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RESUMO 

 

ARROYO, Rafael José Otero,  D.Sc.,  Universidade Federal de Viçosa, 
junho de 2012. Produção de embriões transgênicos bovinos por meio 
de microinjeção de vetores lentivirais ou transferência nuclear de 
células somáticas.  Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Coorientador: 
Luiz Sérgio de Almeida Camargo. 

 

A principal barreira para a produção de animais transgênicos continua 

sendo a identificação de sistemas mais eficazes de transgenia, incluindo a 

busca por mecanismos de regulação que otimizem a expressão do 

transgene. Baseado no princípio da existência de diferentes técnicas para 

geração de animais transgênicos, o objetivo do presente trabalho foi 

produzir embriões transgênicos bovinos por meio de microinjeção de 

vetores lentivirais ou transferência nuclear de células somáticas 

geneticamente modificadas, cuja finalidade é a geração e seleção precoce 

de embriões bovinos transgênicos. O experimento foi realizado em duas 

etapas. A etapa I consistiu no estabelecimento e produção de um vetor 

lentiviral contendo o gene que codifica a proteína GFP. Já a etapa II foi 

constituída de três experimentos. No experimento I foi realizada a 

microinjeção do vetor lentiviral no espaço perivitelineo de ovócitos de 

bovinos  antes da fecundação (T4), obtendo uma taxa de blastocisto de 

5,26%, a qual foi menor (P<0,05) quando comparada ao controle (T1) 

(ovócitos com complexos cumulus-ovócito e sem micromanipulação), 

controle sem microinjeção (T2) e controle microinjetados com meio Talp 

(T3). Em todos os embriões microinjetados com o vetor lentiviral foi 

detectada a expressão do gene repórter nesse caso GFP (da sigla em 

inglês Proteína Fluorescente Verde)  No Experimento II, foi avaliada a 

microinjeção do vetor lentiviral no espaço perivitelineo de zigotos de 

bovinos, seis horas pós-fecundação. Os zigotos microinjetados com o vetor 

lentiviral (T4) apresentaram taxas de blastocistos nos dias sete e oito de 

cultivo in vitro 3,4 e 3,8%, respectivamente. Estes valores encontrados 

foram inferiores (P<0,05) aos tratamentos controle (T1) (ovócitos com 

complexos cumulus-ovócito e sem micromanipulação), controle sem 
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microinjeção (T2) e controle microinjetado com meio Talp (T3). Foi possível 

evidenciar nos zigotos microinjetados a expressão do gene GFP em 

Blastocistos no dia sete (75%) e oito (77,7%). No experimento III foi 

avaliado o efeito da tricostatina A (TSA) sobre a produção de embriões 

bovinos transgênicos utilizando-se a transferência nuclear com células 

somáticas modificadas geneticamente por meio de vetores lentivirais. Não 

houve diferença (P>0,05) na taxa de blastocistos de embriões tratados com 

tricostatina (T1) (18,1%) quando comparada com embriões não tratados 

(T2) (6,8%). Quando a taxa foi calculada a partir de zigotos clivados, a 

produção foi superior (P<0,05) para os embriões tratados com tricostatina. 

Em ambos tratamentos, todos os blastocistos gerados expressaram o gene 

GFP. Deste modo conclui-se que  nas condições do presente estudo, a 

microinjeção do vetor lentiviral nos ovócitos e  zigotos seis horas pós-

fecundação resultam comprometem as  taxas de desenvolvimento  

embrionário. Eventualmente, a eficácia de tal procedimento foi comprovada 

uma vez que  a  microinjeção de   vetores  lentivirais nos ovócitos e zigotos  

resultou  em uma alta expressão da proteína fluorescente verde GFP. 

Adicionalmente, observou-se que a TSA melhorou o desenvolvimento de 

embriões clones gerados de células geneticamente modificadas. 
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ABSTRACT 
 

ARROYO, Otero Rafael José, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 
2012. Production of transgenic bovine embryos by microinjection of 
lentiviral vectors or somatic cell nuclear transfer. Adviser: Eduardo 
Paulino da Costa. Co-advisers: Luiz Sérgio de Almeida Camargo. 
 
 
In these days, the main barriers for production of transgenic animals are the 

identification of efficient systems of transgenic, such as different 

mechanisms on finding gene expression. Based on the idea of searching for 

different ways of developing transgenic animals, the objective of this 

research was to produce transgenic bovine embryos using the lentiviral 

vector of microinjection or nuclear transfers of genetically modified somatic 

cells, which have the finality of developing and quickly selecting animals 

from transgenic bovine embryos. This research was conducted in two 

different stages.  Stage I consisted on establishing and producing a lentiviral 

vector which codified GFP protein. Stage II consisted on conducting three 

different experiments. On experiment I, a microinjection  was developed on 

the lentiviral vector  in   the perivitelline space of the bovine ovocites before 

fecundation (T4), obtaining 5,26 percent of blastocites. When compared with 

the controle (T1) (complex ovoocites with “cumulus-ovocites and without 

manipulation) the percetage was lower (P< 0,05), control without 

microinjection  (T2), or a control with microinjections and Talp medium (T3). 

On all the microinjected embryos with the lentiviral vectors, a gene 

expression of GFP (Green Fluourocent Protein) was detected. On 

experiment II, a microinjection of the lentiveral vector on the perivitelline 

space of the of the bovine zygote was evaluated six hours after fecundation.  

The microinjected zygotes with the lentiveral vector (T4), on in vitro cultivars, 

blastocite rates day seven and day eight, 3,4% and 3,8% respectively. This 

values were below (P<0,05)  in comparison with the control (T1) (complex 

ovoocites with “cumulus-ovocites and without manipulation), controle without 

microinjection  (T2), or a control with microinjections and Talp medium (T3).  

It was possible to recognize the microinjected zygotes with the GFP gene on 
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blastocites on day seven (75%) and day eight (77,7%). On experiment III, 

the triconstatitina A (TSA) was evaluated producing the transgenic bovine 

embryos using a nuclear transfer with genetically modified somatic cells with 

lentiveral vector. There was no difference (P> 0.05) in blastocyst rate of 

embryos treated with trichostatin (T1) (18.1%) when compared with 

untreated embryos (T2) (6.8%). When the rate was calculated from cleaved 

zygotes, production was higher     (P <0.05) for embryos treated with 

trichostatin. In both treatments, all generated blastocysts expressed the GFP 

gene.  In this research the microinjection with the lentiviral vector on 

ovocites and zygotes after six hours later pos-fecundation affected the rates 

of embryo development. It was proved that the microinjection using the 

lentiviral vectors on ovocites and zygotes cause a higher expression of 

green fluorescent protein (GFP). Additionally, the TSA contributed with a 

better development of cloned embryos on genetically modified cells. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O desenvolvimento, aprimoramento e uso de biotécnicas aplicadas à 

reprodução animal são indispensáveis para o aumento da eficiência reprodutiva 

dos rebanhos. Neste contexto, algumas biotécnicas apresentam grande 

disseminação comercial e importância econômica, como a inseminação 

artificial, a transferência, criopreservação e produção in vitro de embriões. 

