271 087 25 68|lcAGAAATCGGCTGAGTTAAG |[TG|alalclclale|c|Tlalclcle|alrTlalG|T|c|alc|T|T|T ceAGeAGc TTGAG,
0 729|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-2 77 |GAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-4 41|GAGAAATCGGCTGAGT---- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-16 3B|GAGAAATCGG---------~- |------ AGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-29 46 |GIRCIRANT CGG - - - - - - - - - - [ TCACCTCAGATTGGGAGGAAT
08.ab1 136 087 0 B864|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 99|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-4 37 |GAGAAATCGGCTGAGT---- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
09.ab1 104 086 0 895|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 104 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
10.ab1 9.9 087 0 901|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 29 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
11abl 208 089 25 73|cacaratccecTeAGTTAAG | [Tcfalelefld]c[TedcJe]c]r]cle[[c]{]c[]r ce rce acc TT MG,
0 792|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-2 58|GAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-4 44 |GAGAAATCGGCTGAGT - - - - |[TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-29 34 |GAGAAATCGG-------- ==~ [ e TCACCTCAGATTGGGAGGAAT
12.ab1 105 087 0 895 |GAGAAATCGGUCTGAGTTAAG | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 105 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
13.ab1 27 099 0 973|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-2 27 |cAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
14.ab1 138 086 0 B62|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
‘1 101 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-28 36|GAGAAATCGG GTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
15.ab1 114 086 0 B886|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 114 |GAGAAATCGGCTGAGTTAA- |TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
16.ab1 19.9 083 1 120 CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAZ
0 B00|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-26 42|GAGAAATC GG --~~~=---~ R TTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-41 38 |GAGAAATCGG---~------- R I I GGGAGGAAT
17.ab1 106 087 0 B894|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
=1 106 [GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
18.ab1 87 089 o] 913 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 87 |GAGAAATCGGCTGAGTTAA- [TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
19.ab1 223 088 25 66 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG |[T|c|alalelelalclc|T|c]alclelalalT|clg|T|clalclc|TIT cGAGGAGC TTGAG?
0 777 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
= 75|GAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
= 43 |GAGAAATCGGCTGAGT----|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
=29 3B|GAGAAATCGEG---~------~- |- - e o - TCACCTCAGATTGGGAGGAA]
20.ab1 76 090 o 924 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 76|GAGAAATCGGCTGAGTTAA- [ TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
21abl 100 o088 0 900|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 100 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
22.ab1 98 087 0 902|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG |TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 98 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
23.ab1 124 087 o] 876 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
=1 124 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
24.ab1 137 086 0 B863|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 100 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-28 37|cAGAAATCEG---------- |- - - - e e e e - - - - GTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
25.ab1 100 087 0 900|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 100 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
26.abl 105 087 0 B895|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 105 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
27.ab1 106 087 0 894|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 106 |IGAGAAATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
29.ab1 103 087 o 897 |[GAGAAATCGGCTGAGTTAAG |TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-1 103 |GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|-CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
30ab1 111 095 0 B853|GAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
= 60|GAGAAATCGGCTGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-4 51|CAGAAATCGGCTGAGTTAAG|----GGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
-6 35|GAGAAATCGGCTGA- - - - - ~ | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
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—
TGAGAAATCGGCTBAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCT

FILENAME v  KO— R2— INDEL— %— AGATTGGGAGGAATA
3Labl 236 087 25 72 TGAGT TAAG I[1]c] [ T e ceaceaccrTeacaT
o 764 TGAGTTAAGITCGAGGAG ATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
2 78 TGAGTTA-- | TCEAGGAGCTTEAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 a5 TGAGT | TCEAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
29 41 | ACCTCAGATTGGGAGGAATA
32ab1 231 088 25 54 T6a6TTAAG | [T[a[TAlele] [ Trldlelslsl~[r[rlalel] T[] GAGGAGCTTGAGAT
4 33 TGAGTTAAG |[T]e]T[ATCGAGEAGC TTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGE
0 768 TGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGA
2 e TGAGTTA- - | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGEAATA
a a4 TGAGT---- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGANTA
29 38KCIGAGAAATCGG - - - - - - - | ACCTCAGATIGGGAGGAATA
3dahl 134 087 0 866 TGAGTTAAGI TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 94 TGAGTTAAG| -CEAGGAGCTTEAGATTTGTCACCT ATA
4  89hCTGAGAAATCGGCTGAGT | TCEAGGAGCTTGAGATTTGTCACCT ATA
34ab1 26 088 0 904 \CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAGITCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCT ATA
1 96| CTBAGAAATCGGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGT 0 ATA
35abt 176 086 22 68KCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG GAGGAGCTTGAGATTTG
0 824 \CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGT TCAGATTGGGAGGAATA
1 10BLCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG] -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
36ab1 138 087 0 862{CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGAT TTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 103 CTEAGAAATCGGETGAGTTAAG | -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
28 35 CTBAGAAATCGG- --------- | SBTCACCTCAGATTEEGAGGAATA
37.abt 1000 004 1 1000 hCTGAGAAATCGGCTGAGTTA TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
38abt 108 087 0 B892 KCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 108 CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
39ab1 176 087 0 824fcic GGCTGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 104 hCTGAGAAATCGGCTGAGTTAA- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 86| CTGAGAAATCGGCTGAGTTA--|--GAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGEAATA
-28 36 hCTGAGAAATCGG | GTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
40.ab1 98 088 0 $02NCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAGI TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 9B CTGAGAAATCGGCTGAGT TAAG| -CGAGGAGC T TGAGAT T TGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
41ab1 209 087 25 89fcrsacanatceccTeasT TAAG [Tl el el c s acsaccTTaAGAT
0 791 KCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCA AGATTGGGAGGAATA
2 73| CTGAGAAATCGGCTGAGTTA-~|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
29 47 hCIGAGAAATCGG- ===~~~ - | 1CAGAT IGGGAGGAATA
42.ab1 82 092 1 50 NCTGAGAAATCGG Tr.ﬁc.rrmr.\\jv GAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
0 918K CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGAT TTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
41 33\ CTGAGAAATCGG--------~~ | AGGANTA
43abt 142 087 0 858 16 TGAGI TAAG| I CGAGGAGC I IGAGAT I TGICACCICAGAT IGGGAGGAATA
-1 107)cTe TGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCT ATTGGGAGGAATA
28 35 hCTGAGAAATCGG---------- | AccT ATTGGGAGGAATA
44.3b1 176 086 0 84fcig TGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 98)cTs TGAGTTAAG| -CEAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 40fcic TGAGTTA-- | --GAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGAT TGGGAGGAATA
28 B3BKCTGAGAAATCGG-==-=====-~ ([ GTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
45.ab1 101 087 0 %00 TGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGA ACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 101 TGAGTTAA- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
d6.ab1 108 086 0 B32KCTGAGAAATCGGLTGAGTTAAGI TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
-1 108 | CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG] -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
47.3b1 1000 005 1 1000 kCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAGI[HTCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAAT
48.ab1 233 087 4 39 \CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG I|TGl6lcTCGAGGAGETTGAGATTTEGTCACCTCAGATTGGGAGE
0 767 NCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAGITCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 5A4|CTBAGAAATCGGCTGAGTTAA- | TCGAGGAGCTTEGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
2 56hCTGAGAAATCGGCTGAGT | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
16 35NCTGAGAAATCGG---------- [ ----- AGCTTGAGATTTGTCACCT AATA
29 49 hCIGAGAAATCGG- - - - - - - - | acct ATTGGGAGGAATA
49.3b1 135 086 0 885\ CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 95| CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG]| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGEAATA
-28 40 TGAGAAATCGG | GTCA TCAGATTGGGAGGAATA
503b1 40 051 1 40 KCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAGI[TTCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGEGAGGAAT
o 90 GGCTGAGTTAAG | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
S1abl 101 087 0 899 GGCTGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTEAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 101 GGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGA ACCTCAGATTGGGAGGAATA
52ab1 142 087 0 858 GGCTGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGA ACCTCAGATTGGGAGGAATA
107 GGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
28 35 GG | GTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
53.abt 1z9 088 0 871 GGLTGAGTTAAG I TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 90 GGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 39 GGCTGAGT ITce AGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGEAATA
54.3b1 248 086 25 77 66cT6AGTTAAG | [Tl el e sl Al [ T c 6 nesaccTTe
0 752 TCGGCTGAGT TAAG] TCGAGGAGC T TGAGAT T ITGICACCICAGAT IGGGAGE A
2 81 TCGGCTGAGTTA-~| TCGAGGAGCT TGAGATTTGICACCTCAGAT IGGGAGGAATA
-4 46 TGAGAAATCGGCTGAGT --- - | TCGAGGAGCTIGAGATTTGT TCAGATTGGGAGGAATA
29 A5 hCTGAGAAATCGG- ----- -~ | S TCACCTCAGATTGGGAGGAATA
S5.ab1 212 087 O 788 CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 2K CTGAGAAATCGGCTGAGTTAA - | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
2 S0 CTGAGAAATCGGETGAGTTA- - | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
= 30 TGAGAAAT CEGCTGAGT ---- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGAT TGEGAGGAATA
S6.ab1 204 086 22 65 TGAGAAATCGGCTGAGTTAAG I|T|clo[afalslalT]claTlelalAlAT[TleT]cp T cereeaceTToAGATTTE
O 795 KCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 05 NCTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
-28 35 TGAGAAATCGG | GICACCTCAGATTIGGGAGGAATA
57.ab1 00 099 0 1000 KCTGAGAAATCGGCTGAGT TAAG| TCGAGGAGCTTGAGAT TTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
583b1 546 050 2 260 CTGAGAAATCGGETGAGTTA TCGAGGAGCTTGAGATTTGT TCAGATTGGGAGGAA
1121 GGCTGAGTTAAGITTCOAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTEAGATTGGGAGGAAT
0 454 TCOGCTGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGCAGGAATA
4 72KCTGAGARATCGGCTGAGT | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
31 93 NCTGAGAAATCGG= === ===~ | TCAGATTGGGAGGAATA
59.ab1 110 087 0 820 TGAGAAATCGGCTGAGT TAAG| TCGAGGAGCTIGAGATTTGTCACCTCAGAT TGGGAGGAATA
1 190k CTGAGARATCGGCTGAGTTAAG | -CGAGGAG T AGATTEGGAGEAAT A
60.ab1 1000 001 2 1000 [ CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAG|[GTCGAGGAGCTTGHA ACCTCAGATTGGGAGGAA
612b1 115 086 0 885K CTGAGAAATCGGCTGAGTTAAGI TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1 BOLCTGAGAAATCGGCTGAGTTAA | TCGAGGAGCTTIGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
28 85 CTGAGAAATOGG - oo - | GTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
62ab1 183 087 0 8 TEAGTTAAG | TCOGAGGAGCTTGAGATTTETCACCTCAGATTGGGAGGAATA
198 TGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
4 50 TGAGTTA--|--GAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
28 35 | GICACCICAGAT IGGGAGGAATA
63.ab1 210 086 25 84 T6r6TTAAG | [T]c[lals]lelr]rlelals [T rls Tl o[ ]r]r e s Acs A TTEAGAT
o 790 TEAGTTAAG | T GAGGAG TTGAGATTTGT AC T AGATTGGGAGEAATA
2 a4 TGAGTTA-- | TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
L 02 | TCACCTCAGATTGGGAGGAATA
64ab1 101 087 0 899 TGAGTTAAGI TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
1101 TGAGTTAAG| - CEAGGABCTTGAGATTTETCACCTCAGAT TGEGAGGAATA
85.3b1 182 086 2 59 TGAGTTA GAGGAGCTTGAGATTTG
0 818 TGAGTTAAG| TCGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGAATA
19 TGAGTTAAG| -CGAGGAGCTTGAGATTTGTCACCTCAGATTGGGAGGANTA
28 82K CIGAGAAATCGG---------- | SGTCACCTCAGATIGGGAGGAATA

