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RESUMO

DA COSTA, C. P. Influéncia da via de sinalizacdo HIPPO na segregacao entre a massa
interna celular e o trofectoderma em embrifes bovinos. 2020. 75f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2020.

O primeiro evento de diferenciacdo celular em mamiferos consiste na separacao entre a massa
celular interna (MCI) e o trofectoderma (TE). Em camundongos, a via de sinalizagdo HIPPO
atua no controle da expressdo de genes que definem essa diferenciacdo. Em bovinos, ha
indicios que 0s mesmos genes ndo participam da mesma maneira, porém a via HIPPO pode
estar implicada nesse evento bioldgico. No presente estudo buscou-se testar a hipdtese de que
a atividade da proteina quinase LATS?2 é necesséria para a diferenciacdo da MCIl em embrides
bovinos. Para isso, realizou-se edi¢do génica via sistema CRISPR/Cas9 com intuito de inibir a
funcdo quinase de LATS2. Zigotos bovinos produzidos in vitro foram microinjetados com
RNAs guia para 0 gene LATS2 acrescidos da enzima de restricdo Cas9. Os zigotos foram
separados em 3 grupos experimentais, sendo: grupo controle (ndo microinjetado), grupo Cas9
(microinjetado apenas com a proteina Cas9) e grupo gRNA (microinjetado com dois RNASs
guias para 0 gene LATS2 e proteina Cas9). Os embrides foram cultivados para avaliacdo da
taxa de formacdo de blastocistos, distribuicdo celular e fixados em paraformol 3,8% para
posterior realizacdo da imunofluorescéncia para YAP, seguido de avaliacdo de gendtipo. Os
resultados obtidos sugeriram que a clivagem néo foi afetada no grupo editado, sendo as taxas
58%, 36% e 50% para grupo controle, Cas9 e gRNA respectivamente; porém, as taxas de
formacdo de blastocisto sugeriram uma interferéncia direta no grupo editado, sendo 30%,
10% e 6% respectivamente, para os grupos controle, Cas9 e gRNA. Observou-se no ambito
morfolégico que os embrides do grupo gRNA aparentavam estruturas assemelhadas a
morulas, sugestivo de morte embrionaria ou blogueio da diferenciacdo nessa fase do
desenvolvimento. Houve redugdo numerica no nimero de células nas estruturas do grupo
gRNA. As imagens obtidas via microscopia confocal, ap6s a realizacdo de
imunofluorescéncia para YAP, demonstram a marcagdo de células do TE nos embrides
microinjetados apenas com Cas9 e controle, porém, essa marcagcdo ndo ocorreu nas no grupo
gRNA em embriGes que ndo formaram blastocele. Apos a extracdo individual de DNA dos
embribes testados na imunofluorescéncia, a PCR da regido alvo de LATS2 resultou em uma
banda de 478pb, além da banda original de 650pb, em uma amostra do grupo gRNA. Apos
sequenciamento dos produtos de PCR pelo método Sanger, constatou-se a alteracdo genética



oriunda da delecdo de trecho do gene LATS2 em 2 embrides, demonstrando o sucesso da
edicdo génica e corroborando com os demais achados. Isso sugere que a via HIPPO possui
papel significativo na diferenciacdo de MCI e TE em embrides bovinos e de que o0 gene

LATS?2 esta ligado a formacdo de blastocistos na espécie bovina.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9. LATS2. Blastocisto. Diferenciagéo celular.



ABSTRACT

DA COSTA, C. P. Influence of HIPPO signaling pathway on segregation between
internal cell mass and trophectoderm in bovine embryos. 2020. 75p. Dissertation (Master
of Science) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2020.

The first cellular differentiation event in mammals consists of the separation between the
internal cellular mass (ICM) and the trophectoderm (TE). In mice, the HIPPO signaling
pathway acts to control the expression of genes that define this differentiation. In cattle, there
are indications that the same genes do not participate in the same way, but the HIPPO
pathway may be involved in this biological event. In the present study we aimed to test the
hypothesis that the activity of LATS2 kinase is necessary for the differentiation of ICM in
bovine embryos. In order to achieve this, we employed CRISPR/Cas9 gene editing system to
inhibit the kinase function of LATS2. In vitro produced bovine zygotes were microinjected
with RNAs guide aiming the LATS2 gene plus Cas9 restriction enzyme. The zygotes were
sorted in 3 experimental groups: control group (not microinjected), Cas9 group (microinjected
only with Cas9 protein) and gRNA group (microinjected with guide RNAs aiming the LATS2
gene and Cas9 protein). The embryos were cultured to evaluate the rate of blastocysts
formation, cellular distribution, then fixed in 3.8% paraformol for subsequent
immunofluorescence for YAP, followed by genotyping. The results suggested that the
cleavage was not affected in the edited group, as rates were 58%, 36% and 50% for control ,
Cas9 and gRNA groups respectively; however, the blastocyst formation rates suggested a
direct interference in the edited group, being 30%, 10% and 6% respectively, for the control
groups, Cas9 and gRNA. Morphologically, it was observed that the embryos of the gRNA
group appeared as morulas, suggestive of embryonic death or inhibition of differentation in
this phase of development. There was a numeric reduction in total cell count in the structures
of the gRNA group. The images obtained via confocal microscopy, after performing
immunofluorescence for YAP demonstrate the marking of cells of the TE and MCI in the
microinjected embryos only with Cas9 and control, however, this marking did not occur in the
microinjected structures that did not form a blastocoel. After individual DNA extraction from
the embryos tested in immunofluorescence, PCR of the LATS2 target region resulted in a
band of 478pb, in addition to the original 650pb band, in one sample of the gRNA group.
After Sanger sequencing of PCR products, genetic alteration derived from deletion of part of
the LATS2 gene was observed in 2 embryos, demonstrating gene editing success and



corroborating the findings. This suggests that HIPPO pathway has a significant role in the
differentiation of MCI and TE in bovine embryos and that the LATS2 gene is linked to the

formation of blastocysts in bovine species.

Keywords: CRISPR/Cas9. LATS2. Blastocyst. Cell differentiation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é detentor do segundo maior rebanho bovino no mundo. Atualmente, as
biotecnologias da reproducdo como a inseminacdo artificial, coleta e transferéncia de
embrides in vivo e a producdo in vitro de embrides (PIVE) séo bastante difundidas. Entretanto
a PIVE ainda demonstra taxas de prenhez inferiores a transferéncia de embrides in vivo. 1sso
se deve possivelmente devido a diminui¢cdo da qualidade do embrido sob condicfes in vitro
(Farin et al., 1995). A viabilidade reduzida pode resultar em um aumento na incidéncia de
mortalidade fetal apos a transferéncia de embrides (Schmidt et al., 1996). Apesar dos avangos
obtidos nos ultimos anos com a PIVE e a sua utilizacdo crescente em programas de
melhoramento genético bovino, a proporcdo de embrides que atingem o estagio de blastocisto
é raramente superior a 40% e com indices de gestacdo em torno, também, de 40% (Neves et
al., 2010). Esses resultados provavelmente se devem as diferencas em varias caracteristicas
observadas entre os embrides produzidos in vitro e os produzidos in vivo (Neves et al., 2010).
Estudos sobre a biologia do embrido, mais especificamente sobre mecanismos de
diferenciacdo celular, podem ajudar a compreender potenciais motivos de falhas na
implantacdo e perdas gestacionais iniciais, bem como prover ferramentas para aprimorar a
técnica de producéo in vitro.

Os primeiros eventos de diferenciacdo celular em mamiferos ocorrem antes da
implantacdo embrionéria e consistem na separacao entre a massa celular interna (MCI), que
dara origem ao feto propriamente dito, e ao trofectoderma (TE), que dara origem a placenta e
anexos. Isto € seguido pela separacdo entre epiblasto e endoderma primitivo, que ocorre
dentro da massa celular interna. Os mecanismos moleculares que controlam essa
diferenciacdo podem envolver desde polarizacdo celular a expressdo temporal de fatores de
transcricdo especificos. Sabe-se em camundongos que a via de sinalizacdo HIPPO, em
especial a proteina quinase LATS2, tem papel importante no controle da expressdo de genes
que definem a segregacdo entre a MCIl e o TE (Yagi et al., 2007; Nishioka et al., 2008;
Nishioka et al. 2009). Em bovinos, ha indicios que os mesmos genes ndo participam da
mesma maneira, porém a via HIPPO ainda pode estar implicada nesse evento bioldgico.

Esta dissertacdo teve como objetivo testar a hipotese de que a atividade de LATS2 é
necessaria para a diferenciacdo da MCI em embrides bovinos. Para isto, optamos em usar a
tecnologia de edi¢cdo génica por CRISPR/Cas9 (Jinek et al. 2012, Cong et al. 2013). Essa
técnica permite delecdes e facilita inser¢des em locais especificos do genoma. O histérico,

principios e possiveis aplicacbes da técnica foram revisados, juntamente com estudos
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constantes sobre a via HIPPO e 0 gene LATS2, e estéo inseridos na revisdo de literatura desta
dissertacdo, constantes no capitulo | e 1.

Posteriormente, no capitulo 1, ha a descricdo dos experimentos, 0s quais envolveram a
producdo in vitro de embrides bovinos, edicdo génica mediada por CRISPR/Cas9 e
verificagdo da taxa de formagdo de blastocistos, contagem de células, imunofluorescéncia e
genotipagem. Portanto, o objetivo foi tentar compreender como a via HIPPO participa na
segregacdo entre a MCI e o TE por meio da delecdo génica de LATS2. Desta maneira, 0
trabalho poderd contribuir com o entendimento da diferenciacdo das células durante o

desenvolvimento embriondrio inicial em bovinos.
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2. CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA SOBRE O SISTEMA
CRISPR/CAS9

A tecnologia de edicdo génica CRISPR/Cas9 foi revisada de maneira global, expondo-
se possiveis utilizacbes da ferramenta na reproducdo animal. A abordagem do sistema
CRISPR se dard em formato de artigo de reviséo, seguindo regras de formatacdo semelhantes

a revista para qual o artigo foi submetido para publicacéo.

2.1 Sistema CRISPR/Cas9 e suas aplicac¢des na cadeia produtiva animal
CRISPR/Cas9 system and its applications in the animal production chain

Caroline Pereira da Costa, Mayra Elena O. A. Assumpcao, Marcelo Demarchi
Goissis.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Departamento de
Reproducdo Animal (VRA), Sdo Paulo — SP.

Resumo

O melhoramento genético tem papel fundamental no aumento da eficiéncia da
producdo pecuéria. Entretanto, programas tradicionais de melhoramento podem levar varios
anos para atingir um determinado objetivo. Novas abordagens genémicas permitem acelerar
esse processo e recentemente a edicdo génica surgiu como nova alternativa, além de ter
potencial para induzir outras modificaces genéticas de interesse comercial e biomédico. A
possibilidade de editar o genoma de diferentes espécies, de maneira simples e eficaz, tornou-
se possivel com a tecnologia do sistema CRISPR/Cas9. Esse sistema biologico foi
identificado em bactérias e funciona como um mecanismo natural de defesa desses
organismos. Baseando-se nos principios biolégicos, cientistas adaptaram esse sistema para
atuar em celulas de mamiferos, incluindo humanas. Trabalhos cientificos demonstraram a
aplicabilidade da técnica, que permite novas abordagens na conducéo de estudos da funcgdo
génica, além de permitir diferentes experimentos de alteragdo especifica da sequéncia do
DNA. Do ponto de vista da producdo animal, a utilizacdo do sistema CRISPR traz novos
conceitos e possibilidades para o melhoramento genético, tornando-o mais rapido, mais
especifico e capaz de gerar novos produtos. O objetivo desta revisdo € discutir 0s principios
da metodologia, associando resultados previamente conhecidos & possiveis aplicacdes com

enfoque na cadeia produtiva animal.
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Palavras-chave: edi¢do génica, genoma, melhoramento genético, producao animal.

Abstract

Genetic improvement has a prominent role in increasing the efficiency of livestock
production systems. However, traditional breeding programs may take several years to
achieve a specific goal. New genomic approaches could accelerate this process and recently
gene editing appeared as an alternative and still holds the potential to induce genetic
alterations of commercial and biomedical interest. The possibility of editing the genome of
different species, in a simple and effective way, became possible with the technology of the
CRISPR / Cas9 system. This biological system was identified in bacteria and works as a
natural defense mechanism for these organisms. Based on biological principles, scientists
adapted this system to act on mammalian cells, including humans. Scientific studies
demonstrated the applicability of the technique, which allows new approaches in conducting
studies of gene function, in addition to different experiments of targeted modification of the
DNA sequence. From the point of view of animal production, the use of the CRISPR brings
new concepts and possibilities for genetic improvement, making it faster, more specific and
capable of generating new products. The purpose of this review is to discuss the principles of
the methodology, associating previously known results to possible applications focusing on
the animal production chain.

Keywords: genomic editing, genome, genetic improvement, animal production.