Entretanto, a clonagem ainda inicia sua inserção no mercado, enquanto que a 

transgenia permanece mais restrita a centros de pesquisa (VISINTIN et al., 

2008). 

 Historicamente, o melhoramento genético tem sido um componente 

importante para o progresso dos animais domésticos. O objetivo desta 

ferramenta é aumentar a frequência dos genes de efeitos desejáveis, visando 

otimizar a produção dos animais de interesse para o homem.  Embora essa 

técnica seja bastante eficaz para melhorar as características de interesse 

produtivo, como leite e carne, o ganho entre as gerações  é lento.  

 

Recentemente, os avanços na tecnologia do DNA recombinante têm 

possibilitado a obtenção de resultados em uma única geração, bem como na 

geração de novos genótipos, ao inserir, excluir ou modificar o genoma de uma 

única geração (EYESTONE, 1999; MOURA et al., 2011). O trabalho pioneiro 

conduzido por Gordon et al. (1980) demonstrou que o DNA  do vírus símio 40 

(SV40) heterólogo ao ser microinjetado em prónúcleos  de zigotos murinos, 

integrou-se aos cromossomos, sendo capaz de replicar e ser encontrado nos 

tecidos da prole. A estes animais geneticamente modificados deu-se o nome 

de transgênicos. Concomitantemente, outros laboratórios repetiram esta 

técnica, sendo que a microinjeção em pró-núcleos foi adotada como método de 

escolha para a geração de camundongos transgênicos (PALMITER et al., 

1982). Desde então, substanciais progresso e conquistas estão sendo obtidos 

nas pesquisas com animais  transgênicos (FAN et al., 2003).  

 

Neste contexto, se insere uma das aplicações da tecnologia do DNA 

recombinante, conhecida popularmente como engenharia genética. Ela 

possibilita o isolamento de um gene de um dado organismo e sua transferência 
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para outro, transpondo barreiras de cruzamento entre os reinos vegetal, animal, 

protista e fungi. O resultado é um indivíduo geneticamente igual ao utilizado 

para receber a molécula de DNA recombinante. Contudo, este indivíduo 

possuirá uma nova característica genética, proveniente da mesma espécie ou 

de outra espécie  (AZEVEDO et al., 2000).  O termo transgenia é definido como 

a introdução, alteração ou inativação de uma sequência gênica no genoma de 

organismos pluricelulares, sendo estas mudanças capazes de serem 

transmitidas à progênie do individuo resultante (RULICKE et al., 2007).  

 

Os animais transgênicos podem ser utilizados para a produção de 

proteínas humanas recombinantes, xenotransplantes e estudos de doenças 

genéticas humanas (KUES et al., 2011). No setor produtivo, esta técnica 

atende a programas de melhoramento genético com rápida multiplicação de 

animais com características desejáveis (NEVES et al., 2010).  As aplicações 

práticas dos transgênicos na produção animal incluem a melhoria na produção 

e composição do leite, aumento na taxa de crescimento, melhoria na 

composição de carcaça, aumento na resistência a doenças, no desempenho 

reprodutivo e na prolificidade (WHEELER, 2007). Ainda segundo Houdebine 

(2000), a trangenia tem sido uma ferramenta utilizada na produção de 

proteínas recombinantes no leite de espécies animais, como cabras, ovelhas, 

porcas e vacas. Assim, essa ferramenta contribui para o uso de animais para a 

produção de princípios farmacológicos de alto valor no mercado internacional, 

em larga escala e baixo custo (RUMPF e MELO, 2005). 

 

Dentre as diferentes biotécnicas de manipulação, vários métodos podem 

ser utilizados para geração de animais transgênicos. Estas podem ser através 

da transferência de vetores virais ou de DNA mediada por espermatozóides ou 

por transferência nuclear a partir de células somáticas transfectadas (TNCS) 

(ROBL et al., 2007). Para esta última técnica, fibroblastos cultivados in vitro são 

modificados geneticamente e posteriormente fusionados com ovócitos 

receptores enucleados (MCCREATH et al., 2000). No esforço de melhorar as 

taxas de embriões transgênicos por TNCS, um estudo utilizou um agente 

químico inibidor da histona deacetilase chamado tricostatina (TSA) em 

embriões recém-construídos (IWAMOTO et al., 2007). A acetilação de histonas 
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do DNA está associada ao relaxamento da estrutura da cromatina, tornando-a 

mais permissiva à transcrição e replicação, enquanto a deacetilação de 

histonas tem efeito oposto. No entanto, a cromatina de ovócitos maturados e 

zigotos possui baixo nível de acetilação, a cromatina de embriões em estágios 

de pré-implantação apresentam níveis de acetilação mais elevados 

(SARMENTO et al., 2004). Este fato parece estar associado a um novo padrão 

de expressão embrionária, diferente daquele observado nos gametas. Dentre 

as vantagens da TSA, pode-se destacar sua reduzida toxicidade e a 

necessidade de baixas concentrações para indução do efeito desejado 

(JOHNSTONE,  2002). 

 

Outra metodologia utilizada em transferência gênica são os vetores 

retrovirais, devido principalmente a alta eficiência de transdução obtida com 

estes vetores para introduzir genes exógenos (ROMANO et al., 2000). Os 

lentivírus fazem parte da família dos retrovírus, mas diferem deles na maneira 

pela qual infectam as células, sendo classificados como retrovírus complexos 

(WHEELER, 2008). Estes vírus possuem a habilidade de infectar células 

quiescentes ou que estejam em fase de divisão (BUKRINSKY et al., 1993 ; 

NALDINI, 1998; MIYOSHI et al., 1999). Recentemente, o uso dos lentivírus 

para introdução do transgene tem se consolidado como um processo mais 

eficiente. A transgênese lentiviral é considerada menos invasiva aos embriões, 

e tecnicamente menos exigente. Além disso, vetores lentivirais podem infectar 

uma grande variedade de células de vertebrados, tornando potencialmente útil 

para criar animais transgênicos em numerosas espécies, incluindo aves, gatos,  

porcos e primatas não-humanos (PFEIFER, 2004). A transdução lentiviral é 

altamente estável e não evidencia o efeito indesejado de silenciamento gênico 

(PFEIFER et al., 2002).  