Figura 48. Alinhamento do sequenciamento dos 64 embrides. A regido em verde na parte
superior do alinhamento indica a sequéncia reconhecida pelo gRNA Bi5, enquanto a sequéncia
em vermelho destaca o sitio PAM. A primeira linha corresponde a sequéncia selvagem, usada

como como referéncia.

Fonte: Resultado gerado pelo Decodr (https://decodr.org//).
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Figura 49. Andlise da geracao de INDELs dos 64 embrides sequenciados com sucesso.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre os embrides que apresentaram INDELSs, 32 (53,3%) mostraram um
padrdao de mosaico, com edi¢cBes distintas em mais de dois alelos. Isso é
consistente com o fato de que a eletroporacéo foi realizada no zigoto de 1 célula,
e a edicdo do gene pode ter ocorrido apds a primeira divisdo celular. Em um
cenario de mosaico, diferentes células do embrido podem ter experimentado
edicbes distintas, o que resulta em mais de dois alelos detectados no
sequenciamento. Outros 27 (45%) embrides apresentaram INDELs em apenas
um alelo, mas néo foi possivel determinar se esses embrides eram heterozigotos
para todas as células do embrido ou se representavam algum grau de
mosaicismo, com edi¢cdo em apenas algumas células do embrido. Neste caso, €
possivel que uma célula tenha sido totalmente editada, enquanto outras ndo
foram modificadas, gerando a deteccao de dois alelos no sequenciamento (um
alelo "normal" e outro com INDEL). Por fim, um embrido (1,66%) apresentou
edicdo em homozigose, indicando que ambas as coOpias do locus H11 foram
editadas em todas as células do embrido de forma homogénea. A presenca de
edicdo em homozigose € um indicador de que o sistema CRISPR/Cas9 tem
potencial para realizar a edicdo bialélica em todos os blastbmeros do embrido

editado.

Os resultados obtidos indicam que o guia Bi5 e a tecnologia CRISPR/Cas9
possuem um grande potencial para induzir edicées no locus H11 de embrides

bovinos. O elevado numero de embrides com mosaicos e a presenca de INDELs
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em apenas um alelo sugerem que, embora a edicdo tenha ocorrido, sua
distribuicdo ndo foi homogénea ou eficiente em todas as células do embrido. A
identificacdo de edicdo em homozigose em um embrido é um resultado
significativo, pois demonstra que o sistema CRISPR/Cas9 tem capacidade para
gerar uma edicdo completa (bialélica) na regido alvo em todas as células do
embrido, embora com baixa eficiéncia. Esses resultados indicam a necessidade
de ajustes no modelo experimental para aprimorar a eficiéncia e a uniformidade

da edicéo.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel otimizar
diversos aspectos criticos das técnicas de transfec¢éo celular, essenciais para o
sucesso da edicdo génica em células bovinas. A escolha do tipo celular
adequado, como as células MAC-T, mostrou-se fundamental para aumentar a
eficiéncia da transfeccao, principalmente em compara¢do com as células MDBK,
gue apresentaram uma eficiéncia consideravelmente mais baixa e uma alta taxa
de mortalidade celular. A otimizacdo do protocolo de transfeccdo para MAC-T,
incluindo a reducao da mortalidade celular por meio da adicdo de SFB ao meio
de transfeccéo, contribuiu significativamente para melhorar a viabilidade das
células e a expressdo do gene eGFP, mesmo diante das dificuldades
encontradas nos ensaios iniciais. Além disso, a selecdo de gRNAs mais eficazes
e ajustes no protocolo de T7E1 — como a reduc¢éo da quantidade de enzima e
0 aumento do tempo de incubacdo — possibilitaram o uso mais racional dos

recursos, sem comprometer a eficacia do processo.

Os resultados obtidos reforcam a importancia de ajustes continuos nas
técnicas de transfeccdo, escolha de guias e tipos celulares para melhorar as
taxas de sucesso na edicdo génica de células bovinas, uma vez que esses
parametros sao cruciais para o éxito da edicdo génica mediada por CRISPR. O
uso do guia Bi5, por exemplo, apresentou um grande potencial para otimizar os
resultados de edi¢des futuras. Embora a inser¢céo do gene eGFP tenha sido bem-
sucedida, foi observada uma insercédo inesperada de um fragmento de DNA
satélite bovino, indicando a complexidade do reparo de quebras induzido pelo
sistema CRISPR/Cas9. Esse evento, no entanto, ndo compromete a expressao
do gene de interesse e oferece insights valiosos para futuras descobertas e
otimizacdes do protocolo. Este trabalho estabelece uma base soélida para o
desenvolvimento de estratégias de manipulacdo genética em células bovinas,

com aplicagbes potenciais em estudos de transgenia e biotecnologia animal.

Os testes com os compostos SCR7, RS-1 e L755507 indicaram resultados
promissores nos ensaios com células MAC-T, evidenciando o potencial desses

compostos para otimizar a inser¢cdao do gene eGFP no locus H11l. Embora o
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SCRY7 nao tenha apresentado impacto relevante, os compostos RS-1 e L755507
demonstraram uma influéncia positiva significativa na insercdo do gene, o que
destaca seu grande potencial para otimizar o processo de knock-in de genes de
interesse. Esses resultados sao especialmente positivos, pois indicam que RS-
1 e L755507 podem ser explorados como ferramentas eficazes para promover a
recombinacdo por microhomologia e melhorar a eficiéncia da edicdo gendémica.
No entanto, a maior mortalidade celular associada ao L755507 sugere que
ajustes nas condicbes experimentais, como concentracbes e tempos de
exposi¢do, sdo necessarios para maximizar a eficiéncia desses compostos
enguanto minimizam os efeitos adversos. Esses achados ressaltam a relevancia
e o0 enorme potencial dos compostos RS-1 e L755507 no avanco das
metodologias de edigdo gendmica, destacando-os como promissores candidatos
para aplicacdes futuras em projetos de modificagdo genética.

Os resultados obtidos apontam que o sistema CRISPR/Cas9, aliado ao
guia Bi5 desenvolvido neste estudo, possui grande potencial para induzir edigcdes
no locus H11 de células e embrides bovinos. Embora tenha sido observada uma
alta taxa de INDELs nos embrides editados, a edicdo foi predominantemente
mosaica, 0 que é algo indesejado para se obter embriées com edicao bialélica
em todos as suas células. Isso indica que ajustes no protocolo experimental séo
necessarios para melhorar a uniformidade e a eficiéncia da edi¢do. A presenca
de edicdo em homozigose em um Unico embrido demonstra a capacidade da
tecnologia de realizar edicbes completas, mas a otimizacdo de parametros,
como a modificacdo da construcéo linear e ajustes na entrega do guia e Cas9,
sera crucial para alcancar resultados mais consistentes e eficientes. O presente
estudo evidéncia a viabilidade da técnica e aponta dire¢cdes importantes para
futuras melhorias no desenvolvimento de estratégias de edicdo genética em

genomas de elevada complexidade como o de mamiferos.

A baixa eficiéncia na introducdo de grandes sequéncias de DNA em
zigotos bovinos continua sendo um desafio significativo para a incorporagao de
variantes genéticas Uteis em programas de melhoramento genético. Embora
insercdes ndo desejadas possam ser toleraveis em algumas aplicacbes de

pesquisa, esse efeito colateral é inaceitavel na geragéo de animais transgénicos,
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onde a precisdo na integracdo genética € essencial. Além disso, a ocorréncia de
insercdes indesejadas representa obstaculos consideraveis para a aprovacao
regulatoria envolvendo animais destinados a producéo de alimentos, uma vez
que a seguranca e a previsibilidade do processo de edicdo genética séo
requisitos imprescindiveis para garantir a aceitacao e 0 uso desses animais em

setores agricolas e alimentares.