Introducéo

A producdo de alimentos deve aumentar em aproximadamente 50% nos proximos 30
anos para atender as demandas do crescimento populacional com maior ingestdo de proteina
de origem animal e, ndo obstante, com a diminui¢do dos impactos ambientais (FAO, 2017). O
melhoramento genético animal tem grande relevancia no sucesso e na eficiéncia de sistemas
de producdo animal. Cruzamentos de individuos com melhor performance séo realizados
desde antes dos conhecimentos cientificos sobre evolucdo, genética e herdabilidade (Hill,
2014). Com o advento de novas tecnologias geneticas, os programas de melhoramento
incorporaram a selecdo gendmica para acelerar o ganho de performance (Georges et al. 2019),
havendo a possibilidade de inclusdo de engenharia genética na modificagdo do genoma.

Cada célula de um organismo contém uma copia de todo o genoma. Em humanos séo

mais de 20.000 genes, trés bilhdes de pares de bases de DNA, sendo esse numero variavel de
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espécie para especie. O DNA consiste em duas fitas, torcidas em uma dupla hélice, mantidas
juntas por uma regra de emparelhamento simples, na qual as bases puricas adenina e guanina
ligam-se as bases pirimidinas timina e citosina, respectivamente. Os genes determinam as
espécies, 0 organismo, o individuo e também fatores relacionados a sadde do individuo.
Devido aos avancos no sequenciamento de DNA, foi possivel identificar genes que
predispdem ao risco de surgimento de doencas até genes que interferem diretamente nas
qualidades desejaveis para espécies comerciais. Alterar genes nas células vivas de modo
especifico e de baixo custo na maioria das espécies era um grande desafio, até que,
recentemente, um novo método foi descoberto, permitindo a ampliacdo da capacidade de
editar o DNA de multiplas espécies, incluindo humanos.

A capacidade de delecdo, insercdo ou incorporacdo de um gene em um locus
especifico € uma metodologia extremamente Util para a ciéncia, seja para estudos de funcao
bioldgica, deteccdo de mecanismos infecciosos, diagnostico de doengas ou ainda, otimizacdo
de processos biotecnoldgicos (Gongalves & Paiva, 2017). Até recentemente, a manipulacao
genética na maioria das espécies tendia a ser inespecifica, ineficiente e de alto custo. Por
exemplo, a microinjecdo pronuclear em camundongos causa insercdes aleatorias (Brinster et
al. 1985, Chan et al. 1999) e é de dificil execucdo em espécies domésticas, devido ao alto
contetdo lipidico dos zigotos, fato que dificulta a visualizacdo dos prontcleos (McEvoy et al.,
2000). Ainda, a producdo de animais geneticamente alterados com células-tronco
embrionarias tem alto custo e ha a dificuldade de obtencdo de linhagens dessas células em
espécies domésticas (Cibelli et al. 1998, Vackova et al. 2007, Cao et al. 2009, Tan et al.
2011, Bogliotti et al. 2018). Atualmente, a tecnologia CRISPR/Cas9 permite alteracdes
direcionadas no genoma, popularizando os experimentos de dele¢do (knock-out) ou insercéo
(knock-in) de genes dentro da biologia molecular moderna (Vora et al., 2016).

CRISPR ¢ um acronimo de “clustered regularly interspaced short palindromic
repeats”, ou seja, repeticdes palindromicas curtas, agrupadas e regularmente interespacadas.
Essas repeti¢des possuem um eixo de simetria, e, quando lidas na dire¢do oposta, a sequéncia
de bases de uma fita ¢ a mesma da fita complementar, ¢ estdo presentes no DNA de
aproximadamente 40% dos genomas bacterianos e em até 90% das arqueobacterias (Grissa et
al., 2007). Essas sequéncias sdo acompanhadas por uma outra sequéncia de DNA chamado de
protoespacador, que consiste em uma regido ndo codificante, inserida no DNA bacteriano
ap0s exposicdo prévia desses microorganismos & genomas invasores, como fagos ou
plasmideos (Barrangou et al., 2007). O sistema CRISPR funciona basicamente como um

sistema imunologico de procariotos, visto que € associado a expressao de uma enzima de
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restricdo denominada Cas9, cuja acdo confere resisténcia a elementos genéticos exdgenos
(Brouns et al., 2008). Enquanto o CRISPR armazena as sequéncias de DNA do agente invasor
em sua “memoria imunoldgica”, a Cas9 ¢ direcionada para clivar essa determinada regidao do
DNA invasor, com alta especificidade, ndo havendo aleatoriedade (Wiedenheft et al., 2012).

Ao inserir uma sequéncia de pares de base de interesse no sistema CRISPR e
modifica-lo de modo a replicar essa informacgéo, tornou-se possivel aplicar essa maquinaria
em genomas de diferentes espécies e realizar a edi¢do génica de maneira mais simples e mais
acessivel que outras técnicas como zinc finger nucleases (Urnov et al., 2010, Havlicek et al.,
2017) ou TALEN (Zu et al., 2013).

Devido a facilidade, versatilidade e especificidade, em pouco tempo, diferentes
estudos foram publicados com a utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9 em diversas espécies de
plantas e animais com os mais variados objetivos, desde aprimorar a producdo de alimentos
até criar modelos para estudar doencas humanas. Camundongos (Gao et al., 2018), coelhos
(Yuan et al., 2019), cdes (Amoasii et al., 2018), porcos (Li et al., 2019), vacas (Bevacqua et
al., 2016), peixes (Yeh et al., 2017) e primatas ndo humanos (Kang et al., 2019) ja foram
editados geneticamente com éxito, via sistema CRISPR/Cas9. Stadtmauer et al. (2020)
demonstraram a viabilidade da edigdo génica via sistema CRISPR/Cas9 para imunoterapia
contra o cancer, na qual realizaram transferéncia de células T editadas para genes tumorais
especificos, demonstrando que a tecnologia é segura em humanos.

O objetivo dessa revisdao de literatura foi compreender a origem e as diversas
aplicacBes do sistema CRISPR, visando elencar com exemplos 0s possiveis beneficios e

perspectivas futuras para a edi¢do génica na cadeia produtiva animal.

Origem do Sistema CRISPR/Cas9

As sequéncias de DNA que culminaram na tecnologia do sistema CRISPR/Cas9 foram
originalmente identificadas no genoma da Escherichia coli em 1987, quando foram descritas
como um “elemento de sequéncia incomum consistindo uma série de repeticdes de 29
nucleotideos separadas por sequéncias unicas de espagadores de 32 nucleotideos” (Ishino et
al., 1987). Mais tarde, essas sequéncias foram identificadas em diferentes tipos de bactérias e
consequentemente, descrita em diversos estudos, surgindo entdo a necessidade de nomea-las:
repeticdes palindrbmicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas ou apenas
“CRISPR” (Jansen et al., 2002). Além de dar nome as sequéncias, Jansen et al. (2002)
relataram que as sequéncias CRISPR sempre estavam acompanhadas por uma colec¢do de

genes que foram denominados CRISPR associated genes ou simplesmente Cas. Esses genes
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codificam endonucleases, ou seja, enzimas que podem cortar 0 DNA. Entretanto, até entdo
nédo havia sido descoberto um motivo ou uma funcdo pelo qual esses genes sempre estavam
associados as sequéncias CRISPR.

Bolotin et al. (2005), realizando analise in silico, revelaram trés genes associados as
estruturas CRISPR em muitas espécies bacterianas. Relataram também a existéncia de um
certo nimero de espacadores que possuem homologia principalmente com genes de fagos
(virus que infectam bactérias). Além disso, constataram uma sensibilidade dos fagos
relacionada com o namero de espacadores no locus CRISPR da cepa bacteriana, sugerindo
que os elementos espacadores eram tracos de invasOes passadas por elementos extra
cromossémicos. Esses achados levantaram a hipotese de que os elementos espacadores
forneciam imunidade celular, nessas bactérias, contra a infec¢do por fagos. A presenca de
grupos de genes Cas préximo as estruturas do CRISPR sugeria que a formacdo do sistema
CRISPR/Cas envolveria uma etapa de degradacdo do DNA. Baseando-se na estrutura
bioguimica das enzimas Cas, analises computacionais predisseram que a acao dessas enzimas
se daria apoOs pareamento de RNA com fita de DNA homdloga, levando a quebra do DNA
(Makarova et al., 2006).

As propriedades de defesa do sistema CRISPR foram comprovadas biologicamente
apos verificacdo da incorporacdo de sequéncias virais no genoma bacteriano e consequente
aquisicdo de resisténcia ao fago, seguida ainda de perda de resisténcia quando as sequéncias
espacadoras eram removidas (Gasiunas et al., 2012). Entdo, alguns laboratdrios de biologia
molecular, como os de Jennifer Doudna nos Estados Unidos e o de Emmanuelle Charpentier,
na época, na Suécia, realizaram estudos voltados especificamente para a acdo da CRISPR e da
Cas, demonstrando o funcionamento das moléculas de RNA e Cas9 como um sistema, que
guando isolado por engenharia genética permitia o corte de sequéncias especificas de DNA.
Em suma, essas investigacOes trouxeram informacgdes que possibilitaram o entendimento e o

subsequente uso do sistema CRISPR/Cas9 para a edigdo génica.

Remodelamento do Sistema CRISPR/Cas9
O CRISPR-Cas9 é uma tecnologia de edicdo de genoma com grande impacto nas
ciéncias bioldgicas, pois pode ser projetado e adaptado para cortar, ndo apenas 0 DNA viral,
mas qualquer sequéncia de DNA, alterando o RNA guia para corresponder ao alvo do DNA
(Jinek et al., 2012). Isso pode ser feito ndo apenas in vitro, mas também dentro do ndcleo de
uma célula viva. O atual sistema CRISPR para aplicagdes em células eucariotas consiste

basicamente em dois componentes: um RNA guia com a sequéncia génica de interesse e a
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proteina Cas9, responsavel pelo corte do DNA (Jinek et al., 2012, Cong et al., 2013). O RNA
guia (QRNA) é um RNA sintético curto, desenhado com a sequéncia alvo e seguido por uma
sequéncia essencial, conhecida como tracrRNA, necessaria para a interacdo com a Cas9.

Nesse sistema, 0 gRNA contendo a sequéncia alvo liga-se a sequéncia complementar
do DNA gendmico a ser editado. Esta interacdo recruta a endonuclease Cas9, que entdo gera
quebras na fita dupla no DNA. Para que esse sistema funcione, ha necessidade de ter uma
sequéncia especifica adjacente a regido alvo a ser clivada pela Cas9. Essa sequéncia €
denominada, do inglés, de protospacer adjacent motif, ou seja, motivo adjacente ao
protoespacador ou apenas PAM sendo este essencial para a clivagem do local de interesse
génico (Palermo et al., 2017). Os RNAs guias podem transportar a Cas9 para qualquer locus
do genoma para edicdo de genes, mas nenhuma edicdo ocorre, em sequéncias
complementares, sem a presenca adjacente do PAM (Anders et al., 2014).

O PAM é uma sequéncia de DNA de 2 a 6 pares de bases, imediatamente apds essa
sequéncia de DNA reconhecida pelo gRNA (Shah et al., 2013), sendo que para a Cas9, essa
sequéncia caracteriza-se por 5-NGG-3', onde "N" é qualquer base de DNA seguida por
duas bases de guanina ("G™). O PAM atua como um componente de direcionamento essencial
que distingue o DNA bacteriano do DNA nédo proprio, impedindo assim, que o locus
enddgeno que codifica as sequéncias de gRNA seja destruido pelas enzimas Cas (Mali et al.,
2013). A Cas9 ndo se ligara com éxito ou quebrara a sequéncia de DNA alvo se ndo for
seguida pelo PAM (Jinek et al., 2012). Com a utilizacdo de simulacdes de dinadmica
molecular, Palermo et al. (2017) encontraram evidéncias de que o PAM atua como um efetor
alostérico de modo a alterar a conformacdo da Cas9, permitindo que os dominios cataliticos
operem para que ocorra a clivagem especifica das duas cadeias de DNA

Portanto, a nuclease Cas9 guiada por RNA do sistema imunoldgico adaptativo do
CRISPR, pode ser usada para facilitar a engenharia eficiente do genoma em células
eucarioticas, especificando simplesmente uma sequéncia de direcionamento de 20
nucleotideos dentro do RNA guia (Ran et al., 2013). A Cas9 descompactard 0 DNA e o
correspondera ao RNA alvo e se a sequéncia de interesse for encontrada, a enzima usara uma

espécie de “tesoura” molecular para cortar a regido do DNA identificada (Fig. 1).


https://en.wikipedia.org/wiki/Base_pair%22
https://en.wikipedia.org/wiki/Guanine%22
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Figura 1 - Esquema ilustrado do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9.

O sistema é formado pelo da O sistema reconhece uma sequéncia génica
sequéncia a ser identificada, seguido por especifica em conjunto a um espagador NGG
uma sequéncia essencial chamada denominado PAM.

tracrRNA e pela proteina Cas9,

responsavel pelo corte da regido.
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Apods o reconhecer a regido A célula pode entdo reparar o DNA
alvo, a Cas9 desenrola a dupla fita de  corretamente ou erroneamente, este
DNA e realiza o corte. ultimo levande a inativacdo da fungio
do gene, ou ainda incluir um trecho de
interesse por recombinacdo homologa.