 

Durante os procedimentos de incorporação de genes no genoma celular, 

algumas proteínas fluorescentes, como a GFP, também conhecida como eGFP 

(enhanced Green Fluorescent Protein) tem sido amplamente utilizadas como 

um gene repórter. Isto ocorre uma vez que podem ser identificadas após 

exposição à luz ultravioleta, na expressão em células vivas (CHALFIE et al., 
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1994; PRASHER, 1995), indicando os embriões transgênicos antes de serem 

transferidos para uma receptora (SÁNCHEZ et al., 2011). 

 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar métodos de 

microinjeção de um vetor lentiviral e de transferência nuclear de células 

somáticas modificadas geneticamente com vetores lentivirais, visando a 

geração e seleção precoce de embriões bovinos transgênicos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



5 
 

2. - REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

Os Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) ou transgênicos 

são organismos vivos (plantas, animais ou bactérias) (CLARK, 2002) que por 

ação do homem tenham sequências de DNA de outra espécie inserida no seu 

genoma (RUMPF e MELO, 2005). O objetivo desta ferramenta é proporcionar 

novas características a produção animal ou vegetal, tornando-os mais 

eficientes e competitivos (CLARK, 2002). 

 

O gene a ser introduzido consiste basicamente de uma construção de 

DNA contendo uma região de promotor e a região que codifica para a proteína 

de interesse. Esta região de DNA é normalmente chamada transgene e pode   

ser de outro animal da mesma espécie ou de uma bactéria ou planta (FELMER, 

2004). A inserção deste gene pode ser aleatória, em qualquer parte do genoma 

ou pode ser dirigida para um sítio específico do genoma da célula, o que é 

chamado de recombinação homóloga. O tipo de integração dependerá da 

necessidade de se dispor do transgene. A recombinação homóloga é utilizada 

quando se pretende bloquear um gene, enquanto que na inserção aleatória, o 

gene introduzido é expresso na célula (LUZARDO, 2010). 

 

O DNA exógeno  constitui-se numa macromolécula que não consegue 

entrar facilmente na membrana  celular  é integrar-se  no genoma celular. Por 

isso, devem ser implementados métodos mecânicos ou físico-químicos para 

permitir a incorporação de DNA do exógeno.  Por outro lado, para ser 

transgênico, um animal deve apresentar o DNA exógeno em todas as suas 

células, incluindo os gametas, para permitir a transmissão à progênie. O DNA 

exógeno deve, portanto, estar presente em todas as células do embrião, 

independente do método utilizado para a transferência gênica (HOUDEBINE, 

2005; COLLARES, 2007). 
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2.1  Métodos para Transferência de Gene 

 

Existem várias técnicas para a produção de animais transgênicos. A 

escolha vai depender do tipo de integração genética pretendida e da 

capacidade de cada laboratório (LUZARDO, 2010). 

 

 

2.1.1  Microinjeção Pronuclear 

 

Até recentemente, a microinjecção de DNA recombinante no pronúcleo 

de um ovócito fertilizado permaneceu como método de escolha para gerar um 

animal transgênico.  Este método inicialmente foi desenvolvido em 

camundongos e depois esta tecnologia foi logo aplicada a outros mamíferos 

como, coelhos, suínos, ovinos e bovinos (HOUDEBINE, 2002). A microinjeção 

envolve a injeção de vários milhares de cópias de DNA em pronúcleos de 

zigotos. Contudo, este método apresenta problemas que incluem sua baixa 

eficiência (KUES et al., 2004). Tal fato está relacionado à baixa freqüência de 

integração do DNA, ocorrendo em 1 a 4% dos embriões injetados (WALL, 

1996).  Embora este procedimento seja utilizado, é ineficiente uma vez que a 

microinjeção é seguida por uma integração mal controlada de DNA, que 

conduz a uma variação de rendimento de animais transgênicos e  imprevisível 

expressão dos transgenes (PURSEL et al., 1993; WALL, 1996; HOUDEBINE, 

2002b). 

 

2.1.2  Transferência Gênica Mediada por Espermatozoides (SMGT) 

 

Os métodos baseados no uso de espermatozóides são conhecidos 

como espermatotransgênese ou SMGT (Sperm Mediated Gene Transfer) 

(LAVITRANO et al., 1989; COLLARES et al., 2005). Este método é uma 

poderosa ferramenta para a transgenia animal e a biotecnologia nas espécies 

em que a reprodução ocorre por gametas, principalmente naquelas em que as 

técnicas convencionais apresentam baixa eficiência, como suínos e bovinos 

(FEITOSA et al., 2005). Para esta técnica, a membrana dos espermatozóides é 



7 
 

permeabilizada e incubada com as moléculas de DNA, que contêm o 

transgene, de modo que  a cabeça do espermatozóide interage  com o DNA e 

atua como  portador do transgene. A injeção espermática intra-citoplasmática 

(ICSI) no ovócito maturo permite que o transgene  seja  incorporado no 

genoma embrionário por meio do mecanismo de reparação do DNA 

(MOISYADI et al., 2009). 

Esse método apresentou eficiência em peixes, aves, camundongos, 

coelhos e bovinos (COLLARES et al., 2007). A eficiência de SMGT parece 

depender, em grande parte, das características específicas do doador de  

espermatozóide, mostrando uma grande variação entre espécies 

(SPADAFORA,  2007). Outro entrave seria a resistência do ovócito, razão pela 

qual é indicada somente para espécies cujos ovócitos são resistentes à 

manipulação e à injeção. (LACHAM-KAPLAN e TROUNSON, 1995).  

Claramente, são necessárias mais investigações, já que sua eficiência precisa 

ser melhorada consideravelmente (KANG et al., 2001; WHEELER et al., 2008).   

 

2.1.3 Vetores Retrovirais 

 

Os vírus também podem ser usados para carregar o DNA para dentro 

das células. Os retrovírus são os mais adequados para uma transformação 

estável de células de mamífero, já que o DNA viral é eficientemente integrado 

no genoma hospedeiro e não provoca a lise celular (WATSON, 1992). O 

sucesso em inserir DNA exógeno de modo experimental só foi possível graças 

a estudos anteriores feitos por Jaenisch e Mintz (1974), que injetaram  DNA do 

vírus SV40 em  embriões de camundongo. Entretanto, esses camundongos 

não incorporaram o DNA de SV40 em suas células germinativas (ROBL et al., 

2007; PARK, 2007). Contudo, estudos posteriores alcançaram a incorporação 

na linhagem germinativa, microinjetando vírus da leucemia murina  Moloney 

(Mo-MLV)  em embriões murinos, resultando na primeira linhagem de 

camundongos transgênicos (JAENISCH, 1976; WHEELER et al., 2008).  