Este trabalho se destaca, até onde temos conhecimento, como o primeiro
no Brasil a utilizar a tecnologia CRISPR/Cas9 para edigéo génica com o objetivo
especifico de inserir um gene exogeno (knock-in) em células bovinas. Essa
abordagem representa um marco significativo no avanco do conhecimento
cientifico nacional, combinando inovacdo tecnolégica com potencial para
aplicacbes biotecnoldgicas de grande relevancia. Ao otimizar protocolos de
transfeccdo e testar diferentes abordagens para melhorar a eficiéncia da
insercdo do gene eGFP, estabelecemos uma base sdlida para futuras
investigagbes sobre a aplicagdo de CRISPR/Cas9 em modelos bovinos. A
combinacdo de estratégias inovadoras e a exploracdo de novas metodologias
para o knock-in genético sdo passos importantes para o uso dessa ferramenta
biotecnolégica avancada, que tem o potencial de impulsionar o campo da
biotecnologia animal e da engenharia genética. Apesar de desafios, como a
insercdo de fragmentos de DNA satélite, os dados obtidos até o momento

reforcam a viabilidade e a promessa dessa tecnologia para futuras aplicacées.
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8.1

APENDICES

Tabela de primers

Nome do primer

Sequéncia (5 - 3’)

AATATTGCATCGTACGCGTACGTGTTT
GGATATCGAGAAATCGGCTGAGTTAAGTTAA

H11-GFP FWD
CGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCA
GAGCGC
AATATTGCATCGTACGCGTACGTGTTT
GGATATCACAAATCTCAAGCTCCTCGAGTTA
H11-GFP REV

ACTGAGAGACACAAAAAATTCCAACACACTA
TTGC

gRNA Bil1 FWD

CACCGGTTCTTGGAAGTATAGGGCA

gRNA Bil REV

AAACTGCCCTATACTTCCAAGAACC

gRNA Bilb FWD

CACCGTTCTTGGAAGTATAGGGCA

gRNA Bilb REV

AAACTGCCCTATACTTCCAAGAAC

gRNA Bi2 FWD AAACCATGCTCAATCCACAAAG
gRNA Bi2 REV CACCCTTTGTGGATTGAGCATG
gRNA Bi3 FWD CACCGGCAGCTCCAGGTTTAT
gRNA Bi3 REV AAACATAAACCTGGAGCTGCC

gRNA Bi4 FWD

CACCGGGCAGGGTGGGCAGCTCC

gRNA Bi4 REV AAACGGAGCTGCCCACCCTGCCC
gRNA Bi5 FWD CACCAAATCGGCTGAGTTAAGTCG
gRNA Bi5 REV AAACCGACTTAACTCAGCCGATTT

gRNA Bi6 FWD

CACCTCACTTGTGCCGAACCAGAA
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gRNA Bi6 REV

AAACTTCTGGTTCGGCACAAGTGA

gRNA Bi7 FWD

CACCTGCCCCAGTAAACGTGACAA

gRNA Bi7 REV

AAACTTGTCACGTTTACTGGGGCA

gRNA BMC FWD

CACCTAGCCATAAGACTACCTAT

gRNA BMC REV

AAACATAGGTAGTCTTATGGCTA

pX330E seq FWD2

AACGCCAGCAACGCGGCC

Bi H11 FWD CCCATCTCACCAGCTACTGGC
Bi H11 REV CTTCCCTCAAGACTCTGGTGCC
Bi H11 FWD2 CACTCAGGTCCCACTGCAGG
Bi H11 REV2 GACCATTCTGGTTCGGCACAAGTG
Bi H11 FWD3 CATGTCATCATGCTCTCCTTAC
Bi H11 REV3 GCCGATTTCTCAGTTCTTATCC
Bi H11 FWD4 ATGGAATTTGATCCAGGTTTCT
Bi H11 REV4 TATGGTCCTTTGTCACGTTTAC
Bi H11 FWD5 AGGGCTTATTTCTGAAGTTGAC
Bi H11 REV5 CTGTGTTCTTACTTCTCCGTTC
Bi H11 FWD6 CTTTGCTTGGTGCCTACA

Bi H11 REV6 CTCAAGCTCCTCGACTTAAC

Bi H11 FWD7 GCTTTGCCCTTTGCTTGGTG

Bi H11 REV7 GGCCCTCAACTCTAGTTTGACTTC
Bi H11 FWD8 GCATTTAGCTTCTGCTGTG

Bi H11 REVS GTCAACAGTTGGCTTCCT
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Bi H11 FWD10 GTCGAGGAGCTTGAGATTTG
Bi H11 REV10 GCCTCTTCAGTAGGTTCTTG
GFP H11 FWD CAACAGCCACAACGTCTAT
gPCR H11-GFP
GAGGGCCCTAAATGGATAAG
FWD1
gPCR H11-GFP REV1 CCAGTACACGACATCACTTT
gPCR H11-GFP
GCCCTGGCTCACAAATAC
FWD2
gPCR H11-GFP REV2 CCCAATCTGAGGTGACAAAT
gPCR H11-GFP out
TTGTGCCGAACCAGAATG

FWD

gPCR H11-GFP out
REV

CCAGAATAACTATGGCCTTGA

gPCR H11 C+ FWD

CCTCAACTTCCACGAGATTC

gPCR H11 C+ FWD

GAAACTAAGAGCCAGCTATGG
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8.2 Meios

Meio Dulbecco’s Minimum Eagle Medium (DMEM) MAE
Preparo do meio mée de DMEM para 1 litro:

o DMEM em po6 (baixa glicose), adicione 1 litro de agua MilliQ.
o Adicionar 3,7 g/L de bicarbonato de sodio.

o Ajustar pH para 6,9-7,0 e filtrar.

Meio DMEM USO
Preparo do meio DMEM USO para 200 mL:

. DMEM MAE: 180 mL.

. Soro Fetal Bovino (SFB): 10%.

o Adicionar 290 mg/L de L-Glutamina (2 mM), 110 mg/L de piruvato
de sdédio, 4500 mg/mL de glicose, 100 ui/mL de penicilina e 50 ug/mL de

estreptomicina. Filtrar.

Meio DMEM-MACT
Preparo do meio DMEM-MACT para 200 mL:

. DMEM MAE: 180 mL.

o SFB: 10%.

o Adicionar 290 mg/L de L-Glutamina (2 mM), 110 mg/L de piruvato
de sodio, 4500 mg/mL de glicose, 100 ui/mL de penicilina, 50 pg/mL de

estreptomicina e 5 pg/mL de insulina. Filtrar.

Meio de Coleta de Odcitos (OCM)

Preparo da base do OCM (sem suplementos) para 1 litro:
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o TCM-199 em po, adicione 1 litro de agua MilliQ.

o Adicione 350 mg de bicarbonato de sédio e 2380 mg de HEPES.

o Ajustar o pH para 7,4-7,5 e filtrar

o Em 1 litro de OCM sem suplementos, adicionar 600 pL de heparina
(4mg/mL), 20 mL de Soro Bovino Adulto (ABS) e 20 mL de Penicilina-
Estreptomicina.

Meio de Maturacao de Odcitos (OMM)

Para preparar 100 mL de Meio de Maturacdo de Odcitos (OMM), dissolva os

seguintes ingredientes em TCM 199:

o TCM 199 com sais de Earl: 88 mL

. SFB: 10 mL (10%)

. 100 pL gentamicina (50 mg/mL), 125 yL de FSH — Folltropin (20
pg/uL), 1 mL de piruvato de sodio (2,2 mg/mL), 1 mL de L-Glutamina ou
Glutamax (100x) e 200 pL de estradiol (1 mg/mL). Filtrar.

HEPES-TL (solucéo base)

Para preparar 1 litro da solucéo base, dissolver os seguintes reagentes em 500

mL de agua MilliQ:

o 6669 mg/L (114 mM) de cloreto de sddio (NaCl), 238,72 mg/L (3,2
mM) de cloreto de potassio (KCI), 168 mg/L (2 mM) de bicarbonato de sédio
(NaHCOs3), 48 mg/L (0,4 mM) de fosfato de sédio monobasico monohidratado
(NaH2P0O4.H20), 1,416 mg/L (10 mM) de lactato de sodio (727 g/L), 293,8 mg/L
(2 mM) de cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20), 101,65 mg/L (0,5 mM) de
cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl.6H20) e 2384 mg/L (10 mM) de
HEPES.

o Ajustar osmolaridade para 260-270 e pH para 7,3-7,4.

o Ajustar volume para 1 L e filtrar.
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HEPES-TALP
Para preparar HEPES-TALP, adicione em 500 mL de HEPES-TL:

o 1,5 g de BSA, 5 mL de piruvato de sodio (2,2 mg/mL) e 75 pL de

gentamicina (50 mg/mL). Filtrar.

IVF-TL

Para preparar 1 litro da solucdo base de IVF-TL, dissolver os seguintes

reagentes em 500 mL de agua MilliQ:

o 6669 mg/L (114 mM) de cloreto de sodio (NaCl), 238,72 mg/L (3,2
mM) de cloreto de potéssio (KCl), 2100 mg/L (25 mM) de bicarbonato de sodio
(NaHCOs), 55,2 mg/L (0,4 mM) de fosfato de s6dio monobéasico monohidratado
(NaH2P0O4.H:20), 1,416 mg/L (10 mM) de lactato de sédio (727 g/L), 222,2 g/L (2
mM) de cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20) e 101,65 mg/L (0,5 mM) de
cloreto de magnésio hexahidratado (MgCI.6Hz0).

o Ajustar osmolaridade para 260-270 e pH para 7,3-7,4.

. Ajustar volume para 1 L e filtrar.

IVF-TALP
Para preparar 100 mL de IVF-TALP, adicionar em 100 mL de IVF-TL:

. 0,6 g de EFAF BSA, 1 mL de piruvato de sodio (2,2 mg/mL), 20 L
de gentamicina (50 mg/mL) e 500 uL de heparina (4 mg/mL). Filtrar.

SOF-BEI

Para preparar 1L da solucdo base de SOF-BEI, dissolver os seguintes

ingredientes em 700 mL de agua MilliQ:

. 2106,15 mg/L (25,07 mM) de bicarbonato de soédio (NaHCOs3), 6294
mg/L (107,7 mM) de cloreto de sodio (NaCl), 533,8 mg/L (7,16 mM) de cloreto
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de potassio (KCI), 161,95 mg/L (1,19 mM) de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4), 99,6 mg/L (0,49 mM) de cloreto de magnésio hexahidratado
(MgCI.6H20), 172 mg/L (1,17 mM) de cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20)
e 5,3 mM de lactato de sodio (727 g/L).

o Ajustar osmolaridade para 260-270 e pH para 7,3-7,4.

o Ajustar o volume para 1 L e filtrar.