—
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Legenda: 1. Componentes do sistema CRISPR: RNA guia e enzima Cas9. 2. Reconhecimento da sequéncia alvo
seguida do PAM pelo RNA guia. 3. Quebra da dupla fita de DNA pela Cas9. 4. Reparo do DNA pela célula com
possibilidade de manutencao, alteracdo, inclusdo ou delecdo de sequéncia.

No momento de corte da regido genémica, a célula tenta reparar o local, mas o
processo de reparo é propenso a erros, levando a mutacdes que podem desativar 0 gene,
permitindo entdo a compreensédo da sua funcdo (Swiech et al., 2015). Essas muta¢fes podem
ocorrer de maneira aleatoria, mas existe ainda a possibilidade de serem guiadas, por exemplo,
substituindo um gene mutante que causa doenga por uma copia ndo patogénica, e isso pode
ser feito adicionando uma sequéncia de DNA doadora que atuard como molde, carregando a
sequéncia desejada (Harmsen et al., 2018). Depois do corte de DNA pela Cas9, o DNA
doador pode emparelhar com as pontas cortadas, recombinando e substituindo a sequéncia
original. Esse processo pode ser realizado em cultivo celular, incluindo células tronco, que
podem dar origem a diferentes tipos de células e também em zigotos, permitindo a cria¢do de
animais editados e geneticamente modificados com mutagGes direcionadas. Diferente dos
outros métodos que também objetivavam a edicdo génica, o0 CRISPR pode ser usado para

atingir muitos genes de uma s6 vez (Cong et al., 2013).
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Além disso, é possivel alterar sitios cataliticos da enzima Cas9, de modo que passe a
se comportar de diferentes formas, como por exemplo, sendo uma nickase (Friedland et al.,
2015), na qual corta apenas uma das duas fitas de DNA. Isto permitiu a criacdo de técnicas
como a base editing (edicao de base), que permite instaurar diretamente mutacfes pontuais no
DNA celular sem fazer quebras de DNA de fita dupla (Komor et al. 2016). Anzalone et al.
(2019) demonstraram um método versatil e preciso de edicdo de genoma que grava
diretamente novas informacGes genéticas em um local de DNA especifico, usando uma
endonuclease Cas9 nickase, fundida a uma transcriptase reversa, programada com um RNA
guia de edicdo principal que especifica o local de destino e codifica a edicdo desejada,
permitindo maior gama de alteracbes com maior precisdo no genoma alvo, sendo entdo
denominado prime editing.

O sistema CRISPR/Cas pode ser usado para facilitar a edicdo de genoma de alta
eficiéncia em mais de um locus em células de mamiferos: usando dois gRNAs. O pesquisador
Feng Zhang e colaboradores demonstraram a edi¢do simultanea de loci humanos, com
eficiéncia de 65 a 68% para cada locus (Cong et al., 2013), e também demonstraram que 0
sistema CRISPR de Streptococcus pyogenes pode ser remodelado de maneira heter6loga em
células de mamiferos, possibilitando a edicdo eficaz do genoma (Cong et al., 2013, Ran et al.,
2013), comprovando o uso do sistema CRISPR/Cas9 como uma eficiente ferramenta para
mediar a alteragédo de diferentes genomas com alta preciséo.

Atualmente, existem diversos protocolos para a selecdo de sitios de destino, avaliacdo
da eficiéncia da clivagem e andlise de off-targets, ou atividade fora do alvo. Essa selecdo pode
ser facilitada com a utilizacdo de softwares (Brazelton et al., 2015), que buscam as regides
que tenham a sequéncia 5-NGG-3' do PAM proximo ao local de destino, o que € essencial
para que o corte ocorra (Palermo et al., 2017). Existem diversos softwares gratuitos
disponiveis na internet para selecdo de sequéncias alvo (lista disponivel em Guide Design
Resources, https://zlab.bio/guide-design-resources). Iniciando os experimentos com CRISPR,
a partir do design da regido alvo, as modificacGes genéticas podem ser obtidas entre uma a
duas semanas e as linhas celulares clonais modificadas podem ser derivadas em duas a trés
semanas (Ran et al., 2013, Cong et al., 2013), demonstrando a facilidade do uso dessa
ferramenta em comparacdo as outras disponiveis. Vale ressaltar que atividades fora do alvo
podem ocorrer em regides com similaridade a sequéncia alvo seguidas do PAM, causando
quebras n&o intencionais em outras regides do genoma. Portanto, deve-se realizar uma selegéo

cuidadosa da sequéncia alvo a ser utilizada. Existem relatos de alteragdes em grandes porcdes
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de DNA com uso do CRISPR (Alanis-Lobato et al. 2020), logo estudos visando compreender
os efeitos off-targets devem ser realizados para aumentar a especificidade da técnica.

Aplicabilidade da técnica na produc¢éo animal

A possibilidade de se utilizar uma sequéncia de RNA para guiar o corte de uma regido
génica especifica, tornou a utilizacdo do sistema uma das mais eficazes ferramentas de edicéo
e engenharia genbémica. Através de diferentes estudos e adaptacdes da técnica, foi possivel
ampliar a sua aplicabilidade e determinar a sua importancia para a pesquisa, visto 0 Nobel de
Quimica no ano de 2020, atribuido as pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer
Doudna. Os métodos de edicdo via sistema CRISPR/Cas9 estdo sendo aprimorados
rapidamente, possibilitando muitas aplicaces em pesquisa béasica, no desenvolvimento de
farmacos (Kasap et al., 2014), para o tratamento de pacientes humanos portadores de doenca
genética (Stadtmauer et al., 2020) e na indUstria alimenticia e na agricultura (Shimatani et al.,
2018) .

No cenario atual da producdo animal, a utilizacdo da tecnologia de edicdo génica
permite o estudo de diversos mecanismos que estdo relacionados aos indices zootécnicos e ao
melhoramento genético de rebanhos, uma busca constante do setor. Neste cenério, a
competitividade no mercado agropecuério tornou-se elemento fundamental, tendo em vista a
necessidade para o0 mercado de produtos que sejam de qualidade e apresentem preco acessivel
ao consumidor final (Filho et al., 2002). Além disso, a utilizacdo de animais como modelos de
estudo para humanos vem sendo discutida amplamente, de modo a ser necessario pensar antes
de mais nada, no bem-estar dos animais, o que pode ser possibilitado pela técnica (Tu et al.,
2015).

Alguns estudos ja comprovaram a eficicia da técnica CRISPR/Cas9 em diversas
espécies de producdo como ovina, peixes e bovina, que serdo salientados adiante. Além da
busca pelo aumento de produtividade animal com incremento de biotecnologias, vale ressaltar
gue uma exigéncia cada vez mais presente na sociedade é a sustentabilidade, levando em
consideracdo a preservacdo ambiental e maior qualidade de vida aos animais. A tendéncia é
que tal exigéncia se amplie e envolva toda a cadeia da producdo animal e as diferentes

especies envolvidas (Filho et al., 2002, Menchaca et al., 2020).

CRISPR na piscicultura e avicultura
O comprometimento socioambiental do sistema de producdo também vem sendo

levado em consideracdo por produtores e consumidores. O gasto hidrico em areas de cultivo
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expde as atividades de producdo animal a questionamentos em relagdo a sua parcela de
responsabilidade ambiental. Na producgéo de peixes, por exemplo, o gasto hidrico é alto, ainda
mais em espécies com periodo de cultivo longo. Kishimoto et al. (2018) utilizaram a
tecnologia CRISPR para deletar o gene da miostatina (Mstn) em peixes da espécie Pagrus
major, e, obtiveram animais atingindo precocemente 0 peso ao abate, com maior
aproveitamento de filé e com o desenvolvimento de uma estrutura 6ssea maior, quando
comparada aos peixes convencionais da espécie. Com a producdo de Pagrus major editado, o
tempo de cultivo até o abate reduz, e consequentemente, o gasto hidrico da atividade também.

Na avicultura, os problemas com a sanidade sdo responsaveis por grandes perdas
econdmicas na atividade. Os retrovirus sdo um dos patdégenos mais dificeis de serem
controlados por estratégias convencionais, como as vacinas (Hellmich et al., 2020). O
subgrupo “J” do virus da leucose aviaria (ALV-J) ¢ um retrovirus oncogénico e
imunossupressor que causa leucose mieldide e outros tumores em galinhas. Hellmich et al.
(2020) obtiveram resisténcia ao ALV-J em uma linha comercial de frangos por exclusdo
precisa de um Jlocus receptor do virus, utilizando o sistema CRISPR/Cas9. A modificacio
genética protegeu completamente as células da infecgdo e ndo teve efeito negativo no
desenvolvimento e nas condi¢des gerais de saude das galinhas editadas. No geral, a geracao
de aves resistentes ao ALV-J por edi¢ao precisa de genes demonstra o imenso potencial dessa

abordagem como uma estratégia alternativa de controle de doengas em aves.

CRISPR e os indices zootécnicos

Pesquisas recentes demonstram que a produtividade animal pode ser alterada de
maneira a melhorar os indices zootécnicos com a tecnologia CRISPR/Cas9. Li et al. (2019),
com o intuito de melhorar o rendimento do cashmere de alto valor, inseriram em cabras-de-
caxemira, 0 gene 74 (timosina beta 4) usando a tecnologia CRISPR/Cas9. Este gene esta
envolvido na migracdo de células-tronco e promove o crescimento do pelame. As cabras
exibiram um aumento no rendimento do cashmere em 74,5%, sem alteracOes na espessura e
gualidade do fio. O sistema CRISPR/Cas9 também foi utilizado para editar o gene Mstn que
codifica a miostatina em ovelhas, gerando animais knock-out com o objetivo de promover
maior desenvolvimento carneo em animais selecionados originalmente para producdo de 18,
gerando animais com dupla aptid&o (Crispo et al., 2015). As analises do estudo confirmaram a
auséncia de miostatina, mostrando maior peso corporal em cordeiros oriundos de zigotos
microinjetados com CRISPR/Cas9 (Crispo et al., 2015).
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Edicao génica, saude e bem-estar animal

Em relacdo ao bem-estar de animais de producéo, as tecnologias de edigdo génica
também ja foram empregadas, objetivando a otimizacdo da qualidade de vida desses animais,
minimizando procedimentos dolorosos. Préaticas de interrupcdo do crescimento dos botdes de
chifre, conhecido como amochamento ou de remocdo de chifres, conhecido como descorna,
em gado, tém recebido atengdo em relacdo a questdes de bem-estar animal (Bond et al., 2012).
Além disso, animais sob condi¢Ges de dor, estresse e desconforto ndo agregam valor
zootécnico a producéo, visto que ndo conseguem adquirir peso ou se reproduzirem e podendo
ainda, influenciar nos sistemas produtivos pecuérios e no produto final, seja a carne bovina ou
o0 leite (Oliveira et al., 2008). A remoc¢do do chifre é feita para melhorar a seguranga dos
manipuladores humanos, diminuir o risco de ferimentos entre um animal e outro devido a
comportamentos agressivos e reduzir a incidéncia de desperdicio de carcaca devido a
contusdes (Bond et al., 2012). Carlson et al. (2016) demonstraram a utilizacdo da técnica de
edicdo génica TALEN, em bovinos, para editar o gene de crescimento de chifres em gado
leiteiro. A utilizacdo da tecnologia CRISPR/Cas9 também pode ser utilizada em projetos com
intuitos semelhantes. O uso de edicéo génica permitiria que a maioria do rebanho apresentasse
0 alelo "mocho" mais rapidamente e com menor endogamia do que com programas
convencionais de melhoramento genético (Mueller et al. 2019). Portanto, as ferramentas de
edicdo génica se tornam um grande aliado na resolucao de problemas como este.

Pensando em uma outra abordagem, reduzir a incidéncia de doencas pode aumentar a
produtividade, o bem estar animal e a salde humana. Bevacqua et al. (2016) utilizaram o
sistema CRISPR/Cas9 com o objetivo de induzir alelos knockout e knock-in do gene PRNP
bovino, responsavel pela encefalopatia espongiforme bovina, conhecida popularmente como
“doenca da vaca louca”. Os resultados relatam que o sistema CRISPR/Cas9 ¢ eficiente para
induzir indels, que sdo pequenas inser¢des ou delecdes no genoma, do gene PRNP em células
bovinas cultivadas e embrides. Tal abordagem poderia ter um grande impacto no
desenvolvimento de animais resistentes a essa e outras importantes doencas zoonoticas,
visando a resolucdo de problemas de saide publica no mundo todo. Em relagdo a saude
animal, sabe-se que a selecdo fenotipica durante a domesticagdo, resultou na incorporagao
indesejada de mutagdes deletérias. Em cavalos, a condi¢cdo autossdmica recessiva conhecida
como enzima ramificadora de glicogénio deficiente ¢ o resultado de uma destas mutacoes.
Pinzon-Arteaga et al. (2020) utilizaram a recombina¢do homologa via CRISPR/Cas9 para
corrigir a mutagdo em uma linha celular primaria de fibroblastos, derivada de um garanhao

heterozigotico de alto mérito genético. A distancia entre a ruptura de fita dupla mediada por
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Cas9 e o local da mutagdo foram os principais determinantes para a edi¢do bem-sucedida. Isso
demonstra a gama de aplicagdes do sistema CRISPR/Cas9 para corrigir outras doencas

genéticas em populagdes animais.