 

No entanto, os experimentos iniciais usando vetores retrovirais em 

embriões bovinos resultaram em um sucesso limitado, já que  foram  utilizados  
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retrovírus simples ou protótipo. Neste contexto, ocorriam variações, uma vez 

que estavam sujeitos a modificações epigenéticas e sua expressão podia ser 

silenciada durante a embriogênese (JAHNER e JAENISCH, 1985; CHAN et al., 

1998; WALL, 2002). Devido a isso, a transfecção na fase inicial de 

desenvolvimento embrionário com vetores retrovirais resultou numa integração 

retardada e não homogênea nos tecidos,  fato que afetou significativamente a 

eficiência do método  (HASKELL e BOWEN, 1995). Estudos posteriores 

demonstram que outro tipo de  vetor retroviral, derivado a partir de lentivírus, 

oferece outra forma de abordagem para o transporte de material genético. 

Deste modo, estes vetores passaram a ser intensamente pesquisados para 

essa finalidade (WANG et al., 2010). Estes têm se mostrado altamente eficazes  

para introduzir genes exógenos em ovócitos e zigotos (KUES et al., 2011). 

Hofmann et al. (2004) conseguiram a geração de 100% de bezerros 

transgênicos  expressando  eGFP por meio da microinjeção  de vetores 

lentivirais nos ovócitos bovinos. Porém, a técnica não foi bem sucedida com a 

transfecção lentiviral nos zigotos bovinos. 

 

Os primeiros animais transgênicos gerados utilizando a tecnologia de 

vetores lentivirais foram desenvolvidos por Lois et al. (2002). Trabalhando com 

camundongos e ratos, estes autores mostraram que a injeção de vetores 

lentivirais derivados do vírus da imunodeficiência humana (HIV-1), no espaço 

perivitelino de ovócitos fertilizados poderia aumentar significativamente a 

eficiência de produção de animais transgênicos. Demonstraram, ainda, que o 

transgene incorporado pelo vetor lentiviral foi transmitido para a prole (geração 

F1) através da linha germinal e sua expressão foi detectada nesta geração 

(PFEIFER, 2004; HIRIPI et al., 2010). Similarmente, um estudo feito por Wang 

et al. (2010), utilizando ratos transgênicos como modelo experimental,  

provaram a integração do eGFP lentiviral pelo menos durante sete gerações de 

transmissão da linha germinativa. 

 

Quando comparada à técnica de microinjeção de DNA clássica, a  

transferência de genes lentiviral resulta numa taxa de quatro a oito vezes mais 

elevada de animais transgênicos por embrião tratado (HOFMANN et al., 2006). 

Além disso, mais de 90% da geração F0 de animais são capazes de expressar 



9 
 

o transgene (LOIS et al., 2002; PFEIFER et al., 2002), provando ser uma 

técnica altamente eficiente em camondongos e ratos. Esta técnica chega a 

apresentar uma eficiência de transgênese entre 60 e 80%, podendo ser 

utilizada em outras espécies (LOIS et al., 2002; PFEIFER et al., 2002), como 

galinhas (MCGREW et al.,   2004 ; CHAPMAN et al., 2005), macacos (CHAN et 

al., 2001) e animais de grande porte. Em suínos, demonstrou uma eficácia de 

70% (HOFMANN et al.,  2003; WHITELAW et al., 2004) e  em bovinos, atingiu 

níveis de eficiência na geração de transgênicos de até 100% (HOFMANN et al., 

2004).  

  

No entanto, ainda existem algumas limitações à ampla utilização de 

lentivirais, especialmente quando se faz necessária a utilização de altos títulos 

virais. Um dos entraves para a utilização do lentivírus seria à composição do 

embrião de mamífero, uma vez que o lentivírus deve ultrapassar a zona 

pelúcida (ZP) do embrião, matriz extracelular glicoprotéica que confere 

proteção exterior ao embrião (MIAO et al., 2011), inclusive contra  agentes 

infecciosos (VAN SOOM et al., 2010). No entanto, neste caso, a ZP acaba 

atuando como barreira física que evita a penetração de lentivírus (MIAO et al., 

2011). Deste modo, o método preferido é a injeção de partículas virais para 

dentro do espaço perivitelino (injeção subzonal) (Figura 1) (LOIS et al., 2002; 

PFEIFER, 2004), permitindo que o vírus consiga superar a membrana do 

ovócito ou o zigoto. Considerando o pequeno volume do espaço perivitelino 

entre a membrana citoplasmática e a zona pelúcida, apenas 50-100 pl. de vetor 

lentivírus devem ser injetados (LOIS et al., 2002; RITCHIE et al., 2007). 

Embora sejam necessários  equipamentos para injeção subzonal (microscópio 

invertido, manipuladores e microinjetor), este procedimento é considerado 

bastante eficiente. Isto porque a técnica da retirada da ZP do zigoto, na qual  

se co-incuba  uma única célula embrionária com os vetores lentivirais, exige 

elevados títulos de lentivírus. Este fato tem a desvantagem de atrasar e reduzir 

as taxas de desenvolvimento embrionário, acarretando um efeito negativo na 

implantação embrionária (LOIS et al., 2002; PFEIFER, 2004; MIAO et al., 

2011). 
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bovinos (vírus da imunodeficiência bovina - BIV), equinos (vírus da anemia 

infecciosa equina EIAV), felinos (vírus da imunodeficiência felina - FIV), 

macacos (vírus da imunodeficiência símia - SIV) e humanos (vírus da 

imunodeficiência humana - HIV). O tipo HIV-1 é atualmente o mais estudado 

(PFEIFER, 2004; GOMEZ et al., 2010). 