SOF-BEII

Para preparar 100 mL da solugdo uso de SOF-BEIl, dissolver os seguintes
reagentes em 100 mL de SOF-BEI:

. 0,4 g de EFAF BSA, 500 pL de glutamax (100X), 2 mL piruvato de
sédio, 1 mL de myo-inositol (100X), 1 mL de citrato de sodio (100X), 1 mL de
aminoacidos nao essenciais (100X), 2 mL de amino&cidos essenciais (50X) e 50
pL de gentamicina (50mg/mL).

° Filtrar.

8.3 Capitulo livro
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Animal Transgenesis and Cloning: Combined Development
and Future Perspectives

Melissa S. Yamashita @ and Eduardo 0. Melo

Abstract

The revolution in animal transgenesis began in 1981 and continues to become more efficient, cheaper, and
faster to perform. New genome editing technologies, especially CRISPR-Cas9, are leading to a new era of
genetically modified or edited organisms. Some researchers advocate this new era as the time of synthetic
biology or re-engineering. Nonetheless, we are witnessing advances in high-throughput sequencing,
artificial DNA synthesis, and design of artificial genomes at a fast pace. These advances in symbiosis with
animal cloning by somatic cell nuclear transfer (SCNT) allow the development of improved livestock,
animal models of human disease, and heterologous production of bioproducts for medical applications. In
the context of genetic engineering, SCNT remains a useful technology to generate animals from genetically
modified cells. This chapter addresses these fast-developing technologies driving this biotechnological
revolution and their association with animal cloning technology.

Key words Genetic engineering, Animal cloning, Animal transgenesis, Synthetic biology, Genome
editing

1 Livestock Genomes as the Context for Transgenesis

The detailed knowledge about the structure of our genomes [1]
indicates that transgenesis may be a natural, ancient, and more
common process than we would expect. To begin our discussion,
we must revisit the concept of a transgene: “A transgene is a gene or
genetic material that has been transferred naturally or by genetic
engineering technologies, from one organism to another.” There-
fore, transgenesis (TG) is a form of horizontal gene transfer
between evolutionary distant species. In light of this concept, let
us look at a few observations: dissociation and association analysis
by DNA hybridization show a large fraction of our genome is
composed of repetitive DNA [2]. Genome-wide sequencing of
several species shows that more than two-thirds of their genomes
contain noncoding elements [ 1, 3]. This noncoding DNA is mostly
composed of repetitive sequences, such as transposable elements
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(TE) or transposons [3, 4]. Although the origin of TE is not
completely known, due to their similarity to sequences found in
virus genomes, they are believed to have originated from the natu-
ral insertion of retroviral DNA into the genome of our ancestors
[5]. Other ways of incorporating DNA sequences from species
distant in the evolutionary tree of life (named horizontal gene
transfer), which is nothing more than a natural form of TG, come
from the symbiosis between eukaryotic and prokaryotic cells. Fur-
ther, organelles (e.g., mitochondria and chloroplasts) have proba-
bly evolved from symbiotic interactions between eubacteria and
primitive eukaryotic cells, with the transfer of bacteria genes to
the eukaryotic genome [6, 7]. We now acknowledge that more
than half of the genes encoding mitochondrial and chloroplast
proteins are located in the nuclear genome of animals and plants.
These nuclear—cytoplasmic interactions are essential for organelle
viability and organism survival [7].

Another known source of horizontal gene transfer is parasitism.
Agrobacteria are parasitic prokaryotes that reside exclusively within
plant roots. Studies have proven the transfer of genes from the
genome of agrobacteria to plant chromosomes [8]. The most
surprising fact is that these viral and bacterial genetic remnants
introduced in plant genomes remained active and play roles in the
metabolism of host cells, some of which appear to be essential for
plant development and survival [8, 9]. Therefore, TG is a natural
process and essential to organism survival throughout evolution.
For instance, researchers identified Agrobacterinm rhizogenes genes
naturally transferred to the sweet potato (Ipomen potatoes) genome
[9], which are transcriptionally active in the roots of this tuber.

According to the definition of TG, the sweet potato is a natural
TG product and has been consumed by humans for over thousands
of years. This observation corroborates with discoveries made by
Barbara McClintock, who in the 1950s observed that more than
80% of domestic maize genome is composed of TE [10], with a
probable viral origin [11]. This puts corn in the class of natural TG
foods that have been consumed extensively over several millennia,
well before the introduction of Bacillus thuringiensis corn
(Bt-Corn) in our TG-crop menu in the 1990s [12]. Horizontal
gene transfer is not documented only in bacteria, archaea, and
plants, but also in placental mammals. The placenta evolved in the
ancestors of mammals about 150 million years ago. It begins to
form by the segregation of trophoblast and inner cell mass cells in
the blastocyst-stage embryo. Trophoblast cells proliferate exten-
sively and form the syncytiotrophoblast through an intense process
of cell fusion. This cellular phenomenon is intermediated by cell
surface proteins, named syncytins, which are protein-coding genes
from endogenous retroviruses. These sequences were systematically
incorporated into the genome during the evolution of placental
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mammals [13-15]. Therefore, the evolution of eutherian species
(including humans) depended upon natural TG events.

Increasing genomic data support a scenario in which our
genome behaves as an “ecosystem,” in which several transgenic
sequences combine over time to form novel genomes in evolving
species [11]. These facts challenge the fiercest and most compelling
arguments against the human consumption of TG-derived foods
because these arguments lack support of scientific data. If most of
what we eat is TG (if not all), what kind of threats could man-made
TG food provoke? If society had more access to the data we dis-
cussed above, would it be so averse to the consumption of
TG food? We should have a more critical and realistic view of our
positions, especially those with scientific knowledge, before con-
demning any technology.

Since the evolution of DNA recombinant technology in the
1980s, we started to use our intelligence to execute horizontal gene
transfer in a designed manner [16]. Therefore, we bring to this
review some background on directed horizontal gene transfer
applied to livestock genomes, with the intent to produce biomole-
cules in the so-called bioreactors (or biofactories), to improve
animal production traits, to increase disease resistance, among
other applications. As described below, we are witnessing an aston-
ishing and quick development in the biotechnological toolbox for
genome engineering, which is an inescapable process for our cul-
tural and scientific evolution.

2 The Dawn of Recombinant DNA Technology and Animal Transgenesis

Restriction endonucleases isolated from several species of eubac-
teria were the first genetic scissors, which are enzymes that perform
double-strand cleavage at specific DNA palindromic sequences
[17, 18]. The phenomena of Lambda phage growth restriction
presented by distinct strains of Escherichia coli were characterized
in the 1950s [19, 20]. The identity of the “restriction factor”
became clear with the characterization of enzymes responsible for
bacterial defense against DNA invasions from Lambda bacterio-
phages [21, 22], collectively named restriction enzymes. Therefore,
it took more than 10 years from the discovery of restriction
enzymes to its first biotechnological application. However, the
most interesting fact is the origin and evolution of restriction
enzymes, which remains attributed to several events of horizontal
gene transfer (or natural TG) among distinct prokaryotes species
[23, 24]. The possibility of in vitro DNA manipulation made
possible the construction of engineered plasmid vectors and trans-
formation of E. coli with these synthetic auto-replicative DNA
elements [25]. This event bookmarked the dawn of genetic engi-
neering field. Soon after, Genentech produced the first
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biotechnological product in bacteria, which was the human
somatostatin hormone [26]. This milestone opened the way for
the company to clone and produce recombinant human insulin in
E. coli, the first human-made TG product to reach the market
[27]. The first biotechnological product targeted for the livestock
market, which was developed by a joint venture between Genen-
tech and Monsanto, was the recombinant bovine somatotrophin
(BST or bovine growth hormone) also produced in E. coli
[28, 29]. BST remains commercially available and holds intense
demand to increase milk production in dairy cattle [30]. However,
the first genetically modified (GM) animal was a mouse produced
by transgene delivery into pronuclear stage embryos (i.e., pronu-
clear microinjection), which was pioneered by three independent
research groups [31-33]. Since then, GM mice produced by pro-
nuclear microinjection (Fig. 1) became a flagship of gene transfer in
laboratory animals [34, 35]. Soon after, GM livestock animals (i.c.,
rabbits, pigs, and sheep) were described in a single work [36]. How-
ever, pronuclear microinjection is inefficient in large livestock ani-
mals such as cattle [37] and does not support gene targeting by
DNA homologous recombination [34]. More than one decade
later, the first cloned animal (sheep) by somatic cell nuclear transfer
(SCNT) surged as an alternative to pronuclear microinjection
[38, 39]. This promise was soon fulfilled by the report of transgenic
sheep carrying the clotting factor IX protein gene driven by a
mammary gland-specific promoter [40]. SCNT was appealing for
transgenesis because primary somatic cells could be isolated, trans-
fected with transgenes, and selected for transgene expression level
and copy number before SCNT [41] (Fig. 2). Since transgene
integration occurs randomly, TG cells generated by such means
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may be screened for transgene integration sites [42 ], to discard cell
clones carrying transgenes integrated into gene bodies or noncod-
ing regulatory sequences, which may affect full-term developmen-
tal potential after SCNT. Gene targeting for livestock became viable
a few years later, thus demonstrated by the targeted insertion into
multiple loci in sheep [43, 44].