CRISPR e o0 xenotransplante

A cadeia produtiva animal possui grande representatividade no setor alimenticio e de
subprodutos, e muitas vezes, apenas a producdo de carne e leite sdo lembradas. Contudo, a
semelhanca fisiologica e morfologica de &rgdos, caracteriza algumas espécies como
importantes no estudo de doengas em humanos ou ainda, de xenotransplantes, visto que
a criacdo in vitro de 6rgdos ou tecidos de tamanho humano adequados para transplante de
pacientes se mostra, até entdo de dificil execucdo (Ezashi et al., 2015). Um dos principais
desafios do xenotransplante é a rejeicdo de 6rgdos pela resposta imune. Fischer et al. (2016)
demonstraram a utilizagdo do sistema CRISPR/Cas9 para superar 0s mecanismos de rejeicao
hiperaguda e rejei¢do vascular aguda no xenotransplante entre suino e humano, enquanto Niu
et al. (2017) utilizaram o sistema para solucionar as incompatibilidades imunolégicas e o risco
de transmissdo de espécies cruzadas de retrovirus endogenos porcinos. Vilarino et al. (2017)
“desativaram” o gene PDX1, impedindo a pancreatogénese em ovelhas, visando a producgéo
de 6rgdos interespecificos para medicina regenerativa. No futuro, combinar a edi¢do de genes
com a complementacdo de CRISPR/Cas9 e células-tronco pluripotentes pode resultar em uma
abordagem poderosa para a geragdo de 6rgaos humanos em modelos animais (Vilarino et al.,
2017).

Edicéo génica, transgénicos e regulamentacdes

Os animais transgénicos seguem sendo uma das ferramentas de pesquisa mais
importantes das ciéncias bioldgicas, pois representam modelos Unicos e passiveis de serem
personalizados para abordar questfes especificas. Portanto, a capacidade de introduzir genes
funcionais em animais confere uma estratégia muito poderosa para compreender processos e
sistemas bioldgicos complexos. A transferéncia de genes é de particular valor em animais de
producdo, cujos longos ciclos das préticas classicas de melhoramento genético séo reduzidos
(Pinkert, 2014). O transgénico € um organismo que possui uma sequéncia de DNA vinda de
outro organismo e apesar de serem considerados por alguns uma metodologia aliada a
melhorias no setor agricola, divide opinides e esta geralmente ligada a questionamentos e
receios, principalmente quando se refere a interferéncia desses organismos na saude humana.

Um dos pontos relevantes abordados, € que os transgénicos poderiam predispor as alergias,
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resisténcia a antibidticos, alteracbes no contetdo nutritivo dos alimentos, além de
preocupacao pelo uso de virus nas modificacdes genéticas (Gonzalez, 2008).

O CRISPR/Cas9 revolucionou a geracdo de animais editados. Na agropecuaria, a
edicdo génica permite modificar o genoma de modo a acelerar a introducdo de uma variante
natural de alelo especifico na populagdo alvo (Mueller et al. 2019). Este sistema demonstra
eficiéncia e facilidade de uso sem precedentes, reduzindo o tempo e 0 custo necessarios para a
edicdo do genoma, permitindo a producdo de animais com modificacBes genéticas mais
extensas. A técnica do CRISPR permite gerar um organismo geneticamente modificado
(OGM), porém ndo obrigatoriamente transgénico. Transgénicos e OGM_ndo sdo sinbnimos
(Pelaez & Schmidt, 2000), visto que para o primeiro € necessaria a adicdo de sequéncias de
DNA de organismos distintos.

Em relacdo ao uso dos transgénicos no mundo, diversos paises, como o0s do continente
europeu sdo bastante enfaticos em relacdo a proibicdo ou restricdo do uso destes animais na
cadeia produtiva (Bonny, 2003). No Brasil, a Lei n°® 11.105 de 24 de marco de 2005 (Brasil,
2005) estabelece normas de seguranca e mecanismos de fiscalizacdo de atividades que
envolvam organismos geneticamente modificados, por meio da criacdo da Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca - (CTNBIo). Porém, quando o assunto é edi¢do génica e o sistema
CRISPR, ainda ha muito o que ser discutido a cerca do uso dos organismos editados com esta
tecnologia. Em 2018, o Tribunal Europeu de Justica equiparou plantas modificadas com
CRISPR a transgénicos convencionais e decidiu que culturas editadas por genes devem estar
sujeitas aos mesmos regulamentos rigorosos (Callaway, 2018). No Brasil, a resolucédo
Normativa N° 24 da CTNBio, de 07 de janeiro de 2020 (Brasil, 2020) imp&e condicbes para a
comercializacdo de OGM, incluindo animais editados apresentando construcdo genética
idéntica a propria espécie, sendo que esses casos serdo avaliados individualmente quanto aos
riscos.

Regulamentos restritivos em alguns paises sdo oportunidades para outros e
consequentemente, aqueles que hoje restringirem excessivamente o uso de biotecnologias
pagardo pelo uso e pelos produtos no futuro (Menchaca et al., 2020). A discussao sobre o uso
da técnica deve ser pautada pela seguranca as pessoas e a0 meio ambiente, de modo a nédo
reduzir a aceitagdo pela sociedade de uma tecnologia com potencial de impacto econémico e
na sustentabilidade das atividades da cadeia produtiva animal.
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Concluséo

A tecnologia CRISPR/Cas9 demonstra ser aplicdvel a uma grande variedade de
animais, desde metazoarios de ramificacdo precoce até primatas. O sistema permite a
construcdo de modelos precisos de doengas humanas e terapias potenciais foram testadas e
validadas em diferentes modelos animais. Com base no progresso notavel até o momento,
pode-se antecipar que, no futuro, a tecnologia CRISPR/Cas9 permitira avancos adicionais de
longo alcance, incluindo o entendimento de doencas com origens genéticas complexas, a
engenharia de animais para producdo de 6rgdos para transplante humano e a transformacao
genética de populagdes inteiras de organismos para impedir a propagacao de doencas.

A utilizacdo da metodologia em diferentes genomas, aliada a facilidade de aplicacdo
da técnica, ja& foram comprovados. Além da tecnologia demonstrar ao longo de anos e
diferentes estudos a sua funcionalidade, quando trazida para o cenario atual da producdo
animal, carrega consigo novos conceitos e possibilidades para o melhoramento genético,
tornando-o mais rapido, mais especifico e capaz de gerar novos produtos. A modernizagdo da
edicdo génica em animais de producdo podera otimizar significativamente a cadeia produtiva
animal no Brasil e no mundo, repaginando a forma de producéo de carne, leite e derivados e

possibilitando a associacdo direta do bem-estar em conjunto a elevados indices zootécnicos.
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3. CAPITULO Il - DELECAO DE LATS2 EM EMBRIOES BOVINOS

3.1 Introducéo

3.1.1 Eventos iniciais do desenvolvimento embrionario de mamiferos

A formacdo de blastocistos é o primeiro processo de diferenciacdo durante o
desenvolvimento embrionario em mamiferos, produzindo a MClI e o TE (Frankenberg et al.,
2016). As células da MCI contribuem para todos os tecidos embrionarios, enquanto as células
do TE formam a placenta e anexos externos (Gardner, 1989). Ambas as linhagens celulares
sdo vitais para o desenvolvimento e a sobrevivéncia embrionéria e fetal (Hardy et al., 1989).
Koo et al., (2002) fornecem evidéncias de que biotécnicas como a fecundacdo in vitro ou
transferéncia nuclear causam alocagdes desproporcionais de células da MCIl e ou TE. Eles
obtiveram em sua grande maioria, blastocistos com anormalidades numéricas nas células da
MCI e diminuicdo nas células do TE no estagio pré-implantacéo.

Durante o periodo de pré-implantacdo, o embrido mamifero sofre uma série de
alteracdes moleculares, fisioldgicas e metabolicas que transformam um zigoto totipotente de
celula anica em um blastocisto multicelular composto e diferenciado (Wang & Dey, 2006).
Dada a complexidade molecular de eventos necessarios para o desenvolvimento correto, por
muitas vezes o embrido mamifero falha até chegar na fase de blastocisto (Ortega et al., 2017).
A partir disso, diversos trabalhos foram voltados para o estudo especifico de genes, proteinas

e vias envolvidas no processo de diferenciacao celular embrionaria.

3.1.2 Via HIPPO e seus componentes

Um equilibrio coordenado entre proliferacdo, apoptose e diferenciacdo celular é
essencial para a formacdo e manutencéo de tecidos e 6rgdos. Estudos recentes indicaram que a
efetivacdo desses processos depende do funcionamento da via do Hipopétamo (HIPPO), uma
via de sinalizacdo conservada, crucial para a integracéo das alteracfes do citoesqueleto com o
ambiente extracelular. A via HIPPO foi identificada em estudos genéticos de Drosophila
melanogaster como supressor de crescimento excessivo de tecido (Justice et al., 1995; Jia et
al., 2003; Huang et al., 2005).

A ampla importéncia da via HIPPO na diferenciacdo e especializacdo celular é
refletida em decorréncia da complexa rede de sinais que controlam a atividade de TAZ e YAP
e estes por sua vez, tem papéis-chave em coordenar o destino celular, a proliferacdo e a

apoptose. No entanto, estas funcdes nem sempre sdo observadas de forma sincrona, podendo
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haver diferenca na sua regulacéo entre espécies. Além disso, os eventos que regulam a via de
forma distinta sdo mal descritos e, portanto, uma melhor compreensdo desses mecanismos
pode oferecer uma visdo importante sobre o desenvolvimento embrionario (Varelas, 2014).

A via HIPPO representa uma cascata de proteinas quinases que regulam a atividade de
dois efetores principais, YAP1 (yes-associated 14 protein) e TAZ (transcriptional co-
activator with PDZ-binding motif). YAP1 e TAZ se ligam a fatores de transcri¢do da familia
TEAD (TEA domain family member; TEAD1, TEAD2, TEAD3 e TEAD4) e regulam a
expressdo de diversos genes (Zhao et al., 2010; Mauviel et al., 2012). Seus componentes
atuam de maneira a formar uma cascata de fosforilagdes proteicas, que culminam na inibigéo
de YAP e TAZ, que regulam a expressdo de genes associados com proliferacdo e
sobrevivéncia celular (Piccolo et al., 2014).

A via HIPPO geralmente é interpretada como ativa ou inativa. Em sua forma ativa, as
quinases MST1 e MST2 fosforilam LATS1 e LATS2 (Callus et al., 2006; Praskova et al.,
2008), que por sua vez fosforilam YAPL e TAZ. Quando YAPL e TAZ estdo fosforiladas,
translocam-se para o citoplasma das células, onde ficam retidas ou sdo degradadas (Zhao et
al., 2007; Hao et al., 2008; Zhao et al., 2010). Por outro lado, quando em sua forma inativa,
YAP1 e TAZ ficam retidas no nlcleo, ligando-se a fatores de transcricdo, principalmente da
familia TEAD, resultando na modulacdo da atividade transcricional de genes alvo envolvidos
com a sobrevivéncia, proliferacédo e diferenciacdo celular (Mauviel et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que TAZ ou YAP desempenham papéis importantes em
células tronco embrionarias, que sdo derivadas da MCI do blastocisto e possuem a capacidade
de se autorrenovar e dar origem a todos tipos de células funcionais num animal adulto. Eles
acabam por controlar os niveis e a agdo de um circuito transcricional central que contam com
outros genes envolvidos em outros eventos, como OCT4, NANOG e SOX2 (Young, 2011),
gue sao genes associados a pluripoténcia.

A distribuicdo nuclear e citoplasmatica de YAP define a primeira escolha do destino
celular no embrido de camundongos - a diferenciacéo das células em trofectoderma (TE) ou
massa celular interna (MCI) (Cockburn e Rossant, 2010). Um dos primeiros processos a
ocorrer no embrido é a compactacdo, durante o qual ha formagdo das juncGes de aderéncia e
aquisicdo de polaridade apical-basal na fase de 8 células (Cockburn e Rossant, 2010). A
medida que estas células se dividem, as mais intimas e mais compactas perdem a sua
polaridade, e as suas diferencas em relacdo as células exteriores resultam numa distribuicéo
dispar de YAP, cujo controle foi demonstrado pela presenca de um dominio polar

(Korotkevich et al. 2017) ou pela diferenca de contratilidade celular (Maitre et al. 2016).
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No blastocisto, YAP localiza-se nos nucleos das células externas de morulas e
posteroirmente do TE, mas sdo distribuidos por todo o citoplasma em células internas e
posteriormente da MCI (Nishioka et al., 2009). YAP nuclear controla a atividade do fator de
transcricdo TEADA4, determinante para a especializacdo transcricional do TE que inclui a
inducdo do gene Cdx2 (Yagi et al., 2007), que é associado a diferencia¢do do TE (Strumpf et
al. 2005). De acordo com isto, a eliminagéo de Tead4 resulta na perda da expressdo de Cdx2,
gerando embriGes que ndo conseguem estabelecer o TE (Nishioka et al., 2008; Yagi et al.,
2007). A eliminacdo de YAP resulta em células com defeitos de especificacdo de destino e em
morte embrionéria na fase de morula, anterior a especificacdo de TE ou ICM (Nishioka et al..,
2009).