 

Os vetores lentivirais têm sido desenvolvidos a partir do genoma de  

HIV-1, apresentando a característica de não possuírem as sequências 

correspondentes aos genes virais que conferem patogenicidade, a fim de 

minimizar o risco de formação do vírus de replicação competente (NALDINI et 

al., 1996). Para isso, é importante à eliminação de genes dispensáveis à 

transferência gênica durante o processo de montagem do lentivetor, como o 

gen Vpu, responsável pelo brotamento do vírus. A eliminação desses genes 

torna o vetor mais seguro, por reduzir a sua quantidade de genes virais. Além 

disso, genes estruturais e de envelope são separados do vetor de transferência 

(diferentes plasmídeos) para dificultar a recombinação do vírus (TENÓRIO et 

al., 2008). A inativação das regiões promotoras no genoma viral (LTR 5') é uma 

condição desejável, uma vez que torna o vetor auto inativante, incapaz de 

produzir um transcrito completo, competente para encapsidação (PARK, 2007; 

TENÓRIO et al., 2008). Nos últimos anos, grandes esforços estão sendo 

realizados para tentar apagar mais sequências dos tipos selvagens de HIV na 

transferência lentiviral (integração) e ao mesmo tempo melhorar os títulos dos 

vetores e a expressão dos transgenes (OH et al., 2007) 

 

2.1.3.2 Estrutura genômica dos retrovírus 
 

 
Estruturalmente, os retrovírus são um complexo de formato esférico, 

constituído de uma membrana lipídica, denominada envelope, que recobre o 

capsídeo (TURNER et al., 1999). Essa estrutura é composta por proteínas 

responsáveis pelo reconhecimento e interação com proteínas da célula 

hospedeira alvo (TENÓRIO et al., 2008). O envelope se apoia no capsídeo 

através da matriz (MA), e o capsídeo, além de fornecer a integridade viral, 

confere a simetria estrutural  (COFFIN, 1996) (Figura 2). 
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A integração é necessária para a replicação eficiente dos retrovírus, 

sendo  responsável pela capacidade dos vírus  entrar permanentemente na 

linha germinal da célula infectada (GOFF,  2004). Após a integração completa 

do genoma viral, o provírus é mantido na célula como qualquer gene celular 

(LEWIS et al., 1994). Deste modo, o provírus utiliza a maquinaria celular para a 

transcrição primária do RNA genômico. Parte do RNA viral sintetizado é 

processada para gerar o mRNA, que será traduzido nas proteínas virais 

apropriadas, no citoplasma (TURNER et al., 1999). No citoplasma, o mRNA 

usa a maquinaria da síntese de proteínas celulares para produzir as longas 

cadeias de proteínas e enzimas virais. Como último passo, o core viral é 

montado e o vírus é liberado por brotamento da membrana citoplasmática, 

sendo acoplado às proteínas do envelope, originando, assim, partículas virais 

maduras infecciosas (COFFIN et al., 1996;  LEROUX  et al.,  2008). 

 
 
 
2.1.3.4 Construção de vetores lentivirais 

 

O genoma lentivírus derivado do HIV-1 é dividido em vários fragmentos 

para minimizar a formação potencial de replicação competente do vírus. A 

produção de vetores lentivirais baseia-se em um processo denominado de 

transfecção transiente de três ou quatros plasmídeos (PARK, 2007), realizada 

sobre uma monocamada de células aderentes chamada de células 

empacotadoras. Nessas células, os plasmídeos de empacotamento e de 

envelope têm seus genes transcritos e traduzidos, para produzir as proteínas 

estruturais e as enzimas necessárias à formação dos vírus. A grande maioria 

dos lentivirais é feita por transfecção transitória na linhagem comercial das  

células embrionárias de rim humano HEK 293 (Figura 5) (PFEIFER, 2004). 

 

Os vetores retrovirais são obtidos substituindo-se as sequências trans, 

ou seja, os três genes virais (gag, pol e env) por um ou mais genes. O conjunto 

de sequências cis, ou seja, as seqüências reguladoras necessárias para a 

encapsulação (seqüência ψ), a transcrição reversa (PBS, R, PPT) e a 

expressão dos genes (LTR) são conservadas neste processo (PRIVATO, 

2005). 
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lentivírus pode ser aumentado pela substituição da proteína do envelope viral 

env pela proteína do envelope de outros vírus (PFEIFER e VERMA, 2001). 

Este procedimento é denomidado pseudotipagem (TENÓRIO et al., 2008). 

Entre as proteínas usadas, podem-se citar a glicoproteína do envelope de MLV 

(PAGE et al., 1990) e a proteína G do vírus da estomatite vesicular (VSV-G) 

(YEE et al., 1994). A substituição do envelope do HIV-1 pela proteína G (VSV-

G) foi um grande avanço no desenvolvimento dos vetores lentivirais, já que 

reconhece fosfolipídios da membrana plasmática e não receptores específicos 

(HOUDEBINE, 2005). O envelope VSV-G confere características particulares 

inovadoras, como a capacidade de transduzir uma ampla gama de células 

hospedeiras e conferir resistência mecânica para as partículas virais. Assim, 

elas ficam mais estáveis e podem ser concentradas através de 

ultracentrifugação. Deste modo, obtém-se elevados títulos virais, sem perda de 

infectividade. Além destas características, o vetor lentiviral tem capacidade de 

dirigir-se para uma via endocítica, tornando-se então, cada vez mais seguro 

(BURNS et al., 1993; NALDINI et al., 1996; TRONO, 2000; COCKRELL e 

KAFRI, 2007). 

 

 Vetores lentivirais de segunda geração  

 

O processo de segurança dos vetores lentivirais é obtido  com a  

eliminação da maioria dos genes acessórios (vif, vpr, vpu e nef) não essenciais 

à replicação, mas importantes na patogenicidade. Estas sequências, no início 

mantidas nos plasmídeos de empacotamento de primeira geração, são em uma 

segunda etapa inativadas ou deletadas, gerando sistemas de empacotamento 

de segunda geração (NALDINI et al., 1996; DULL et al., 1998 ; PRIVATO, 

2005). Vetores de segunda geração são constituídos por três plasmídeos: o 

empacotador, o envelope e o vetor de transferência. (TENÓRIO et al., 2008).  

O plasmídeo empacotador possui informações para produção das 

proteínas Gag e Pol, sendo o gene Gag responsável pela codificação das 

proteínas do capsídeo viral e o gene Pol responsável pela codificação da 

transcriptase reversa. O plasmídeo envelope Env (responsável pela codificação 

das proteínas do envelope) e o terceiro plasmídeo possuem o cassete de 

expressão de interesse do pesquisador, próximo ao sinal de empacotamento 
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(φ), para permitir a inclusão desse RNAm na partícula viral, que será integrado 

ao genoma da célula-alvo, para a produção da proteína de interesse (DALBA et 

al., 2007; TENÓRIO et al., 2008). 

 

Estes vetores têm sido úteis para estudar o ciclo de replicação do HIV, 

mas permanecem sendo ainda inferiores, devido aos baixos títulos virais e alto 

risco de formação de vírus de replicação competente (PAROLIN et al., 1994). 