There are dozens of GM livestock documented in the scientific
literature, although few reached the approval status (Table 1). The
list of promising products that perished during the hard and long
way from scientific labs to the final market is extensive. It is worth
mentioning a few examples to illustrate some pitfalls that can hurdle
the progress of GM animal products. The so-named “ecological
pig” is an example of a brilliant idea and concept that was not
adopted by commercial partners to put it on supermarket shelves.
It was a GM pig expressing an E. colz phytase genes in the saliva,
which would empower the animal with the capacity to digest
dietary phosphorus, thus reducing phosphorus waste by 75%
[45]. Therefore, the use of these transgenic pigs could result in a
significant decrease in phosphorus pollution from the pig industry,
with a great impact on the reduction of environmental pollution.
Another case is the production of alpha 1-antitrypsin produced in
the milk of TG sheep named Tracy [46]. Tracy was developed by a
team of The Roslin Institute at the University of Edinburgh and the
company PPL Therapeutics. However, the engineered protein
caused unexpected breathing problems in human subjects during
clinical trials, which ultimately lead to research and development
discontinuation. Due to their high value in the market, the biomo-
lecules for pharmaceutical applications are among the first targeted
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Table 1

Genetically modified animals and their products available in the market

Product (brand
name)

Company Animal Approval status

Fluorescent fish
(GloFish)

Antithrombin III
(Atryn)

C1-Esterase Inhibitor
(Ruconest)

Sebelipase Alfa
(Kanuma)

Salmon + GH
(AquaAdvantage)

Factor VIIa
(Sevenfact)

Spectrum Brands  Fish Taiwan and the United States in 2003

rEVO Biologics Goat EU in 2006 and the United States in 2009
(LFB Group)

Pharming Rabbit EU in 2010 and the United States in 2014

Alexion Chicken EU and the United States in 2015
Pharmaceuticals
AquaBounty Salmon The United States in 2015 and Canada in 2016

but currently suspended

LEB Group Rabbit  The United States in 2020

genes of interest to be produced in the mammary gland of GM
livestock, [ 34 ]. Therefore, many attempts were recorded only in the
patent databases, most of them linked to the Pharming group, like
the human recombinant collagen produced in the milk of GM
animals (USPTO Filing Date: 01 ,/15,/1994), and the recombinant
human fibrinogen (rhFIB) (USPTO Filing Date: 01/15,/1999).
Both patents appear to have been abandoned.

Monoclonal antibodies (mAb) represent another type of bio-
molecules for biotechnological applications, such as for diagnosis,
immunotherapy, compound purification, among others. The ther-
apeutic use of mAD is by far its most valuable application, represent-
ing a market of hundreds of billion dollars for the pharmaceutical
industry [47]. The mAb may treat several conditions, as diverse as
migraine, Alzheimer, asthma, cancer, viral infection, and autoim-
mune diseases. However, cancer treatment is by far the hottest spot
for mAb development, with more than 79 mAbs approved by the
FDA in the recent years [48]. They were originally produced in
hybridomas of mouse and human cells [49], and this process is still
used frequently. However, limitations such as low scalability
(low-throughput) and low automation of these hybridomas have
propelled the development of recombinant monoclonal antibody
technology by Fab/phage display [50]. Other routes to pro-
duce recombinant mAb are mammalian cell lines (e.g., CHO cell
line) or in the milk of GM livestock [35].

An innovative and challenging approach to produce human
polyclonal antibodies in cattle began in the late 1990s by Hematech
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LCC [51], a company acquired by Kirin in 2005 and later by SAB
Biotherapeutics in 2014. The first effort toward this goal was to
transfer an artificial human mini-chromosome to cattle fetal fibro-
blasts and their subsequent use for SCNT to generate transchro-
mosomic cattle (Tc Bovine™). These cloned Tc cattle were viable,
carried the artificial mini-chromosome, and display human and
cattle immunoglobulin in the blood plasma [51]. To abolish immu-
noglobulin production from cattle gene orthologs, researchers
carried out sequential gene deletion of cattle immunoglobulin
alleles in cattle fetal fibroblasts [52]. Since primary somatic cells
may undergo replicative senescence after extensive culture [53],
one allele was deleted at a time and used for SCNT to generate
cloned fetuses and calves, thus allowing to rejuvenate cells for
another round of gene deletion [52]. This re-cloning scenario
allowed the deletion of several alleles in a single-cattle genome
[52]. Further improvements in the construction of artificial mini-
chromosomes allowed the production of Tc cattle with adequate
production of human polyclonal antibodies for therapeutic applica-
tions [54-57]. This human polyclonal production platform was
named DiversitAb™ and was used to produce neutralizing antibo-
dies to the Ebola virus [58], and is currently submitted for trials to
produce antibodies against the Coronavirus SARS-CoV-2. How-
ever, after 18 years of development, this promising technology has
still not arrived in the marketplace.

3 GMO and Regulatory Aspects

To provide a perspective, the high rate of failure and bankruptcy
observed in GMO companies (with emphasis on the ones focused
on transgenic livestock or derivative products), requires under-
standing the intricate deregulatory process for approval of GMOs
(or derivative products) for commercial purposes. The concerns
about GMOs’ biosafety began immediately after the report of the
first GMO [25]. The initial document on the topic was entitled
“Potential Biohazards of Recombinant DNA Molecules”
[59]. One year later, a meeting at Asilomar (CA, USA) established
the first proposal for a regulatory framework specific to GMOs and
their derivatives. In 1976, the National Institutes of Health (NIH)
formed the rDNA advisory committee to address the issues asso-
ciated with GMOs. For decades, countries have adopted their own
protocols and guidelines to access GMO risk and establish work-
flows to approve GMOs. Only in 1990 the joint venture of the
World Health Organization (WHO) and the Food and Agriculture
Organization (FAO) produced the report “Strategies for Assessing
the Safety of Foods Produced by Biotechnology” with the objective
to standardize protocols for assessing the safety of GM foods and
establish an international guideline. However, the intention to
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unify the protocol of risk assessment and liberation of GMO was
not easy, and many attempts were done until now. In 1993, the
Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) released the report “The safety evaluation of foods
derived by modern technology—concepts and principles”. This
report recommended the assessment of the potential risks of GM
food on a case-by-case basis using the principle of substantial
equivalence. The principle of substantial equivalence establishes
that the GMO food (or derivatives) should be assessed by compar-
ing it with a similar traditional food that has proven to be safe in
normal use, with a long history of safe use, the so-called conven-
tional equivalent. The principle of substantial equivalence was a
milestone in the GM food risk assessment and is used by many
countries to some extent. Another landmark for the adoption of a
unified protocol and guideline for GMOs food risk assessment and
international commercialization, transfer, handling, and use was
the Cartagena Protocol on Biosafety, inaugurated in 2000 and
becoming mandatory for the 172 signatory countries in 2003
(https: //bch.cbd.int/protocol /). In parallel with Cartagena Pro-
tocol, the FAO and WHO published the Codex Alimentarius
International Food Standards (http: //www.fao.org/fao-who-code
xalimentarius/en/), a document to help countries coordinate and
standardize the regulation of GM food and facilitate international
trade. Since the Cartagena treaty and the Codex Alimentarius, the
deregulation process involving GMOs became more standardized
among the majority of countries. However, each country still has its
autonomy to relax or toughen up its policies regarding GMOs and
derivatives. For example, the EU and Brazil label products as “GM
containing” if carrying >1.0% of GMO-derived content. Labeling
is voluntary in other countries (e.g., The United States), although
some US states are adopting the mandatory GM food labeling.

To release a GMO or its derivatives in the market, several years
and substantial financial investments are spent in experiments,
extensive product testing, technical reports, risk assessments, and
product labeling, which are demanded by regulatory agencies.
Several countries hold regulatory agencies for this purpose
(Table 2). The extensive regulatory network and bureaucracy are
prohibitive for small and medium biotech companies. Hence, these
circumstances lead to high market concentration [60].

Twenty years after the production of human clotting factor IX
protein in transgenic cloned sheep, the production of this protein
remains restricted to transgenic mammalian cell lines [61]. This
shows the uncertainty in producing biomolecules in GM animals
and may explain the vast majority of attempts which do not lead to
product approval and availability in the market [ 34, 35].

Unlike the expectations, the first marketable GM animal was a
fluorescent fish intended for the pet market. Named GloFish, the
first Green Fluorescent Protein (GFP) ubiquitously expressing
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Ten of the most relevant regulatory agencies in the world

Country

or region Deregulation agency

Africa Common Market for Eastern and Southern Africa

Argentina National Agricultural Biotechnology Advisory Committee (environmental impact),
National Service of Health and Agrifood Quality (food safety), and National
Agribusiness Direction (effect on trade)

Australia Office of the Gene Technology Regulator (overseas all), Therapeutic Goods
Administration (GM medicines), and Food Standards Australia New Zealand
(GM food)

Brazil National Biosafety Technical Commission (CTNBio) and Council of Ministers (only for
socioeconomic issues if summoned by ministers or the president)

Canada Health Canada and the Canadian Food Inspection Agency

China Office of Agricultural Genetic Engineering Biosafety Administration (OAGEBA)

Europe Union
England
India

The United
States

European Food Safety Authority (EFSA)
Department for Environment Food and Rural Affairs

Institutional Biosafety Committee (IBSC), Review Committee on Genetic
Manipulation (RCGM), and Genetic Engineering Approval Committee (GEAC)

USDA (agriculture), FDA (food and drug safety), and EPA (environmental impact)