3.1.3 Participacdo do gene LATS no desenvolvimento embrionario

Nishioka et al. (2009) ainda descreveram o mecanismo bioldgico pelo qual a via
HIPPO controla a translocagdo nuclear de YAP. TEAD4 ativo pode induzir o Cdx2 e outros
genes de trofoblasto em paralelo com células tronco embrionarias. Em embrides, a proteina
coativadora de TEAD4, o YAP, localiza-se em nucleos de células externas, e a modulacdo de
atividade de TEAD4 ou YAP leva a mudancas na expressdo de Cdx2. Nas células internas, o
YAP é fosforilado no citoplasma, e isso envolve a sinalizacdo da via HIPPO e a proteina
quinase LATS1/2. No embrido, YAP localiza-se em nucleos somente em células externas e é
impossibilitado de se translocar para o ndcleo celular de células internas pelo componente
LATS1/2 da via de sinalizacgdo HIPPO. Essas observacdes sugerem que o TEAD4/YAP
interpreta informagdes ao longo do eixo interno/externo do embrido para restringir a
expressdo de Cdx2 e TE para células externas. No embrido de camundongo, TEAD1/TEAD?2
mutantes morrem logo apds a implantacao devido a reducéo da proliferacdo celular e aumento
do apoptose (Sawada et al., 2008). TEAD1/2 interage geneticamente com YAP (Sawada et
al., 2008), sugerindo que os papéis desses genes na via HIPPO sdo conservados em
camundongos.

A supressé@o de LATS1/2 causa um aumento da localizagdo nuclear de YAP, levando a
uma expressédo de Cdx2 amplificada, que impede a especificacdo adequada da MCI (Nishioka
et al., 2009; Lorthongpanich et al., 2013). A delecdo somente de LATS2 foi capaz de inibir a
fosforilagdo de YAP em embrides murinos (Nishioka et al. 2009). Alguns reguladores da
atividade de LATS, como a Mobla e Moblb, quando nocauteados também levam a defeitos
de desenvolvimento, com parada no desenvolvimento de embrides em torno do dia 6,5

anterior a gastrulacdo (Nishio et al., 2012).
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3.1.4 Via HIPPO em bovinos

Diferentemente de camundongos, que expressam CDX2 em morulas, o embrido
bovino expressa CDX2 apenas no estagio de blastocisto (Goissis e Cibelli, 2014). Entretanto,
YAP localiza-se no ndcleo de células do TE, juntamente com CDX2 (Tribulo et al., 2017) Os
resultados ainda sugerem que YAP esta envolvida na expressdo de CDX2 e na diferenciacdo
do TE, mas estudos funcionais sdo necessarios para determinar se 0 YAP € ou ndo necessaria
para a expressdo de CDX2 em embrifes bovinos. Recentemente, foi demonstrado que
TEADA4, cuja atividade é regulada pelo seu co-fator YAP, ndo € necessario para expressao de
CDX2 ou formagdo do blastocisto bovino (Sakurai et al., 2017). Sharma & Madan (2019)
confirmam a presenca de constituintes da via de sinalizacdo de HIPPO, como TAZ e YAP no
embrido bovino nos primeiros estagios de desenvolvimento. Contudo, devido a presenca
concomitante de YAP e CDX2 no TE bovino, é plausivel que a via HIPPO possa participar na
diferenciacédo celular bovina, com Y AP participando como co-fator de transcri¢do para outras

proteinas regulatorias.
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3.2. HIPOTESE

A delegdo de LATS2 resulta em um desenvolvimento sem MCI, em decorréncia da
inativacdo da fosforilacdo de YAP.

Figura 2 - Modelo hipotético grafico.
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Legenda: & esquerda, estagio de mérula e blastocisto com a atividade de LATS2. A direita, estagio de morula e
formagdo sem MCI apds a delecdo de LATS2. Acredita-se que dele¢do de LATS2 inibird a via HIPPO,

promovendo a exclusiva localizagdo nuclear de YAP e consequentemente impedindo a diferenciacéo celular da
massa interna.
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3.3. OBJETIVOS

A similaridade observada na regulacédo transcricional do desenvolvimento embrionério
precoce entre bovinos e humanos, combinado com técnicas de edicdo genética altamente
eficientes tornam o bovino um modelo valioso para a biologia do embrido humano, com
aplicacdes expandidas na agricultura e tecnologias de reproducdo assistida (Daigneault et al.,
2018). Neste trabalho, objetivamos, portanto:

1 - Inativar a acdo quinase da enzima com a delecdo génica de LATS2 via sistema
CRISPR/Cas9 (Figura 3);

2 - Compreender a funcdo génica de LATS2 e consequentemente como a via HIPPO
participa na segregagéo entre MCIl e o TE em bovinos

Desta maneira, o trabalho podera contribuir com o entendimento da diferenciacdo das

células durante o desenvolvimento embrionario inicial.

Figura 3 - Esquema ilustrativo de edi¢do génica para inativacdo do dominio quinase de LATS2.

Legenda: A dupla fita de DNA esta representada na figura. As diferentes cores indicam diferentes trechos de
DNA. O dominio de proteina quinase de LATS2 esta representado em laranja. A regido 5' ap6s o corte pela
enzima CAS9 (em verde) guiada pelo gRNAL esta representada em amarelo. A regido 3' apds o corte pela
enzima CAS9 (em verde) guiada pelo gRNA2 esté representada em azul claro. O corte da sequéncia via sistema
CRISPR/Cas9 inativa o dominio quinase da enzima, inviabilizando a fosforilacdo de YAP e consequentemente,
interferindo diretamente sobre o processo de diferenciacdo e especializagdo celular nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario (imagem cedida por Marcelo Demarchi Goissis).
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34. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado conforme os principios éticos de experimentacdo
animal estabelecidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo — FMVZ — USP (protocolo
namero: 7341170818). Os materiais foram comprados da Merck-Sigma-Aldrich, a menos que

indicado de outra maneira.

3.4.1 Local do experimento e periodo de execucao
O experimento foi realizado no laboratério de Fecundacdo in vitro, Clonagem e
Transgenia Animal, localizado no departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de So Paulo, campus da Capital.

3.4.2 Delineamento experimental

Para a delecdo génica de LATS2 em embrides bovinos, foi utilizado o sistema
CRISPR/Cas9, microinjetado em zigotos produzidos in vitro. Embrides bovinos foram
produzidos in vitro conforme descrito (Goissis e Cibelli, 2014). Os zigotos foram
microinjetados com gRNA para LATS acompanhado de cRNA para Cas9. Zigotos néo
microinjetados e microinjecdo com Cas9 apenas foram utilizados como controles. Os
embrides foram cultivados in vitro até o dia 8 ap6s a fertilizacdo. No dia 8 foram avaliadas
taxas de formacdo de blastocistos, o numero de células e sua distribuicdo quanto a MCl e TE,
além da fixacdo das estruturas em formaldeido 3,8%. Aproximadamente 3 embrides por
replicata foram genotipados por PCR para verificacdo da delecdo dos genes.
Imunofluorescéncia para verificar expressdo proteica de YAP foi realizada em com 3

embrides em dia 8 de cultivo.

3.4.3 Construcdes moleculares

A formulacdo de toda a maquinaria CRISPR/Cas9 conta com processos in silico a
partir da sequéncia especifica do determinado gene a ser editado. O software online CRISPR
RGEN Tools (disponivel para acesso via site: http://www.rgenome.net/cas-designer/) foi
usado para desenho das sequéncias de RNA guia (QRNA1 e gRNA2) alvejando a regido
codificadora correspondente ao dominio de proteina quinase do gene LATS2, (Gen Bank
accession number XM _025000092.1), com auxilio do software online blastx (disponivel em

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias de oligonucleotideos Forward (5’
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para 3°) e Reverse (3’ para 5’) sdo complementares e foram sintetizadas comercialmente e

estdo inseridas na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas neste estudo.

Forward (5'- 3 Reverse (5'- 3)
gRNA1 cacCGAAGGTGAAGACCCTGGGCGT aaacACGCCCAGGGTCTTCACCTTC
gRNA2 caccCGGCGGAGGCGGACAATGAAT aaacATTCATTGTCCGCCTCCGCC
TAATACGACTCACTATAGGGAAGGTGA
gRNAL IVT AGACCCTGGGCGT AAAAGCACCGACTCGGTGCC

TAATACGACTCACTATAGGGGCGGAGG
gRNA2 IVT CGGACAATGAAT AAAAGCACCGACTCGGTGCC

LATS2

. GTTCTGCACCCTCCTTTCCAC CTATGAGGATGTTGTCGGGCT
genotipagem

Legenda: letras mindsculas indicam sequéncia adaptadora necesséria para clonagem em plasmideo pX330-Cas9.
Letras em verde indicam sequéncia adaptadora para transcri¢éo in vitro (IVT).

3.4.3.1 Sintese de gRNAs

Ap0s a producdo dos guias de RNA para o gene LATS, foram realizados 6 principais
procedimentos, que consistem no anelamento das fitas F e R, abertura do plasmideo por
digestdo com enzima de restricdo, adicdo de fosfato aos primers anelados, eletroforese com o
plasmideo que foi digerido e posterior extracdo do DNA contido no gel, insercdo dos primers
fosforilados dentro do plasmideo purificado e por fim, a insercdo desse material nas bactérias
competentes, seguido pelo crescimento das colbnias. Ap6s o crescimento de colbnias
resistentes ao antibidtico do meio, é feita a extracdo do DNA plasmidial com auxilio de um

kit, quantificacdo e sequenciamento. Essas etapas serdo detalhadas adiante.

3.4.3.2 Anelamento e fosforilagéo

O anelamento das fitas simples foi feito por adicdo dos oligonucleotideos (F e R), agua
ultra pura e tampédo CutSmart (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) a um tubo de PCR
e submetido ao programa de anelamento em termociclador (95°C — 10 min.; 95°C para 85°C
em - 2°C/seg.; 85°C — 1 min.; 85°C para 75°C em — 3°C/seg.; 75°C — 1 min.; 75°C para 65°C -
3°C/seg.; 65°C — 1 min.; 65°C para 55°C - 3°C/seg.; 55°C — 1 min.; 55°C para 45°C - 3°C/seq.;
45°C — 1 min.; 45°C para 35°C - 3°C/seg.; 35°C — 1 min.; 35°C para 25°C - 3°C/ seg.; 25°C — 1

min.; 4°C indefinidamente). O produto anelado foi entdo submetido a reacdo de fosforilacéo
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na qual sdo adicionados a um tubo de PCR: o oligonucleotideo anelado, enzima T4 PNK
(New England Biolabs), ATP, e tampdo 10X PNK buffer; seguido de incubacdo no
termociclador a 37°C por 30 minutos seguido de inativagdo a 75°C por 10 minutos. Na

sequéncia, realiza-se a etapa de clonagem do protocolo de CRISPR.

3.4.3.3 Clonagem: digestéo plasmidial, purificacdo, ligacdo e transformacéao bacteriana

Inicialmente, foi realizada a clonagem em vetor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-
hSpCas9 (pX330-Cas9, Cong et al., 2013; Addgene, Watertown, MA, EUA). O plasmideo
pX330-Cas9 foi submetido a digestdo com a endonuclease Bbsl. A digestdo de Sug de
plasmideo ocorreu a 37°C em banho seco, durante 3h. O material oriundo da digestdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose e ap0s a leitura e confirmacdo da presenca de
banda linear, foi purificado com kit (Pure Link, Quick gel extraction, Thermo Fisher,
Waltham, MA, EUA. Apds a purificacdo, realizou-se a quantificagdo do material genético na
amostra com uso de espectrofotdbmetro Nanodrop. A ligacdo entre o vetor pX330-Cas9 e o
oligonucleotideo fosforilado foi realizado com a enzima T4 DNA Ligase, Buffer 10X T4
DNA (Takara Bio Inc, Shiga, Japdo). A ligacdo ocorreu em 16°C durante 12-16h. A ligacédo
foi entdo usada para a transformacdo de bactérias competentes. As bactérias armazenadas em
um tubo tipo Eppendorf 1,5 ml foram colocadas em gelo durante 5 minutos e apds, foram
adicionados 2ug do material do processo de ligacdo ao tubo e deixando novamente em gelo,
por mais 20 minutos. Apos esse periodo, realizou-se o choque térmico em banho seco a 42°C
durante 90 segundos e em seguida, o tubo foi inserido no gelo novamente por mais 5 minutos.
Ressuspendeu-se o material do tubo em 100ug de meio LB e entdo a amostra foi plaqueada
em LB Agar com 100uw/ml de ampicilina e colocada em estufa a 37°C por 12-16h para
crescimento das bactérias transformadas com o plasmideo requerido. Ap6s o crescimento de
colbnias, algumas delas foram selecionadas para cultivo em meio liquido e posterior extracdo
do DNA plasmidial.