 

  Vetores lentivirais de terceira geração  

 

Os vetores lentivirais de terceira geração podem ser gerados pela 

exclusão das sequências do promotor e sequências do potenciador dentro dos 

LTRs pela deleção de 400 pb na região U3 do  LTR 3 ', o que enfraquece a 

atividade promotora da LTR 5' após a integração (PARK, 2007). Estes vetores 

são chamados auto-inativados (SIN – Self Inactivating) (KIM et al., 1998, 

MIYOSHI et al., 1998; ZUFFEREY et al., 1998; IWAKUMA et al., 1999). Os 

vetores de lentivirais SIN impedem o silenciamento do transgen, já que estudos 

anteriores  relataram que a sequência ativa do promotor viral na LTR 5' pode 

atrair máquinas de silenciamento da célula hospedeira para o provírus 

integrado (PFEIFER, 2004). Os vetores SIN permitem níveis de expressão 

elevados dos transgenes por intermédio de promotores internos, os quais 

podem ser de natureza constitutiva ou tecido-específico (PFEIFER, 2004; 

PRIVATO, 2005). 

Os vetores de terceira geração possuem quatro plasmídeos: vetor 

terapêutico, empacotador (com RRE – rev responsive element, elemento de 

resposta a Rev), envelope e Rev. Uma estratégia utilizada neste sistema foi a 

separação da seqüência rev do vetor empacotador (TENÓRIO et al., 2008).  

Tal fato se faz necessário, pois a sequência apresenta duas funções principais. 

Uma seria aumentar o título da produção viral e a eficiência da transdução 

devido ao transporte de RNAm para o citoplasma, pela  ligação da proteína  à 

região RRE do RNAm viral (POLLARD e MALIM, 1998; TENÓRIO et al., 2008). 

A outra função seria estabilizar a transcrição lentiviral (SCHNEIDER et al., 

1997; KOTSOPOULOU et al., 2000, WAGNER et al., 2000). Portanto, é 
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extremamente importante sua presença no sistema de vetor lentiviral de última 

geração. 

 
 
 
2.1.4 Transferência Nuclear de Células Somáticas 

  
 

A técnica de transferência nuclear de células somáticas (TNCS) ou 

clonagem animal pode ser utilizada como uma alternativa para a produção de 

animais transgênicos expressando uma proteína de interesse (ZHANG et al., 

2010). Uma das maiores diferenças entre a transferência nuclear de células 

somáticas e as outras técnicas é a capacidade de selecionar e verificar a 

expressão do DNA exógeno, quando incorporado no genoma celular  antes da 

utilização destas na transferência nuclear (ROH et al., 2000; LEE et al., 2005; 

LUZARDO, 2010; ZHANG et al., 2010). A TNCS usa células transfectadas in 

vitro com vetores para expressão de DNA, sendo este incorporado ao genoma 

do animal (HOUDEBINE, 2005). 

A TNCS consiste em transferir, por meio de micromanipulação, o núcleo 

de uma célula somática diferenciada, portadora de um genoma diplóide 

completo, para o interior de ovócitos enucleados, resultando na produção de 

indivíduos geneticamente idênticos ao animal doador de núcleo (PEREIRA e 

FREITAS, 2009). A produção de animais pela TNCS oferece uma gama de 

oportunidades no ensino básico e investigação aplicada, na agricultura, na 

conservação genética e na medicina humana (CAMPBELL et al., 2007). No 

entanto, a produção de ruminantes pela técnica de transferência nuclear 

envolve múltiplas etapas que podem influenciar diretamente no resultado final 

(PEREIRA e FREITAS, 2009). Resumidamente, as principais etapas do 

processo compreendem a maturação  in vitro (MIV) dos ovócitos, que envolve a 

ruptura de membrana nuclear ou vesícula germinativa (RVG), e a seqüência de 

etapas que completam a meiose I (MI) até ocorrer à exclusão do primeiro 

corpúsculo polar, atingindo a metáfase da segunda divisão meiótica (MII) 

(Otero, 2008).  

 

Durante o procedimento de TNCS, o material nuclear ovocitário deve ser 

totalmente removido ou enucleado, resultando apenas o citoplasma Deste 
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modo, são aspirados os cromossomas constituintes do DNA haplóide da célula 

germinativa feminina (ONISHI et al., 2000). Após enucleação, no espaço 

perivitelínico do citoplasma receptor é injetada uma célula transgênica ou 

modificada geneticamente (BRESSAN et al., 2008). O procedimento de 

transfecção e a seleção das células que expressam o transgene é 

fundamentalmente importante para o sucesso da produção de animais 

transgênicos (LUZARDO, 2010). Posteriormente, o ovócito enucleado e a 

célula transgênica doadora do núcleo são fusionados por eletrofusão e, após a 

fusão, o ovócito é ativado para que inicie o desenvolvimento embrionário até o 

estádio de blastocisto, seguido da transferência para fêmeas receptoras 

(WHEELER et al., 2003, BRESSAN et al., 2008) 

 

Na tentativa melhorar a técnica da clonagem nos bovinos, alguns 

estudos têm buscado aperfeiçoar a etapa de reconstrução (Enright et al., 

2003), por exemplo, descobrir os tipos de células doadoras mais permissivos a 

reprogramação e os protocolos para a ativação de ovócitos reconstruídos mais 

eficientes (IANNACCONE et al., 2001; CHOI  et al., 2002).  

 

A célula doadora tem um papel fundamental na clonagem, podendo 

determinar o sucesso ou não do procedimento (POWELL et al., 2004). Dentre 

as células somáticas que já foram usadas no processo de transferência, 

podem-se citar as células da glândula mamária, fibroblastos fetal e adulto, 

células da granulosa mural, células da tuba uterina, fibroblastos da pele, células 

do cúmulus, células tronco embrionárias e células de Sertoli (ARAT et al., 2002, 

POWELL et al., 2004; CAMPBELL et al., 2007; NEVES et al., 2010). Alguns 

tipos celulares parecem ser mais facilmente reprogramados do que outros 

(CAMPBELL et al., 2007). Por outro lado, as células somáticas adultas 

usualmente são mais difíceis de serem reprogramadas do que células fetais 

(HEYMAN et al., 2002). Este fato é decorrente do fato de células doadoras de 

núcleo cultivadas por longos períodos poderem apresentar instabilidade 

cromossômica e encurtamento dos telômeros, o que favorecem a perda da 

função de genes importantes para o desenvolvimento (GAO et al., 2003; 

POWELL et al., 2004; MERIGHE et al., 2010). Em pesquisas com células 

transfectadas, em que é necessário cultivo prolongado para a integração 
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estável do gene nas células doadoras, vários pesquisadores observaram 

menor taxa de desenvolvimento embrionário após o procedimento de clonagem 

enquanto outros não relataram essas limitações (ROH et al., 2000; ARAT et al., 

2001; WESTHUSIN et al., 2001; MERIGHE et al., 2010). 