zebrafish, was developed and patented by a group from the
National University of Singapore in 2000 (Patent WO,/2000/
049150). The rights to commercialize the GFP Zebrafish were
acquired by Yorktown Technologies and more recently were trans-
ferred to Spectrum Brands Inc. in 2017. In parallel, the GFP
Medaka fish was developed by the National Taiwan University
and licensed by Taikong Corp under a different brand name.
Since then, several fluorescent proteins were introduced in orna-
mental fish like Barbs, Tetras, and Rainbow sharks, besides the
aforementioned Zebra and Medaka. The GloFish was approved to
be sold in Taiwan and the United States by 2003, thus becoming
the first GM animal to be sold directly to consumers. Several con-
cerns and disputes have involved the commercialization of GloFish
around the world due to the potential risks of contention scape and
natural habitat colonization [62, 63 ]. However, studies have shown
that GloFish are less efficient in mating and reproduce in natural
environment than their non-GM counterparts [64 ], hold increased
predator vulnerability [65], and display a low risk of habitat inva-
siveness [66]. Therefore, scientific evidence predicts a low risk of
environmental damage for these fancy pets. Since GloFish were not
intended for human or animal food chain or biomolecule
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production, it is considered an atypical case of GM organism
(GMO) deregulation, which could explain its unexpected relatively
fast approval. GMO deregulation usually takes much longer, with
much greater associated costs before product approval for commer-
cialization. For instance, recombinant Antitrobin IIT (Atryn™)
produced in GM goats was the first bioproduct approved for phar-
maceutical purposes. Atryn was originally developed by Genzyme
Corp. and first documented in the early 1990s [67]. After three
rounds of acquisitions (Genzyme Corp., GTC Biotherapeutics, and
now rEVO Biologics) and 15 years of deregulation process, Atryn
was approved to be commercialized in the European market, and
3 years later in the US market [35]. The long bureaucratic deregu-
lation process, the high costs of development and clinical trials,
make the business of selling recombinant bioproducts produced
in GM livestock a very risky enterprise. The list of unsuccessful
attempts to launch these biomolecules in the market, as well as
the list of companies that disappeared or went bankrupt during
the process of product development, is enormous. Another
emblematic example is the AquaAdvantage™ salmon, which is a
fast-growing GM Atlantic salmon carrying a copy of the growth
hormone gene ortholog from Chinook salmon and a gene pro-
moter from the ocean pout, developed by the AquaBounty Tech-
nologies since 1989 [68, 69]. After 26 years, the AquaAdvantage
was approved for commercialization (Table 1), albeit with several
restrictions and safety precautions. However, due to the lobbying
of salmon farming industry, the US Congress asked the U.S. Food
and Drug Administration (FDA) agency to block AquaAdvantage
salmon commercialization, while lawmakers were agreeing on
labeling guidelines about the production of engineered foods.
Only in 2019 the FDA lifted the restrictions for importing and
commercializing the AquaAdvantage salmon, albeit this commer-
cial dispute “disguised” of food safety or environmental risk con-
cerns seems to be far from ending. This new “disguise” of
international trade protectionism is becoming commonplace since
it is easier to place commercial barriers justified on sanitary, food
safety, or environmental risk concerns, instead of an allegation of
internal market protection [70, 71]. In sharp contrast, genetically
edited organisms (GEO) face softer deregulation pipeline, which
may overcome some of these drawbacks, as described later in this
chapter.

The beginning of the twenty-first-century eye witnessed novel
technologies for precise editions of the genome, collectively called
genome editing tools. These discoveries and further developments
are thus revolutionizing the GMO-associated industries. Genome
editing allows a drastic reduction in the regulatory pipeline in many
countries and lowers the costs and timeline to generate GM organ-
isms (microorganisms, plants, and animals), also known as GEO,
and to potentially deliver them to the marketplace. This revolution
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is opening the “doors” of the biotechnology industry to smaller
companies or even startups around the world.

4 Genome-Edited Organisms (GEO)

One major goal of the biotechnology field was to develop molecu-
lar scissors capable of specific site-directed editions in eukaryotic
genomes [72]. This approach is known as genome editing, and the
enzymes able to reach this goal were named site-directed nucleases
(SDNs). Rare-cutting endonucleases, homing endonucleases, or
meganucleases were the initial candidates for editing complex gen-
omes [72, 73]. These nucleases, which are mostly composed of
introns of mobile genetic elements, thus have a recognition site of
18-30 nucleotides (Fig. 3a), which makes them a feasible candidate
for a single edition in genomes with over 10° base pairs in size
[74]. However, it was challenging to engineer them to edit a single
targeted DNA sequence in the genome. The application of engi-
neering approaches frequently diminished the endonuclease cleav-
age activity [74]. However, fusion of zinc-finger DNA-binding
domains with the catalytic domain of Fok I nuclease, also known
as zinc finger nucleases (ZFNs), made it possible to target, with
relative high precision (Fig. 3b), a desirable site of the genome
[75]. This improvement was recognized as the beginning of the
genome editing era.

Among the most recent and promising techniques for targeted
editing of eukaryotic genomes, we can mention ZFNs, transcrip-
tion activator-like effector nucleases (TALENs), and, more
recently, the nucleases directed by RNA guides of the Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)-
associated system protein (CRISPR-Cas) technologies [76]. The
ZFNs are considered the first generation of nucleases engineered to
cut a specific location of plant and animal genomes [77], as
described above. However, due to the lower specificity in DNA
binding, ZFNs edit the intended site (on-target) and frequently in
other nonintended sites (off-target), which is the main potential
undesirable side effect of genomic editing technologies [77]. The
second generation of targeted nucleases were TALENSs (Fig. 3c),
which are DNA-binding proteins produced by plant pathogenic
bacteria to regulate gene expression in the host genome
[78]. Each DNA recognition domain in TALENS binds to a single
nucleotide in the targeted genome, a fact that made this genomic
editing technology more accurate than ZFNs [79]. However, the
construction of TALENs involves the concatenation of dozens
(usually about 30) DNA-binding domains, where each domain of
34 amino acids recognizes a specific single nucleotide. Nonetheless,
this process involves a great time and effort in vector construction
and at a high cost [78]. More recently, a new genomic editing
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Fig. 3 Genome editing tools
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technology called CRISPR-Cas (Fig. 3d) was developed based on
the discovery of an adaptive immunity system present in bacteria
and archaea against invading nucleic acids, commonly of viral origin
[80]. The great advantage of this technology is that it relies on base
pairing between a guide RNA (gRNA) and the genomic site, thus
guiding the Cas9 nuclease to the target DNA sequence [81]. To
reinforce the simplicity of CRISPR-Cas9 gene editing, during the
construction of TALENs vectors, two domains of 30 repetitions of
approximately 1800 nucleotides each (which will encode the pro-
tein domains of binding to the target DNA) are needed to give the
desired specificity to the Fok I nuclease. In sharp contrast, CRISPR-
Cas9 requires a sequence of 17-20 ribonucleotides in a context of
80 invariant ribonucleotides (scaffold sequence) to design the
gRNA. These features allow researchers to rapidly create hundreds
of customized (site-specific) gRNAs at a low cost [76]. These
characteristics made CRISPR-Cas the prime technology for
genome editing in the recent years, overtaking by far the other
genome editing technologies [82].

The major concern about genome editing is the off-target
effect (OTE), which is the impact within a cell of unintended
editions on the recipient genome. These OTEs may vary from
innocuous changes to disruptions of genes required for survival
[83]. The OTE has been identified in all classes of SDN, thus
including ZFNs [83, 84], TALENs [85], and CRISPR-Cas9
[86, 87]. Off-targets originate from base mismatch tolerance
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found in all SDNs regarding their DNA sequence recognition
[84, 85, 88]. However, astonishing approaches to reduce
off-targets during genome editing mediated by CRISPR-Cas9
have been developed recently. Creative strategies using Cas9
nickases [89] or Fokl-dead Cas9 fusion proteins [90] make the
binding of two sgRNAs in tandem to produce the double-strand
brake (DSB) in the targeted site necessary. This kind of approach
increases the DSB specificity and can reduce detectable off-targets
by 10,000-fold [91]. Another way to improve genome editing
precision is by engineering the Cas9 nuclease to increase its speci-
ficity for target site recognition. This goal was reached with several
mutations on Cas9 sequence that reduce oft-target frequency
[92]. High-fidelity Cas9 (SpCas9-HF1) engineered by four
amino acid substitutions (N497A, R661A, Q695A, and Q926A)
increases Cas9 specificity and shows no detectable OTE [93]. Fur-
thermore, the truncation of the sgRNA from 20 bp in length to
17 or 18 bp could increase the target specificity up to 5000-fold
[94]. Finally, all these strategies (e.g., Cas9 dimerization, Cas9
engineering, and sgRNA truncation) can be associated to make
the DSB so specific that OTE could be abolished or become
negligible. Even with an extremely high fidelity and a very low
incidence of off-targets, there is still a need to screen engineered
genomes for oft-target editions. Thanks to the advancement of
whole-genome sequencing with next-generation sequencing tech-
nologies, it is now possible to screen gene-edited cells for OTE with
high efficiency and relatively low costs [95, 96]. Collectively, these
features made CRISPR-Cas technology feasible, widely adopted,
technically simple, “and of low-cost”.

5 GEO and Regulatory Aspects

As mentioned earlier, the GMO deregulation process is expensive
and long. This has a collateral effect of provoking a high concentra-
tion of GMO market in the hands of a few biotech conglomerate
groups and limiting the free competition [60]. The popularization
of CRISPR-Cas technology may revert this scenario and put small
biotech companies or startups in the GEO market, with beneficial
effects for consumers [97]. However, the breadth and depth of
such impact of GEO on livestock and pharmaceutical markets will
depend on the new biosafety regulatory framework adopted around
the world. Therefore, if a GEO is considered equivalent to a GMO,
it may have to undergo those costly and lengthy deregulation
processes [98]. Since the revision of biosafety regulatory framework
toward the inclusion of GEO in a distinct category of GMO is
ongoing, there are different positions among governments on this
topic [99]. For example, the EU adopted the most restrictive
approach to GEO regulation, focusing the biosafety analysis on
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the process and equating it to GMO analysis [100]. Argentina was
the first country to put GEO deregulation in a different status of
GMOs regarding the biosafety in 2015, focusing on the absence of
external (transgenic) DNA in the final product, not the technology
itself [101]. In the following years, many other countries (mainly
livestock and crop exporters) adopted different rules for GEOs’
biosafety analysis and deregulation, also focusing on the final prod-
uct not on the process [102, 103]. Despite differences between
countries, there is already a consensual workflow and terminology
for GEO deregulation [99, 102]. There are three different types of
SDN approaches to produce a GEO: SDN-1, where the nuclease
induces a DSB, which is repaired by the targeted organism mainly
through non-homologous end joining (NHE]) accompanied by a
few random base substitutions, known as small insertions or small
deletions (indels); SDN-2 is similar to SDN-1, albeit with the
addition of a short single-stranded oligo DNA nucleotides
(ssODNs) of 50-100 bp guiding the repair; and SDN-3 which is
similar to SDN-2 but with the addition of DNA template with a
sequence of interest flanked by DNA sequences homolog to the
targeted site, generally obtained by DNA repair using homologous
recombination (HR) [102]. Several countries are adopting a case-
by-case process focused on the final GEO product, where SDN-1
and 2 are considered nontransgenic (non-GMO), and SDN-3 is
considered a GMO and has to undergo the conventional GMO
deregulation process [104, 105]. SDN-1 and SDN-3 are usually a
consensus of non-GMO and GMO regulatory policies, respectively.
The discrepancy between interpretations is whether SDN-2 is a
GMO or not (and the size of the ssODN template accepted).
Further, most regulatory documents make reference to ssODN of
a “few bases,” without a precise size for ssODN length [98, 105,
106].