3.4.3.4 Extracdo do DNA plasmidial

Apos cultivo em meio liquido, realizou-se a extracdo do DNA plasmidial e posterior
quantificacdo com uso de espectrofotdbmetro Nanodrop. A extracdo foi realizada com o kit
Quick Plasmid Miniprep Invitrogen, by Thermo Fisher Scientific. Apds a mensuragdo da
guantidade do material extraido, foi realizado PCR com um oligonucleotideo homdlogo a
regido promotora U6 do px330 e com os primers reverse dos gRNA (tabela 1). A PCR foi
realizada com 300 pg de plasmideo com programa de 94°C 1 min, 35/40 ciclos 94°C 30s,
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60°C 30s, 72°C 60 s, seguido de 72°C por 2 min com enzima Taq polimerase (Cellco, Sdo
Carlos, Brasil). O produto esperado era de 226 pares de base (figura 4). As amostras
plasmidiais contendo o gRNA 1 e gRNA 2 para o gene LATS2 foram enviadas para
sequenciamento pelo método Sanger, no Instituto de Biociéncias da USP. Os resultados

obtidos no sequenciamento das amostras demonstraram uma correta inser¢do dos RNA guias.

Figura 4 — Confirmacao de clonagem de sequéncia de gRNA no plasmideo pX330 por PCR.

Legenda: eletroforese de DNA plasmidial evidenciando, no Gltimo pogo com marcagdo em vemelho, contendo
226 pares de base, um dos gRNAs guia para LATS2.

3.4.4 Sintese in vitro dos gRNAs
A sintese in vitro dos gRNAs a partir dos vetores gerados foi realizada com kit

MEGAshortscript™ T7 Transcription (ThermoFisher) seguindo instrucdes do fabricante, apds
amplificacdo por PCR da sequéncia dos gRNA 1 e 2, com adi¢do de sequéncia promotora T7
(Tabela 1).

3.4.5 Producéo in vitro de embrides bovinos

Odcitos bovinos foram obtidos de ovarios aspirados coletados de matadouros
comerciais. Foram selecionados os complexos cumulus-odcito de acordo com sua qualidade e
maturados in vitro (MIV) em meio de maturagdo consistindo de meio TCM-199
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 3 pg/ml de hormonio luteinizante (Vetecor
Laboratories, Callier, Spain), 3 pg/ml de hormoénio foliculo estimulante (Folltropin-V,

Vetrepharm, Inc. Belleville, ON, Canada), 1mg/ml estradiol, 22 ug/ml de piruvato de sodio e
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25 ug/ml de gentamicina. Apds 22h, os odcitos foram submetidos a fertilizacdo in vitro. A
fecundacdo in vitro (FIV) foi realizada em meio de fertilizagdo a base de piruvato de lactato
de Tyrode (TALP) suplementado com 20 pug/ml de heparina. Apos o descongelamento a 37°C,
foram adicionados os espermatozoides vivos, selecionados pelo gradiente de Percoll®, a gota
de meio de fertilizagdo contendo os odcitos em uma concentracdo de 1 x 106
espermatozoides/ml. A fertilizacdo ocorreu durante um periodo de 10h a 38,5 °C e 5% de
CO2 em alta umidade. Apds 10h, realizou-se o cultivo in vitro (CIV), onde os presumiveis
zigotos foram expostos a 3 minutos de vortex para retirada das células do cumulus e lavados
em meio de cultura de embrido Hamster-Hepes (HH) antes de serem colocados em microgotas
de meio KSOM suplementado com aminoécidos (KSOM + AA), sob 6leo. Nesse momento,
as estruturas foram microinjetadas ou ndo — o que sera descrito adiante — e apds, cultivadas a
38,5 °C em umidade elevada. No dia 4 de cultivo, foram avaliadas as taxas de clivagem e a
troca de 30 ul do meio das gotas por 30 ul de meio KSOM + AA. No dia 8 as taxas
Blastocisto (BL) (BL/nimero de odcitos) foram avaliadas. Os embrifes foram entdo
submetidos a imunofluorescéncia, genotipagem via PCR e sequenciamento. Os embrides
obtidos apos o retorno das atividades pés-pico da pandemia de COVID-19 foram corados com
10pg/ml Hoechst por 10 minutos e verificados em microscopia de fluorescéncia com cerca de
15 segundos de exposicdo e 5 imagens usando a funcdo Z-stack do software Olympus
CellSens Dimension. Os dados foram tabelados, as estruturas foram avaliadas quanto a
morfologia e suas respectivas células contadas. Posteriormente, as estruturas foram

armazenadas individualmente em solucdo para extracdo de RNA e congeladas em -80°C.

3.4.6 Microinjegdes em zigotos bovinos

Na microinjecdo, uma micropipeta de succdo segura 0 zigoto enquanto uma
micropipeta de injecdo € alinhada e introduzida medialmente a estrutura. Uma pequena
aspiracdo do contetdo celular ocorre, a fim de que se verifique a correta insercdo da
micropipeta e a microinje¢do do conteudo é evidenciada pelo aumento de volume do zigoto.

Os zigotos foram divididos em 3 grupos experimentais sendo: controle (sem
microinjecédo); Cas9 — microinjetado apenas com Cas9 e LATS gRNA — microinjetado com
0s gRNAs e Cas9. Os zigotos foram microinjetados com aproximadamente 8pl de solucdo
12,5 ng/ul de cada gRNA acompanhado de 70 ng/pl de proteina CAS9. Zigotos ndo
microinjetados e microinjecdo com CAS9 apenas foram utilizados como controles. Foram

realizadas 3 replicatas validas antes da paralisa¢do das atividades devido a COVID-19.
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3.4.6.1 Microinjecdes em oocitos maduros (M)

Devido as restri¢des de acesso ao campus no periodo do pico da pandemia de COVID-
19, as injecOes as 10h pos-FIV ficaram impossibilitadas. Como alternativa, foram realizadas
injecBes em o0citos supostamente em metafase 11, 22h apds inicio da MIV. Os oocitos foram
parcialmente denudados em solugdo de 1mg/ml de hialuronidase em meio HH por 3 minutos
no vortex. Os odcitos foram injetados como descrito acima com 0S mMesmos grupos
experimentais. O grupo controle ndo injetado também foi submetido a denudacéo. A FIV foi
entdo realizada apos as injecGes como descrito acima. O CIV foi modificado apenas para
exclusdo do vortex e remogdo das células do cumulus restantes por pipetagem. Os blastocistos
obtidos no dia 8 de cultivo foram avaliados e colhidos como descrito acima para os embrides

no periodo pds-restricao.

3.4.7 Imunofluorescéncia para YAP

As estruturas no D8 foram entdo fixadas em formaldeido. O protocolo padréo
consistiu em fixacdo dos embrides em solucdo 3,8% formaldeido (Sigma-Aldrich) em PBS
suplementado com 1mg/ml polivinilpirrolidona (PBS-PVP) por 15 minutos. Os embrides
foram lavados por trés vezes e armazenados a 4°C em PBS-PVP até o processamento. O
protocolo da técnica de imunofluorescéncia para verificar expressdo proteica de YAP
consistiu na lavagem dos embrides fixados em solugdo de lavagem (PBS + 0,1% Triton X-
100) e permeabilizacdo em solu¢do de PBS com 0,5% Triton X-100 por 15 minutos a
temperatura ambiente. Os embrides foram novamente lavados e incubados por 1h a
temperatura ambiente em solugdo de bloqueio (solugédo de lavagem suplementada com 10%
soro de jumento e 1% BSA). Na sequéncia foram incubados com anticorpo primario de
coelho anti-YAP (ab52771, Abcam) diluido 1:62,5 em solucdo para anticorpo (solucdo de
lavagem suplementado com 1% BSA). As condi¢fes de incubacdo dos anticorpos primarios
foi a 4°C de 16 a 20h. Os embribes foram lavados trés vezes por 10 minutos a temperatura
ambiente e incubados com anticorpo secundario por 1h a temperatura ambiente. Os embrides
foram lavados trés vezes por 10 minutos a temperatura ambiente e incubados com 100pg/ml
Hoechst 33342 por 10 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia foram lavados trés
vezes em PBS-PVP antes da montagem das laminas. Os embrides foram montados entre
laminulas, com auxilio de adesivo espacador de 0,12mm de altura e observados em
microscopio confocal Olympus Fluo View 1000 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) no
Centro Avancado de Diagnostico por Imagem, Faculdade de Medicina Veterinéria e Ciéncia

Animal, Universidade de Sao Paulo. A excitacdo do fluoroforo foi induzida pelo laser diodo
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405nm, laser de argonio 488nm e laser de neon-helium 546nm. Foram obtidas imagens a cada
8um, utilizando o software CellSens Dimension (Olympus).

3.4.8 Genotipagem

A extracdo de DNA dos embrides apds a realizacdo da imunofluorescéncia foi
realizada via kit Extract-N-Amp, com modificacbes. De modo breve, as reagOes foram
escalonadas para um menor volume, utilizando 4,4ul do tampé&o de extragédo, 1,1l do tampao
de preparo de tecido e 4,4ul do tampédo de neutralizacéo, seguindo os tempos recomendados
pelo fabricante. Um total de 3 embrides do grupo gRNA e um embrido de cada grupo
controle ou Cas9 foram genotipados por PCR para verificagdo da delecdo de regido do gene
LATS2. Os produtos foram verificados por eletroforese em gel de agarose. As bandas foram
excisadas do gel, purificadas com kit QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit (Qiagen) e
submetidas a sequenciamento Sanger no Instituto de Biociéncias da USP. As sequéncias
foram alinhadas usando software online gratuito de alinhamento mdaltiplo T-coffee
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/, Madeira et al. 2019).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliac6es durante o cultivo embrionario — Primeira fase de manipulacdes

Inicialmente foram realizadas 3 replicatas, antes da restricdo devido a pandemia de
COVID-19. Os dados de numero de zigotos, taxas de clivagem (clivados/odcitos), formacdo
de blastocisto (blastocistos/odcitos) e desenvolvimento (blastocistos/clivados) das 3 replicatas
realizadas nesse periodo estdo descritos na tabela 2 e sumarizados no grafico 1.

N&o houve analise estatistica devido a falta de graus de liberdade para realizar a
ANOVA com comparagdo de medias. Em uma das replicatas da primeira fase de
manipulagdes, observou-se que 0s embrides do grupo gRNA — microinjetados com 0s
RNAs guia para o gene LATS2 acrescidos da proteina Cas9 — , apesar de ndo formarem
muitos blastocistos, tinham estruturas assemelhadas a morulas, que pode ser melhor
observado ap6s coloracdo com 10ug/ml Hoechst (Figura 6). Foi possivel observar que alguns
embriBes ultrapassaram o estagio de 16 células, mas ndo formaram blastocistos.

N&o foi possivel realizar a andlise estatistica com os dados da primeira fase de
manipulacdo. Contudo, as médias dos dados das 3 replicatas realizadas bem como seus
respectivos erros padrdo foram inseridos no grafico 1. Nota-se que as médias de taxa de
formagdo de blastocisto e desenvolvimento no grupo gRNA sdo bastantes discrepantes
quando comparadas as dos demais grupos. Apds as andlises das taxas citadas, as estruturas

foram fixadas em formaldeido 3,8% e armazenados em solucédo de PBS/PVP.

Tabela 2 — Taxas de clivagem, formac&o de blastocistos e desenvolvimento das 3 primeiras replicatas.

Grupo Data Replicata  Zigotos  Clivagem  Blastocistos Desenvolvimento

Taxas (%)

Controle 20/02/2020 12 60 53 33 63
Controle 29/02/2020 28 60 55 27 48
Controle 13/03/2020 42 38 66 29 44
Cas 9 20/02/2020 12 17 29 24 80
Cas9 29/02/2020 22 16 31 0 -

Cas 9 13/03/2020 48 30 47 7 14
gRNA Lats 20/02/2020 12 28 54 4 7

gRNA Lats 29/02/2020 28 33 36 6 17

gRNA Lats 13/03/2020 42 27 59

~

13
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Figura 5 - Imagens de embrifes dos trés grupos experimentais no D8 de cultivo in vitro.

Legenda: A: grupo controle; B: grupo microinjetado apenas com Cas9; C: grupo microinjetado com gRNA para
LATS2 e Cas9.

Figura 6 - Embrides injetados com LATS2 gRNA corados com 10ug/ml Hoechst 33342 (Sigma) apés 8 dias de
cultivo in vitro (aumento 200x).

Gréfico 1 — Média das taxas de clivagem, blastocisto e desenvolvimento das primeiras 3 replicatas

80%
70%
60%
50%
40%
30% T
20%
10% T T ﬁ
0% Controle Cas9 gRNA
m Clivagem Blastocisto = Desenvolvimento

Legenda: azul - taxa de clivagem (embriGes clivados/estruturas cultivadas); verde - taxa de blastocisto
(blastocistos/estruturas cultivadas); amarelo - taxa de desenvolvimento (blastocistos/embrifes clivados). As
barras de erro representam o erro padrdo da média.