 

Uma das principais causas limitantes do sucesso na clonagem de 

animais está ligada à fase de reprogramação celular. Esta fase é quando deve 

iniciar a divisão celular e tem como limitação as anomalias cromossômicas que 

podem eventualmente ocorrer (GONSALVES et al., 2001). Vários estudos têm 

demonstrado que a reprogramação incompleta e a expressão gênica anormal 

são, sem dúvida, uma das principais causas dos altos índices de perda 

gestacional e anomalias observadas nos animais clonados (YOUNG et al., 

2001;  DEAN et al., 2003; BRESSAN et al., 2011). Estas anomalias levam a 

problemas como cardiopatias, placentação anormal, hidroalantóide, deficiência 

imunológica, disfunção renal, alterações no metabolismo energético e 

hipertensão pulmonar (FAIRBURN et al., 2002; CAMPBELL et al., 2007; 

PEREIRA e FREITAS, 2009). A evolução destas anomalias geralmente implica 

em anormalidades e morte de animais clonados, provavelmente  devido às 

alterações epigenéticas que afetam a estrutura, composição e remodelação da 

cromatina. A qual define e mantém a acessibilidade para a transcrição da 

informação genética contida no DNA (YOUNG et al., 2001; FAIRBURN et al., 

2002). 

A regulação do desenvolvimento embrionário é dependente das 

modificações epigenéticas que ocorrem na célula doadora de núcleo após a 

TNCS, já que o núcleo doador deverá ser submetido aos processos de 

remodelação e reprogramação, para  se comportar como um genoma zigótico 

(KANG et al., 2001; ENRIGHT et al., 2003b; SAWAI et al., 2010). Na 

reprogramação estão envolvidas modificações no material nuclear, como 

estrutura da cromatina e metilação de novo do DNA (REIK et al., 2001). Estes 

eventos são necessários para que ocorra uma nova programação de 

expressão do genoma, silenciando genes da antiga célula diferenciada e 

estimulando genes característicos de células embrionárias.  
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Alguns estudos epigenéticos apresentam uma abordagem farmacológica 

e mostram que alguns compostos podem alterar o padrão de metilação que 

ajudariam na reprogramação do núcleo transferido com o propósito de   

melhorar o desenvolvimento dos embriões clonados (KISHIGAMI et al., 2006). 

Estudos recentes apontam um agente químico chamado tricostatina A (TSA). A 

TSA é uma droga modificadora epigenética, com intuito de promover 

hiperacetilação das histonas por meio da inibição da enzima histona 

deacetilase,  em embriões recém-construídos (IWAMOTO et al., 2007; IAGER 

et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011). A acetilação de histonas do DNA está 

associada ao relaxamento da estrutura da cromatina, tornando-a mais 

permissiva à transcrição e replicação, enquanto a deacetilação de histonas tem 

efeito oposto. No entanto, a cromatina de ovócitos maturados e recém-

fecundados possuem baixo nível de acetilação, a cromatina de embriões em 

estágios de pré-implantação apresenta níveis de acetilação mais elevados 

(SARMENTO et al., 2004). Este fato parece estar associado a um novo padrão 

de expressão a ser formado no embrião, diferente daquele observado nos 

gametas. Em embriões murinos gerados por TNCS e tratados com tricostatina 

A, observou-se  aumento dos níveis de acetilação na cromatina, 

proporcionando melhor taxa de desenvolvimento, bem como embriões de 

melhor qualidade (RYBOUCHKIN et al., 2006). Esses autores sugerem que a 

hiperacetilação induzida pelo inibidor de deacetilase pode estimular um 

remodelamento da cromatina mais efetivo, bem como a demetilação do DNA, 

observada comumente em embriões fertilizados. Outros estudos verificaram 

que embriões clones bovinos e suínos tratados com TSA melhoraram o 

desenvolvimento e reduziram o nível de metilação do DNA a valores 

semelhantes aos observados em embriões fertilizados in vitro (IWAMOTO et 

al., 2007; IWAMOTO et al., 2008; CERVERA et al., 2009). 

 

 

2.2   Proteína Fluorescente Verde (GFP) como Gene Repórter.  

 

As proteínas fluorescentes tornaram-se uma ferramenta de investigação 

de células vivas. A proteína fluorescente mais proeminente tem sido derivada 

de um tipo de água-viva, Aequorea victoria, a green fluorescente protein 
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(avGFP) (PATTERSON, 2004). A proteína fluorescente verde (GFP), emite 

fluorescência na zona verde do espectro visível. É comumente utilizada como 

um marcador porque é de fácil visualização sob a luz UV (LIU et al., 2008). A 

GFP é facilmente detectada, pois a sua expressão pode ser vista nas células 

vivas (CHALFIE et al., 1994, PRASHER, 1995). Deste modo, tem sido 

amplamente usada como um gene repórter nos estudos de animais 

transgênicos, constituindo-se importante marcador para verificação do sucesso 

na inserção de genes (LIU et al., 2008). 

Embora vários estudos indiquem que a expressão da GFP  pode reduzir 

a viabilidade das células transfectadas (HANAZONO et al., 1997), não têm sido 

relatados  efeitos deletérios no desenvolvimento embrionário devido à 

expressão da GFP (ROH et al., 2000; ARAT et al., 2001). Alguns resultados 

interessantes já foram obtidos em bovinos, caprinos e suínos, indicando que a 

visualização da GFP pode ser utilizada para selecionar as células 

geneticamente modificadas antes da TNCS. Portanto, pode-se aumentar a taxa 

de natalidade e reduzir o custo de produção de animais transgênicos (LEE et 

al., 2005). 

A GFP também pode ser útil para verificar a eficiência de transfecção 

com vetores lentivirais, no silenciamento gênico, para  quantificação do título 

viral, (DANN et al., 2006)  ou a perda de expressão do transgene sobre tempo 

ou gerações. Num estudo feito por Kvell et al. (2010), foram gerados 

camundongos transgênicos por meio de vetores  lentivirais, para demostrar que 

a expressão do gene GFP tinha  distribuição uniforme sem mosaicismo. Este 

pesquisadores conseguiram manter a expressão do GFP ao longo de seis  

gerações e só um recém-nascido apresentou inativação  do gene GFP. Outra 

aplicação importante é na investigação de interações materno-zigóticas, em 

que o endométrio responde de forma diferente para embriões clonados em 

comparação com embriões produzidos por fertilização in vitro. Os embriões 

clones transgênicos podem ser identificados no endométrio no momento da  

pré-implantação  no útero  por meio da expressão do GFP, levando com isto a 

identificar   a baixa viabilidade dos embriões clonados que expressa redução 

na taxa de implantação e  a deficiência placentária (REICHENBACH 2010). 
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Gibco/Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,1% de 

penicilina/estreptomicina, a 37 oC, em atmosfera de 5% de CO2.     