The majority of new biosafety regulatory documents developed
for GEOs reference SDN-2 as a non-OGM, with the exception of
Australia and Canada [98, 107, 108]. Most species used to generate
GMOs are commercialized internationally as commodities (live-
stock and crops), so a consensus on deregulatory process is highly
desirable to facilitate the commercialization of OGM products or
derivatives around the world. For this reason, several efforts were
made to establish a standardization of the deregulation process.
These efforts, described in detail in the Subheading 3, resulted in
the Cartagena Protocol on Biosafety (https://bch.cbd.int/proto
col/) and the Codex Alimentarius International Food Standards
(http: //www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/en/).  These
two protocols signed by more than 170 countries standardize the
biosatety workflow of OGMs in the world. The same effort is
demanded for GEOs by the scientific community and the private
sector [98-102, 105]. This process is already in progress since there
was an Organization for Economic Co-operation and
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Development (OECD) conference on “Genome Editing: Applica-
tions in Agriculture-Implications for Health, Environment and
Regulation” held on June 2018 in Paris [106]. In this conference,
policymakers, scientists, innovators, and other stakeholders
debated to build a consensus policy and protocol to be adopted
by OECD members for GEO commercialization in the foreseeable
future.

6 Genome Editing Applied to Livestock Animals

Humans have shaped the genome of livestock species for centuries
by applying selective breeding, with limited or no understanding of
the genetic basis of heredity [109]. In the first half of the twentieth
century, independent research groups showed the increase in phe-
notypic (and genotypic) variation by radiation or chemical-
mediated mutagenesis. Despite its utility for plant breeding, such
technologies cause random mutations and could not be directed to
a specific locus [110].

In the second half of the twentieth century, the first targeted
genomic changes in yeast and mice genomes were produced using
homologous recombination (HR) [111-114]. The HR technology
was precise but very inefficient. To tackle this hurdle, researchers
relied on mouse “embryonic stem cells (ESCs)” to perform tar-
geted gene modifications by HR. Despite the extremely low inci-
dence of correct gene modifications, ES cells offered two unique
advantages that characterize them: infinite proliferative capacity and
pluripotency, which is the potential to give rise to all cell types of the
body [115]. Therefore, ESCs carrying disrupted genes (knockout)
could be expanded by clonal selection (without replicative crisis)
and could contribute to mouse development by their introduction
into preimplantation embryos [115]. The ES-based transgenesis
technology placed the mouse at the center stage for investigating
gene function and modeling human diseases [115]. However, no
bona fide ESC lines have been described so far for livestock species,
despite many efforts over decades of research. Nowadays, genome
editing technologies surpassed these problems by their association
with SCNT cloning or in some cases when delivered directly into
one-cell embryos (zygotes). These approaches enabled direct
genetic manipulation in essentially all cell types or complex animal
genomes [109].

The ability to generate a DSB in the sequence of interest is the
key step of a genome editing technique using SDN [109]. The
different types of SDN (e.g., ZFNs, TALENs, CRISPR-Cas) share
the same potential to induce gene disruption by NEH] or
homology-driven repair by HR, which consists of DNA cleavage
at specific sites followed by cellular repair of the DSB [116]. This
repair can be in the absence or presence of DNA molecules
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presenting homologous sequences surrounding the DSB. The
NHE] repair is activated in the absence of a DNA template, while
HDR relies on homologous DNA templates [116]. These two
pathways can be used for different genome editing applications,
such as knockouts (NHE]) or knockins by gene targeting (HDR).
Knockout rats were initially produced using ZFNs due to the
disruption of immunoglobulin M (IgM) and Rab38 genes
[117]. Similar to ZFNs, the first animal generated using TALENs
technology was a knockout rat for the IgM locus [118]. Soon after,
the tyrosinase (Tyr) gene was disrupted by an exogenous CRISPR-
Cas9 in the mouse, thus producing biallelic editions, leading to
albino animals [119]. In a time span of less than 5 years, genomic
editing evolved from ZFNs to CRISPR-Cas and became a widely
used technology. In the following sections, we show examples of
relevant livestock species that have been modified by genome edit-
ing for pharmacological research or to introduce traits that improve
the economic relevance of such organisms.

Rabbits hold commercial interest in the context of transgenesis.
Comparing rabbits with cows, rabbits have a gestation time of
1 month versus 9-10 months in the cows, and rabbit maturation
(time to reach reproductive age) takes 5—6 months while cows take
15-20 months, and have a much smaller adult size [120]. Due to
these features, rabbits became appealing for transgenesis and
deliver results in a shorter period of time [120]. Furthermore,
rabbit milk contains 2.5-fold more protein yield than sheep and
4.8-fold than goat milk, a fact that makes rabbits an attractive
platform for producing heterologous proteins. Milk production in
a lactating rabbit may reach 170-220 g/day and up to 10 kg/year,
which may lead to up to 20 g/L of heterologous protein
[121]. These factors make transgenic rabbits of lower cost com-
pared with other livestock animals [ 120, 121]. Many heterologous
proteins have been produced in transgenic rabbits, such as
interleukin-2 [122], insulin-like growth factor-1 [123], growth
hormone [124], lactoferrin [125], al-antitrypsin [126], anti-
thrombin [127], C1 inhibitor [128], erythropoietin [129], and
a-glucosidase [130].

Recent studies used CRISPR/Cas9 for producing transgenic
rabbits to model human disease, test pharmaceutical drugs,
enhance economical traits, and produce heterologous proteins in
their milk [131]. Transgenic rabbits offer the potential to mimic
human diseases by replacing rabbit alleles with disease variants
found in the human gene orthologs, which subsequently leads to
pathophysiological conditions mirroring the human disease condi-
tion [132]. For example, a rabbit model was developed for safety
drug testing with more reliable results in predicting proarrhythmia
potential [131, 132]. Rabbit physiology also offers advantages to
studying certain human diseases and test new drugs (e.g.,



6.2 Sheep and Goats

Animal Transgenesis and Cloning 137

atherosclerosis) due to their unique lipid metabolism much similar
to humans [133]. Under this scenario, CRISPR-Cas9 was used to
generate double knockout rabbits by inducing deletions in the
apolipoprotein E and the low-density lipoprotein (LDL) receptor
genes [134]. These animals showed hyperlipidemia, aortic and
coronary atherosclerosis, and physiological alterations that sup-
ported their potential as models of atherosclerosis development
and for testing new therapies [134]. Duchene muscular dystrophy
(DMD) is another disease in which rabbits have potential as pre-
clinical animal models. Using CRISPR-Cas9, dystrophin knockout
rabbits displayed muscular dystrophy features with close resem-
blance to the human condition, thus suggesting that it may be a
better model for DMD research than other species [135]. The
interleukin 2 receptor subunit gamma (IL2RG) gene is essential
for signal transduction between interleukins, and mutations in this
gene can cause X-linked severe combined immunodeficiency in
humans. Therefore, disrupting IL2RG may lead to an animal
model with immunodeficiency [136]. CRISPR-Cas9 was used to
knock out the IL2RG gene and generated immunodeficient
rabbits, with potential for transplantation studies as xenograft mod-
els [136]. Growth differentiation factor 8 (GDEFS8 also known as
myostatin) is an interesting gene for engineering livestock for
improved meat production since its deletion causes muscle hyper-
trophy and further increases carcass yield. Guo et al. [137] were
able to develop GDEF8 knockout rabbits using CRISPR-Cas9,
which displayed higher birth weight and improved growth rates.
Rabbit coat color is another trait of economic value. The melano-
cortin 1 receptor (MCI1R) locus defines the rabbit coat color, and
the disruption of this gene using CRISPR-Cas9 led to a novel pale-
yellow coat color [138].

The first report of a transgenic livestock through pronuclear micro-
injection was published nearly four decades ago [36]. The success-
ful cloning of sheep from differentiated embryonic cells and the
cloning of Dolly the sheep from adult somatic cells offered a new
route to generating transgenic sheep from GM-cultured cells
[37, 38]. Likewise, GM fetal fibroblast cells served as donor cells
to generate the first transgenic cloned sheep [40]. A few years later,
knockout sheep were produced disrupting Alphal (I) procollagen
(COLI1ALl) and prion protein (PrP) genes in primary cells using HR
and allocating them to SCNT cloning [43, 53]. This was a mile-
stone because gene targeting by HR requires extensive cell culture
expansion that may cause replicative crisis in these primary somatic
cells. However, the use of fetal fibroblasts and extensive cell clone
genotyping allowed us to expand cells sufficient for SCNT and
ultimately the delivery of cloned knockout lambs [44]. After these
seminal reports, several other knockout models were described in
livestock species, most notably in pigs.
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With the advancement of genetic engineering technologies and
the development of CRISPR-Cas9, the generation of gene-edited
sheep and goat focused on investigating gene function and enhanc-
ing traits of economic interest, such as muscle mass, coat color, milk
composition, mature weight, wool fiber length, reproduction per-
formance, among others [139]. Moreover, other applications that
have been reported regarding gene editing in small ruminants
involve their use as models for human disease, generation of
disease-resistant animals, and hosting the growth of human organs
for xenotransplantation [139].

ZFNs have been used to target the GDF8 gene to promote
double musculature phenotype in sheep [140-142]. The
p-lactoglobulin (BLG) is a major allergen in cow milk and 3% of
human infants are susceptible [ 143, 144 ]. Therefore, the BLG gene
is also a target for genome editing to produce BLG-free milk.
Moreover, ZFNs were used to knock out BLG in dairy goats
[145-147]. Even though there are studies showing the potential
of ZFNs to produce transgenic animals, no reports indicate the
actual generation of live edited sheep or goats. TALENs have also
been used to produce genetically engineered small ruminants. Bial-
lelic GDE8 knockout sheep showed increased muscle mass [ 148—
150]. TALENSs have also been applied to target the BLG gene in
goats [151-154].