48

4.2 Deteccdo de YAP

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada para a proteina YAP, conforme
protocolo descrito em Material e Métodos. YAP foi detectado no ndcleo de células do
trofectoderma e no citoplasma de células da massa celular interna, em embrides ndo editados,
entretanto o mesmo padrdo nao foi observado. As imagens obtidas através da microscopia
confocal das estruturas dos 3 grupos experimentais estdo inseridas na figura 7. Os embrides
do grupo injetado com gRNA foram denominados gRNAel, gRNAe2 e gRNAe3

4.3 Genotipagem

Ap6s a imunofluorescéncia, os embrides passaram pelo processo de extracdo de DNA
e posterior PCR. A eletroforese das amostras deveria evidenciar 649 pares de base para a
banda de LATS2 intacta. Na amostra de uma das estruturas do grupo gRNA (amostra gRNA
e2 da imunofluorescéncia) houve a presenca da banda esperada de 478 pares de base ap0s a

edicéo, sugerindo a perda de cerca de 172 pares de base (figura 8).
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Figura 7 — Imunofluorescéncia para YAP em microscopia confocal.

Hoechst YAP H+Y

gRNAe2 gRNAel

gRNA e3

Cas9

Negativo

Legenda: Coloracdo em Hoechst marcando os nicleos celulares e YAP marcando o citoplasma de células da
MCI e o nlcleo de células do TE. Imagens gRNA el, e2 e e3 referem-se a estruturas do grupo gRNA, sendo a
primeira delas — gRNA el — um blastocisto cujo genoma ndo foi editado; gRNAe2 e e3 sdo estruturas
semelhantes a mérulas quanto a sua morfologia e cuja edi¢do foi confirmada por sequenciamento. Demais
imagens para o grupo Cas9, demonstrando coloragéo normal para um embrido ndo editado e embrido negativo,
demonstrando a funcionalidade do anticorpo utilizado.
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Figura 8 - Resultado de genotipagem da regido génica de LATS2 por PCR

Legenda: Produtos da PCR visualizados por separacdo eletroforética em gel de agarose. Pogo 1 — marcador de
peso molecular; pogo 2 - amostra do grupo gRNA, nomeada como gRNAe2 nas imagens de imunofluorescéncia,
evidenciada pelo retangulo vermelho onde nota-se a presenga de uma banda de 477pb, sugestivo de alteragéo
génica nesse embrido; poco 3 - amostra do grupo gRNA, nomeada como gRNAe nas imagens de
imunofluorescéncia; pogo 4 - amostra do grupo gRNA; pocos 5 e 6 - amostras do grupo Cas; pogos 7 e 8 —
amostras do grupo controle; pogo 9 — amostra negativa com h20; poco 10 — amostra controle com DNA de
fibroblasto bovino.

4.4 Sequenciamento pelo método Sanger

Ap0s a eletroforese, as amostras de embrifes dos 3 grupos experimentais passaram
pelo processo de sequenciamento através do método Sanger. Analise do sequenciamento
demonstrou diversas alteracdes na sequéncia genética do embrido gRNAe2, além de revelar
delecéo de 4 pares de base na sequéncia genética do embrido gRNAe3 na regido alvo do gene
LATS2 (figura 9). As sequéncias foram alinhadas usando software online gratuito de
alinhamento multiplo T-coffee (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/, Madeira et al.
2019).



Figura 9 - Alinhamento das sequéncias dos produtos de genotipagem por PCR
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CCCAGGGGACCCATCCAGTGTGACCCTGTCCTGTCCCTCCTGCCCCCATG
CCCATGGGACCCATCCAGTGTGACCCTGTCCTGTCCCTCCTGCCCCCATG
Commmmm TGCTGGTTGAGCACGACAC-GCCCTGTTGCGCACGCG-CAGCG
CCCATGGGACCCATCCAGTGTGACCCTGTCCTGTCCCTCCTGCC-CCATG
CCCATGGGACCCATCCAGTGTGACCCTGTCCTGTCCCTCCTGCCCCCATG

* * * * % dhkk Kk Kk hkkkok * % * % * *

GGGCCTGTCCAGT-GTGACCCTGTCCTGTTTCCTCCTGCACAGGCCGGGC
GGGCCTGTCCAGT-GTGACCCTGTCCTGTTTCCTCCTGCACAGGCCGGGC
GGGCCTGTCCAGT-GTGACCCTGTCCTGTTTCCTCCTGCACAGGCCGGGC
GGGCCTGTCCAGT-GTGACCCTGTCCTGTTTCCTCCTGCACAGGCCGGGC
GGGTC-GTTCACAAATGGGCC-——-——mmmmmmm ACGGAGCCGGCCA-GC
GGGCCTGTCCAGT-GTGACCCTGTCCTGTTTCCTCCTGCACAGGCCGGGC

GGGCCTGTCCAGT-GTGACCCTGTCCTGTTTCCTCCTGCACAGGCCGGGC
kkk ok kk kk *k Kk * ok ok kdkkk  kk

TCTGTGAGGCCGAGCAGGAGCAGATGAGGAAGATTCTTTACCAGAAGGAG
TCTGTGAGGCCGAGCAGGAGCAGATGAGGAAGATTCTTTACCAGAAGGAG
TCTGTGAGGCCGAGCAGGAGCAGATGAGGAAGATTCTTTACCAGAAGGAG
TCTGTGAGGCCGAGCAGGAGCAGATGAGGAAGATTCTTTACCAGAAGGAG
TCGGCCAGGLCGGCECE=mmmmmmmmm mm m e TCACCATTGGATC
TCTGTGAGGCCGAGCAGGAGCAGATGAGGAAGATTCTTTACCAGAAGGAG
TCTGTGAGGCCGAGCAGGAGCAGATGAGGAAGATTCTTTACCAGAAGGAG

*k Kk khkkk k dk *  kdkodkok *

TCCAATTACAATAGGCTCAAGCGGGCCAAGATGGACAAGTCCATGTTTGT
TCCAATTACAATAGGCTCAAGCGGGCCAAGATGGACAAGTCCATGTTTGT
TCCAATTACAATAGGCTCAAGCGGGCCAAGATGGACAAGTCCATGTTTGT
TCCAATTACAATAGGCTCAAGCGGGCCAAGATGGACAAGTCCATGTTTGT
GCCGATCGCCAGGTGCT--—~-- GGGCGAGGGCTGCGAAATGCGCGGT-CT
TCCAATTACAATAGGCTCAAGYGGGCCAAGATGGACAAGTCCATGTTTGT

TCCAATTACAATAGGCTCAAGCGGGCCAAGATGGACAAGTCCATGTTTGT
*k kk ok * *ok ok kkkk ok * *  kk ok x Kk k%

GAAGGTGAAGACCCTGGGCGTTGGCGCCTTTGGGGAGGTGTGCCTGGCCT
GAAGGTGAAGACCCTGGGCGTTGGCGCCTTTGGGGAGGTGTGCCTGGCCT
GAAGGTGAAGACCCTGGGCGTTGGCGCCTTTGGGGAGGTGTGCCTGGCCT
GAAGGTGAAGACCCTGGGCGTTGGCGCCTTTGGGGAGGTGTGCCTGGCCT
GGCGCTGCGCAACGAGGGTGTTGATCC~~~~AGGCCGATCCCAGCAGGCT
GAAGGTGAAGACCCTGGGCGTTGGCGCCTTTGGGGAGGTGTGCCTGGCCT
GAAGGTGAAGACCCTGGGCGTTGGCGCCTTTGGGGAGGTGTGCCTGGCCT

* * k% * * dok ok dkok ok * * % * * * kk

GCAAGGTGGACACGCACG-CGCTGTATGCCATGAAGACCCTTAGAAAGA-
GCAAGGTGGACACGCACG-CGCTGTATGCCATGAAGACCCTTAGAAAGA-
GCAAGGTGGACACGCACG-CGCTGTATGCCATGAAGACCCTTAGAAAGA-
GCAAGGTGGACACGCACG-CGCTGTATGCCATGAAGACCCTTAGAAAGA-
GCC--GAGGAATTGCGCGCCGCTGAAGGCGGCCAAAAAGCTCACCATGTG
GCAAGGTGGACACGCACG-CGCTGTATGCCATGAAGACCCTTAGAAAGA-
GCAAGGTGGACACGCACG-CKCTGTATGCCATGAAGACCCTTAGAAAGA-

* % * kkk *k kk * *hkk *k k% **k * *k & * *

-AGGACGTCCTGAACCGCAACCAGGTGGCCCACGTCAAGGCAGAGCGGGA
~AGGACGTCCTGAACCGCAACCAGGTGGCCCACGTCAAGGCAGAGCGGGA
-AGGACGTCCTGAACCGCAACCAGGTGGCCCACGTCAAGGCAGAGCGGGA
~AGGACGTCCTGAACCGCAACCAGGTGGCCCACGTCAAGGCAGAGCGGGA
CCGGCCACCCT--CCCGCAACACG-~-GGCCCA--~~~ AAGCCCTGCAG--
-AGGACGTCCTGAACCGCAACCAGGTGGCCCACGTCAAGGCAGAGCGGGA

~AGGACGTCCTGAACCGCAACCAGGTGGCCCACGTCAAGGCAGAGCGGGA
*k Kk kkk kkkkkkk ok kkkkkk * kk *k Kk

CATCCTGGCGGAGGCGGACAATGAATGGGTAGTCAAGCTCTACTACTCCT
CATCCTGGCGGAGGCGGACAATGAATGGGTAGTCAAGCTCTACTACTCCT
CATCCTGGCGGAGGCGGACAATGAATGGGTAGTCAAGCTCTACTACTCCT
CATCCTGGCGGAGGCGGACAATGAATGGGTAGTCAAGCTCTACTACTCCT

51

+ LATS2 gRNA 2 477bp band CA----- GC-GAGGCTGAAAAA-AACAG--ACCCAAGCCGGCGGAC-~-~-A
LATS2_gRNA_ 2 649bp_band CATCCTGGCGGAGGCGGACAATGAATGGGTAGTCAAGCTCTACTACTCCT
LATS2_gRNA_3 CATCCTGGCGGAGGCGGACAATE-—JGGGTGGTCAAGCTCTACTACTCCT

* % %k khkkkk *k Kk * *kkkk * %
Legenda: pontilhados (----) - bases que ndo se alinham; asterisco (*) - nucleotideos iguais em todas as
sequéncias; asterisco na cor verde (*) - evidencia o sequenciamento da amostra gRNAe2; retangulo em vermelho
(=) — evidencia os 4 pares de base alterados na amostra gRNAe3.
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4.5 Repeticdo do experimento pds-quarentena da COVID-19

Visando aumentar o nimero de replicatas no retorno gradual apo6s o pico da pandemia,
foram realizadas microinjecGes em o0citos presumivelmente em MIIl. Foram realizadas 4
replicatas desta maneira, com a divisdo de grupos experimentais idéntica ao experimento
anterior. Entretanto, a taxa de blastocistos no grupo controle foi baixa, impedindo a realizagao
de qualquer analise ou inferéncia sobre os resultados e embriGes ou estruturas produzidas
(tabela 3).

Tabela 3 - Taxas de clivagem, formacdo de blastocistos e desenvolvimento, oriundos da segunda fase de
manipulacoes.

Grupo Data Replicata  Zigotos  Clivagem  Blastocistos Desenvolvimento
Taxas (%)

Controle 13/07/2020 12 40 63 3 4
Controle 20/07/2020 28 40 75 0 -
Controle 27/07/2020 32 41 73 5 7
Controle 03/08/2020 42 41 51 2 5
Cas 9 13/07/2020 18 38 18 0 -
Cas 9 20/07/2020 28 33 36 0 -
Cas 9 27/07/2020 32 39 21 0 -
Cas 9 03/08/2020 42 41 29 2 8
gRNA Lats 13/07/2020 12 29 3 0 -
gRNA Lats 20/07/2020 28 38 45 0 -
gRNA Lats 27/07/2020 3@ 39 56 0 -
gRNA Lats 03/08/2020 42 39 33 3 8

Com o retorno parcial as atividades, foi possivel retomar injecbes apos 10h de FIV.
Houve reducdo no numero de células nas estruturas do grupo injetado com LATS2 gRNA. Os
dados obtidos na contagem de células estdo inseridos no gréafico 2. Entretanto, as taxas de
blastocisto do grupo controle continuaram baixas o que impediu aproveitamento dessas

manipulacdes para analises posteriores (tabela 4).
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Tabela 4 - Taxas de clivagem, formacdo de blastocistos e desenvolvimento, oriundos da terceira fase de

manipulacoes.

Grupo Data Replicata  Zigotos Clivagem Blastocistos Desenvolvimento
Taxas (%)
Controle 19/08/2020 12 42 60 12 20
Controle 26/08/2020 28 27 30 25
Controle 02/09/2020 3 46 72 12
Controle 09/09/2020 42 46
Cas 9 19/08/2020 12 41 15 0 -
Cas 9 26/08/2020 28 28 32 0 -
Cas 9 02/09/2020 32 43 44 0 -
Cas9 09/09/2020 42 45
gRNA Lats 19/08/2020 12 39 31 8
gRNA Lats 26/08/2020 28 30 50 -
gRNA Lats 02/09/2020 3@ 45 44 -
gRNA Lats 09/09/2020 42 41

Gréfico 2 - Contagem de células apds coloracdo por hoechst nos embrides acima de 16 células microinjetados as
10h apo6s a inseminagéo in vitro.