CRISPR-Cas9 technology has also been used to generate edi-
ted sheep and goat. In sheep, multiplex gene editing of GDES, the
agouti-signaling protein (ASIP) and the p-carotene oxygenase
2 (BCO2), was accomplished [155]. Another interesting study
included an edition of the suppressor of cytokine signaling
2 (SOCS2) gene that resulted in the effects on milk production,
body weight, and size [156]. Four important genes have been
knocked out in goats: GDF8, BLG, PrP, and Nucleoporin
155 (NUP155) [139, 157]. A gene target interest to enhance
wool fiber length is the Fibroblast growth factor 5 (FGF5) gene,
a dominant inhibitor of fiber length and growth, and its disruption
in sheep showed increase in wool length [158-160]. The disrup-
tion of the Agouti signaling protein (ASIP) gene by CRISPR-Cas9
caused variegation in coat color patterns in sheep, and this color
variegation may become an important commercial trait for wool
production [161]. Milk components are also an important target
when discussing genetic modifications in small ruminants. The
BLG gene has been disrupted by CRISPR-Cas9 in goats, generat-
ing animals with decreased expression of BLG and animals without
BLG protein production in milk [157, 162]. Since melatonin has
many nutritional and medicinal utilities, CRISPR-Cas9 was used to
make gene-edited animals producing melatonin-enriched milk
[163]. Another interesting target to genome editing is to enhance
reproductive performance. Mutations in sheep BMPR-IB (FecB)
gene and growth differentiation factor 9 (GDF9) gene have been
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performed to improve goat prolificacy since both genes increase
ovulation rates in sheep [164, 165]. Improving animal health and
welfare is also an important use of genome editing technologies.
PrP-resistant animals can be produced by suppressing the expres-
sion of PrP, which is associated with the disease known as spongi-
form encephalopathy, that occur in humans and livestock species,
and PrP-knockout goat fibroblasts cells were documented
[157, 166, 167].

The wide use of transgenic pigs in biomedicine and biopharming
reflects their physiological similarities to humans [168]. Their
applications range from research models for human disease and
production of recombinant proteins to potentially providing tissue
or organs for xenotransplantation [168]. Mutation in the cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene causes
an autosomal-recessive disorder that causes bronchopulmonary
failure and pancreatic enzyme insufficiency, hallmark symptoms of
the cystic fibrosis disease. As a monogenic disease, the introduction
of a functional CFTR allele could restore gene function and cure
the patient [ 169, 170]. CFTR knockout pig models have been used
to test gene therapy approaches for this disease. Using CRISPR-
Cas9 to deliver a human CFTR allele at a safe harbor locus (i.e., not
required for cell survival) in the porcine genome, it recovered
CFTR gene expression in pig cells, thus showing proot-of-concept
data on the potential of CRISPR-Cas9-driven gene therapy for
cystic fibrosis [ 169].

The main drawback associated with xenotransplant is the
hyperacute organ rejection. Pig organs express the GGTA-1
enzyme that synthesizes the Gal antigen, which is the main cause
of xenograft rejection, since humans produce antibodies against the
antigen. GGTA-1 knockout pigs have been generated using ZFNs,
TALENSs, and CRISPR-Cas9, aiming to prevent this problem
[171-173]. Another antigen found in pig cells that causes rejection
in humans are N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc), catalyzed by
cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase
(CMAH) and the SDa antigen produced by beta-1,4-N-acetyl-
galactosaminyltransferase 2 (f4GALNT2). Estrada et al. [174]
generated a triple-knockout (3KO) pig using CRISPR-Cas9 (dele-
tions for GGTAl, CMAH /B4, and GalNT2 genes). Cells from
these 3KO pigs presented less human-anti-pig cytotoxicity
response [175, 176]. However, xenografts in a pig-to-rhesus pre-
clinical model, using pig 3KO kidneys, showed only a slight
increase in organ survival [177]. This shows that, albeit the poten-
tial of these animals for xenotransplantation, much more advances
need to be achieved before they are considered a reality for human
medicine. Another interesting application of CRISPR-Cas9 in the
context of xenotransplantation involves addressing biosafety con-
cerns of potential cross-species infections. Porcine endogenous
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retroviruses (PERV) are integrated into multiple sites within the pig
genome and may integrate into the human genome after xeno-
transplantation. In turn, pigs were generated lacking functional
PERVs, which was accomplished by simultaneous deletions of all
25 functional PERVs using CRISPR-Cas9 [178]. These gene edi-
tions were performed in pig primary cells, which were destined for
SCNT to generate cloned piglets lacking functional PERVs.

Genetically engineered cattle have been produced for several appli-
cations, such as bioreactors for the production of heterologous
proteins in milk, enhancement of traits with economic impact,
and disease-resistant animals [ 179]. The use of transgenic cattle as
bioreactors has the mammary gland as the main site for heterolo-
gous protein production. Exogenous protein expression in the milk
facilitates its purification [ 180]. Transgenic dairy cows may produce
from 1 to 14 g/L of heterologous proteins in the milk, while
holding lactations of 305 days/year. In contrast, mammalian cell
culture can yield 10 g/L during 10-12 days (production peak).
This comparison demonstrates the higher efficiency of heterolo-
gous production in the milk, while dispensing additional costs with
laboratory infrastructure, bioreactor apparatus, and culture
requirements [181, 182].

Human lysozyme shows nonspecific immune response, anti-
inflammatory properties, and both antifungal and antiviral activities
[183]. This protein is studied for its potential as probiotic for food
supplementation and cosmetics production, and its exogenous
expression in the milk can also increase cow resistance to mastitis
[183]. Since mastitis is an inflammatory process caused by Staphy-
lococcus aurens that diminishes milk production in livestock species,
many studies showed the exogenous expression of this protein in
the mammary gland. A transgenic cow expressing human lysozyme
was also generated using ZFNs by Liu et al. [184] and the animals
presented resistance against Staphylococcus aureus. Furthermore,
ZFNs were also used to insert the lysostaphin gene and express
this protein in the milk of the transgenic cows [185]. Lysostaphinis
are naturally produced by Staphylococcus simulans and are efficient
against S. awreus infections. A mutation was introduced by
CRISPR-Cas9 to disrupt the BLG gene in cattle. These cows
produced milk lacking BLG [186, 187]. As mentioned above,
BLG is the main allergen in the cow milk, but it is also the major
protein, which accounts for approximately 12% of the total milk
protein content [188]. Luo et al. [189] inserted the human serum
albumin (HSA) gene into the BLG locus by TALEN nickase to
generate animal expressing high levels of HSA without BLG (bial-
lelic deletions) or diminished BLG content (monoallelic editions)
in the milk. The HSA protein has great utility for several medical
treatments because it is the most abundant protein in human
plasma [190].
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Wu et al. [191] produced cattle with high resistance to myco-
bacterium by expressing the SP110 gene. The murine SP110 gene
is a promising candidate to control Mycobacterium tuberculosis
infections by limiting bacteria growth in macrophages and inducing
apoptosis in infected bovine cells. Therefore, this gene was chosen
to investigate the resistance against Mycobacterium bovis, which
causes bovine tuberculosis. Using TALENs to knockin the
murine SP110 gene into cattle genomes, it was possible to generate
an animal able to abolish M. bovis growth and multiplication [191].

CRISPR with an Cas 9 nickase (Cas9n) has the potential to
increase HR frequency by avoiding the NHE] repair pathway
[192, 193]. The Cas9n induced single-strand breaks (instead of
DSB), further stimulating HR repair, and created cows with natural
resistance-associated macrophage protein-1 (NRAMP1) gene allele
knockins [193]. The NRAMPI1 gene is associated with innate
resistance to intracellular pathogens (e.g., M. bovis) since it is a
natural mechanism driving the entry of this pathogen into macro-
phages [194, 195]. CRISPR-Cas9 has also been applied to correct
genetic variants associated with diseases in cattle. The Japanese
Black cattle produce high-quality meat due to selective breeding
for more than 60 years. Unfortunately, this also resulted in the
accumulation of recessive mutations that leads to genetic disorders.
The isoleucyl-tRNAsynthetase (IARS) syndrome is one such dis-
ease caused by a mutation in the IARS gene, which leads to a
reduction of 38% in its aminoacylation activity and diminished
protein synthesis [196]. Using CRISPR-Cas9 to repair the mutant
genetic variant, Ikeda et al. [196] generated cloned fetuses with
corrected TIARS alleles.

The horned phenotype represents the majority of the world’s
cattle population. This phenotype also represents a risk of injury to
other animals and workers that manage them. Unfortunately,
dehorning is labor-intensive and causes both pain and stress to
the animal [197]. For the past few years, animal welfare is becom-
ing a crucial aspect of livestock management practices. The polled
phenotype is naturally found in some cattle breed and has been
associated with genetic variants of the polled locus located on
chromosome 1 [198]. There are four gene variants for the pooled
locus: the Celtic mutation (Polled Celtic, Pc) positioned within an
intergenic region of chromosome 1, the DPolled Friesian
(Pf) (restricted to dairy cattle populations), the Polled Mongolian,
and the Polled Guarani [199]. The generation of polled dairy cattle
using TALENs-mediated genome editing introduced the Pc variant
into the cow genome [200, 201]. The Pc variant was also
integrated into the genome of a horned Holstein—Friesian bull
using CRISPR-Casl2a to generate a polled calf [202]. CRISPR-
Casl2a is an RNA-guided endonuclease that has been recently
harnessed as an alternative genome editing tool to the Cas9, differ-
ing in the PAM (Protospacer Adjacent Motif) site context and
gRNA requirements [203].
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7 Concluding Remarks

The genomes of livestock species have become accessible to com-
plex genetic editions. Initiallyy, SCNT was pivotal to generate
cloned transgenic animals from small batches of cells carrying spe-
cific genetic modifications. More recently, genome editing gained
momentum, most notably by CRISPR-Cas system, and reached an
efficiency threshold that motivates genetic editions directly into
livestock preimplantation embryos. Despite the current ability to
perform several genomic editions at once using CRISPR-Cas9, the
genome must be screened for intended and nonintended
(off-target) genetic editions. Perhaps this quality checking is the
main reason why SCNT cloning remains a powerful technology
assisting the generation of transgenic livestock carrying complex

editions in their genomes.
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