Numero de células
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40 1
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L
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1
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gRNA

Legenda: os dados em (C) foram analisados por ANOVA seguidos de comparacdo de médias com teste de

Tukey. Asterisco indica diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A diferenciacédo e a especializagdo celular sdo processos iniciais do desenvolvimento
embrionario bovino, que culminam da especificacdo de células da MCI, que dardo origem ao
feto propriamente dito e ao TE, que dara origem a placenta e anexos, formando assim o
blastocisto (Gardner, 1989; Frankenberg et al., 2016). Essa especializagdo é designada por
alteracbes bioquimicas, incluindo a expressdo de genes especificos, que estabelecem as
alteracdes fenotipicas celulares. A via de sinalizacdo HIPPO € uma via de sinalizacdo
considerada altamente conservada com fun¢des bem definidas no controle do crescimento de
orgdos, na diferenciacdo celular, proliferacdo e apoptose, nas espécies em que ja foi bem
definida, como em camundongos (Halder e Johnson, 2011; Meng et al., 2016). Ela esta
frequentemente associada a estudos relativos a processos de apoptose e crescimento tumoral.
Contudo, ao longo das descobertas sobre as cascatas de fosforilagdes presentes na via,
diferentes trabalhos a citam como fator importante em processos reprodutivos de mamiferos
(Hall et al., 2010; Li et al., 2012). A via de sinalizagdo HIPPO vem sendo estudada em
diferentes tecidos celulares (Yu e Guan, 2013; Meng et al., 2016), inclusive durante o
processo de embriogénese (Manzanares e Rodriguez, 2013; Frum et al., 2018).

Sabe-se em bovinos que a via esta presente e pode ter uma influéncia direta ou indireta
sobre os processos da embriogénese (Tribulo et al., 2017; Sakurai et al., 2017; Sharma &
Madan, 2019), porém, o funcionamento e a regulacéo das fosforilagfes ainda nao € totalmente
compreendido. Sharma & Madan (2019) confirmam a presenca de constituintes da via de
sinalizacdo de HIPPO, como YAP, no embrido bovino nos primeiros estagios de
desenvolvimento. Tribulo et al. (2017) demonstraram a localizacdo de YAP1 e CDX2 no TE
de blastocistos bovinos. Contudo, haja vista a presenca concomitante de YAP e CDX2 no TE
bovino, é plausivel que a via HIPPO possa participar na diferencia¢do celular bovina, com
Y AP participando como co-ativador de outros fatores de transcricgéo.

A hipétese do presente estudo foi de que a delecdo de LATS2 resultaria em um
desenvolvimento embrionario sem definicdo da MCI em decorréncia da inativagdo da cascata
de fosforilagdes da via HIPPO, dependente da agédo quinase de LATS. O pressuposto baseou-
se nas consideragdes da literatura, determinando os objetivos de deletar, via sistema
CRISPR/Cas9, a sequéncia do gene LATS2 relativa a funcdo quinase, afim de inativar as
cascatas de fosforilagfes, impedindo assim a diferenciagdo celular no estagio inicial do
desenvolvimento embrionario bovino.

Os resultados considerados para o presente estudo foram os obtidos na primeira fase

de manipulagbes, que contou com 3 replicatas. Os dados de cultivo embrionario e as
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avaliacdes em dia 8 demonstraram que houve uma alteracdo no desenvolvimento embrionario
das estruturas do grupo gRNA — zigotos microinjetados 10 horas apds a fertilizagdo in vitro
com os gRNAs para o gene LATS e proteina Cas9 —, havendo distingdo morfoldgica,
sugestivo bloqueio ou morte embrionaria na fase de 16 células, gerando estruturas
semelhantes a mérulas. Contudo, a contagem de células apds coloracdo de nucleos com
Hoechst evidenciou um numero de células acima de 16, sugerindo que esses embrides
superaram o bloqueio na fase da ativacdo gendmica (Badr et al., 2007). De qualquer maneira,
houve diminuicdo em nimeros de células nas estruturas do grupo gRNA, quando comparadas
as dos grupos controle e Cas9, sendo sugestivo de alteracdo j& nas fases iniciais da clivagem
celular.

Cockburn e Rossant (2010) ilustram que YAP estd presente no nucleo de células do
trofectoderma e no citoplasma de células da massa celular interna de camundongos. Seguindo
esse principio e de acordo com os resultados obtidos na imunofluorescéncia para YAP,
houveram duas situacOes distintas para o grupo gRNA, no qual houve formacdo de uma
estrutura com morfologia de blastocisto, tendo marcagfes caracteristicas para YAP e que
pode ndo ter sido microinjetado corretamente ou ndo houve acdo do sistema CRISPR/Cas9,
sendo posteriormente confirmado por genotipagem que ndo foi editado. Na outra situacao, as
estruturas semelhantes a mérulas ndo demonstraram marcacGes para YAP, e que acreditou-se
ser estruturas microinjetadas corretamente e como consequéncia, editadas geneticamente, fato
confirmado por PCR e sequenciamento.

As juncdes de aderéncia e a aquisicdo de polaridade apical-basal ocorrem no estagio
de 8 células, no inicio do desenvolvimento embrionario, sendo este evento denominado
compactacdo (Cockburn e Rossant, 2010). A medida que estas células se dividem, as mais
intimas e mais compactas perdem a sua polaridade, e as suas diferencas em relacdo as células
exteriores resultam numa distribuicdo dispar de YAP. Sharma & Madan (2019) confirmam a
presenca dos constituintes da via de sinalizacdo de HIPPO, como o YAP no embrido bovino
durante todas as fases da embriogénese, estando presente tanto nos estagios pré como na pos-
compactacdo. Baseando-se nessas afirmacdes, pode-se levar em consideracdo que mesmo em
uma possivel parada na fase de 16 células, anteriormente a isso ocorreria a marcagdo em
decorréncia da presenca de YAP, porém, ndo houve marcac¢des na imunofluorescéncia. Esses
resultados sdo sugestivos de que as estruturas do grupo gRNA que ndo chegaram ate a fase de
blastocisto no 8° dia de cultivo, tiveram seu material genético alterado e como consequéncia,
0 ndo desenvolvimento, culminando talvez em morte celular. N&do houveram alteragdes para a

presenca de YAP em grupos controle ou apenas microinjetados com Cas9.
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Apo6s a imunofluorescéncia, as mesmas estruturas tiveram seu DNA extraido para a
realizacdo da genotipagem via PCR e posterior comparacdo dos resultados com a
imunofluorescéncia. Foi realizada a eletroforese dos produtos da PCR e analisados 0s
resultados em gel de agarose. A banda intacta do gene LATS conta com 650 pares de base,
enquanto uma estrutura deletada para LATS — com os RNAs guia construidos para a edicdo
desse projeto — conta com 477 pares de base. O DNA de uma amostra — de 3 analisadas —
do grupo gRNA, denominada gRNA e2 na imunofluorescéncia, apresentou uma banda de
aproximadamente 650 pares de base e outra banda de aproximadamente 470 pares de base.

O sequenciamento confirmou a alteracdo no embrido gRNAe2, no qual houve uma
exclusdo de pares de base referentes a por¢do quinase da proteina LATS. Porém, esse mesmo
embrido, apresentou, aléem da banda de 477 pares de bases com alteracdo genémica, uma
banda de 650 pares de base, intactos, como nos embrifes controle. Isso pode ser consequéncia
de um corte em apenas um dos alelos. Se houvesse o corte em dois alelos, haveria uma Unica
banda de 477 pares de base. A banda superior, ilustrada na figura 8, com 650 pares de base,
demonstra um alelo que ndo foi modificado ou ainda, € possivel que o sistema CRISPR/Cas9
tenha editado apenas 0 genoma materno e nao paterno ou vice e versa, como observado em
humanos (Ma et a. 2017). Apesar da microinjecdo ter sido realizada as 10 horas apés a FIV
para inicio das manipulacgdes, existe a possibilidade de que a estrutura tenha iniciado a sua
multiplicacdo do conteldo genético para a primeira divisdo celular, e, consequentemente, a
Ca9 tenha atingido apenas alguma copia dos alelos, culminando em um mosaicismo.

Ainda, observou-se delecdo de 4 pares de base em regido proxima ao alvo do gRNA2
no embrido gRNAe3, onde nota-se, no sequenciamento, uma tentativa de reparo da célula
com um erro nos 4 pares de base (figura 9). Apesar da genotipagem da estrutura gRNAe3 ndo
ter evidenciado na eletroforese uma alteracdo em bandas, o corte dos 4 pares de base préximo
ao alvo do RNA guia 2, provavelmente culminou em uma alteracdo proteica. Caso houvessem
apenas 3 pares de base alterados, o corte alteraria apenas um aminoacido, porém, o resultado é
sugestivo de alteracdo proteica. Apesar de ser uma alteracéo significativa, em relacdo as bases
alteradas, é uma alteracdo pequena, podendo ndo ser evidenciada em gel apos a eletroforese.
Anélises posteriores poderdo confirmar essas alteracdes e qual a proteina afetada.

Esses resultados evidenciam o sucesso da teécnica de edigdo génica via sistema
CRISPR/Cas9 e conclui que houve de fato a delecdo da porcdo quinase do gene LATS2 no
embrido bovino, resultando em uma estrutura sem definicdo morfoldgica e sem especializacéo

celular. Esses dados corroboram com demais estudos que demonstram a atividade da via
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HIPPO desde os primeiros mecanismos do desenvolvimento embrionario bovino (Tribulo et
al., 2017; Sakurai et al., 2017; Sharma & Madan, 2019; Tsoi et al., 2019).

Durante o desenvolvimento da pesquisa, houveram problemas metodoldgicos, que
culminaram na inviabilidade de uso dos dados de 8 replicatas. Inicialmente, houve a
necessidade de interrupgdo temporéria do projeto, que durou mais de 4 meses, em decorréncia
da quarentena estabelecida devido a pandemia de COVID-19. Ap6s a retomada das
atividades, ndo foi possivel dar sequéncia a pesquisa com 0s mesmos horarios estipulados
inicialmente na metodologia, havendo uma adaptacdo das microinjecfes para 0 estagio de
metafase Il, anteriormente & FIV. Contudo, as avalia¢cdes durante o cultivo embrionério apds a
microinjecdo evidenciaram a morte das estruturas de todos os grupos, incluindo o controle,
gue ndo foi microinjetado, mas passou pelas demais manipulacdes precoces. A manipulacéo
precoce das estruturas, em decorréncia da necessidade de ser retirado o excesso de células
para 0 sucesso da microinjecdo anteriormente a FIV, pode ter colaborado para esse resultado.
Logo apos a liberacdo de acesso ao departamento em horérios noturnos, foram retomadas as
microinjecdes 10 horas ap6s a FIV. Porém, uma alteracdo no 6leo do cultivo embrionério
causou a morte da maioria das estruturas, incluindo parte do grupo controle, que tiveram uma
maior sobrevivéncia, porém, ainda assim, sendo estruturas com qualidade morfol6gica
inferior. As estruturas microinjetadas tanto para o grupo gRNA quanto para o grupo Cas9,
sensibilizadas pela manipulagdo, néo resistiram ao cultivo, o que tornou os dados obtidos n&o

aproveitaveis.
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6. CONCLUSAO

Os objetivos da pesquisa foram o de compreender a fungdo do gene LATS2, sua
influéncia sobre a segregacédo entre MCI e 0 TE em bovinos, de modo a inativar a acao da via
HIPPO durante o desenvolvimento embrionario bovino.

Apesar das intercorréncias que impossibilitaram o uso de um nUmero maior de
amostras para as analises, 0 sequenciamento de estruturas editadas evidenciou a delecdo de
uma porcao do gene e corrobora com a hipotese de influéncia da via sobre o desenvolvimento
embrionario bovino e da acdo de LATS na espécie, relacionando-o0 ao desenvolvimento e
especializacdo celular na embriogénese, assim como em outras espécies de mamiferos.

A ampla importancia da via HIPPO na diferenciacdo e especializacdo celular é
refletida em decorréncia da complexa rede de sinais que controlam a atividade de TAZ e YAP
e estes por sua vez, tem papéis-chave em coordenar o destino celular, a proliferacdo e a
apoptose (Varelas, 2014). Os resultados do presente estudo sugerem que a via HIPPO possui
papel significativo na diferenciacdo de MCI e TE em embrides bovinos e que o gene LATS2
estaria diretamente ligado a cascata de fosforilagbes da via nessa espécie. Contudo, estudos
mais aprofundados sobre os demais efetores da via sdo necessarios para uma total
interpretacdo das fosforilagdes e subsequente influéncia na expresséo de genes que culminam

na diferenciacgdo e especializacdo celular durante a embriogénese bovina.
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CRISPR/Cas9 e suas aplicagdes na cadeia produtiva animal” (CRISPR/Cas$ system
and tts applications tn the amimal production chagn), submetido 2 pubhcagio em revista
nacionzl, durante o periodo do curso de mestrado da aluna Caroline Perejra da Costa (N°
USP: 10038530, oillo sevk whiliando s outvs disserticlio ovi feve, sendifde e exclosiv
para a presente dissertagio de mestrado.

Declaramos amda que a primeira sutora do artigo de revisdo € a aluna responsdvel por
esta dissertagio. A submissio do contetido foi realizada em uma revista nacional e segue
aguardando o parecer até esta data.
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