 

B. Subcultivo 

 

As células foram cultivadas em frascos de cultivo T75, e após 

aproximadamente três dias, as células atingiram confluência de 70%. Neste 

período, realizou-se a primeira passagem ou o primeiro repique celular, por 

meio de tripsinização. Quando se obteve uma monocamada de células com 

90% de confluência estas foram criopreservadas para a criação de um banco 

de células a ser posteriormente utilizado na geração dos vetores lentivírais. 

 

C. Criopreservação 

 

As células das garrafas foram ressuspendidas em 1 mL de solução de 

tripsina 0,25% EDTA (SIGMA), seguindo o mesmo processo realizado para a 

tripsinização no subcultivo. Após a ressuspensão, a ação da tripsina foi 

bloqueada pela adição de meio de cultivo completo DMEM, com 10% de soro 

fetal bovino (SFB), seguindo uma centrifugação de três minutos a 18.000 rpm. 

O sobrenadante foi retirado e o pellet  ressuspendido com DMEM 20% SFB + 

10% DMSO em gelo. As células foram distribuídas em criotubos e congeladas 

a -70 ºC com posterior transferência  (dois a três dias após) para nitrogênio 

líquido. 

 

 

3.1.1.2  Transformação bacteriana, isolamento das colônias resistentes e 

extração do DNA plasmidial 

 

A. Transformação em Escherichia coli 

 

As bactérias E. coli utilizadas foram cedidas pelo Laboratório de 

Microbiologia do Leite – LML/EMBRAPA – e sua transformação com os quatros 

plasmídeos [(pMDLg/pRRE),  (pMD2.G),  (pRSV-Rev) (Addgene, EUA) e 
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(pLGW) (CIGB, Cuba)] foi realizada segundo o método de transformação por 

choque térmico estabelecido previamente. A representação esquemática de 

cada um dos plasmídeos  encontram-se nos anexos. 

 

Após o  descongelamento  das   bactérias E. coli  em gelo, foi adicionado  

1 µL do plasmídeo em 100 µL de suspensão de bactérias. Em seguida, as 

bactérias foram incubadas em gelo por 15 minutos, submetidas a choque 

térmico a 42 ºC, por 2 minutos, e imediatamente colocadas no gelo, enquanto o 

meio de cultura era aquecido. Adicionou-se, lentamente, aos tubos de bactérias 

1 mL de meio líquido Brain Heart Infusion (BHI) sem antibiótico. Após delicada 

homogeneização, uma pequena porção do conteúdo foi semeada em placas de 

Petri contendo 30 mL de meio-ágar BHI, suplementado ou não com ampicilina 

(50 µg/mL).  Foram preparadas, para cada plasmídeo, placas de controle 

positivo (meio sem antibiótico e bactérias não transformadas), de controle 

negativo (meio com antibiótico e bactérias não transformadas) e de tratamento 

(meio com antibiótico e bactérias transformadas). As placas foram incubadas a 

37 ºC, durante a noite (overnigth). No dia seguinte, as colônias das placas dos 

tratamentos que possuíam maior tamanho e se apresentavam mais isoladas 

foram selecionadas e cultivadas em 2 a 5 mL de meio BHI líquido e ampicilina 

por 8 horas. 

Após a transformação das bactérias com os diferentes plasmídeos, 

efetuou-se o congelamento de alíquotas a -80 ºC em 25% (v/v) de glicerol para 

posterior uso, sendo a outra parte submetida aos procedimentos de 

amplificação. 

 

 

B. Amplificação do DNA plasmidial 

 

De forma a propagar os plasmídeos, as bactérias Escherichia coli (E. 

coli), previamente transformadas com os mesmos, foram inoculadas em 250 

mL de meio BHI líquido suplementado com ampicilina (50 μg/mL) e incubadas 

durante a noite (overnigth) a 37 °C, sob agitação.  
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C. Extração e purificação de DNA plasmidial de E. coli 

 

A purificação dos plasmídeos foi feita mediante o método químico para a 

purificação do material genético por lise alcalina (SAMBROOK et al., 2001). A 

extração e purificação do DNA foram feitas em grande escala (Maxipreparados) 

utilizando o Kit Qiagen Plasmid Maxi Purification Kits (QIAGEN, EE.UU.), 

segundo as instruções do fabricante. O sedimento de DNA obtido foi 

ressuspendido em água ultrapura estéril, quantificado no NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific) e armazenado a -20 °C até a sua utilização. 

 

D. Digestão do DNA plasmidial 

 

Cada amostra de DNA foi submetida à digestão com enzima de restrição 

BamHI e NCOI. 

 

E. Eletroforese em gel de agarose 

 

As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 0,8% 

em tampão TBE por 2 horas e 30 minutos. Posteriormente, os géis foram 

corados com brometo de etídio (Ludwig Biotec) e fotografados em foto 

documentador  Eagle Eye II  (Stratagene). 

 

 

3.1.1.3 Montagem do vetor lentiviral 

 

Transfecção de células HEK-293  para  produção de vírus 

 

Para produção dos vetores lentivirais foi utilizado protocolo sugerido pelo 

próprio fornecedor do plasmídeo (pLGW) (CIGB, Cuba) (Prof. Dr.  Jorge R. 

Toledo Alonso,  do Department of Physiopathology, Faculty of Biological 

Sciences, University of Concepción, Chile). 

Os vetores lentivirais foram produzidos por transfecção transitória, 

utilizando quatro plasmídeos: o plasmídeo de empacotamento (pMDLg/pRRE), 
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o que codifica a proteína do envelope (pMD2.G), o codificador da proteína Rev 

(pRSV-Rev) (Addgene, EUA) e o plasmídeo contendo o transgene (pLGW) 

(CIGB, Cuba).  

As células HEK 293 foram cultivadas em frascos T75 (meio DMEM 

acrescido de 10% de SFB) até atingirem o estado de 80% de confluência. 

Neste estágio, realizou-se a transfecção propriamente dita para a produção dos 

vetores lentivirais. 

Cerca de 30 minutos antes do início do procedimento de transfecção o 

meio de cultivo foi substituído por DMEM sem SFB. Após este período, 

procedeu-se ao preparo do mix de transfecção contendo os quatros  

plasmídeos, cujas quantidades foram de 6µg de DNA de cada um dos 

plasmídeos estruturais (pMDLg/pRRE, pMD2.G e pRSV-Rev) e 12µg do 

plasmídeo de interesse (pLGW), totalizando 30µg por garrafa de transfecção. 

Foram preparados dois mixes separadamente: uma mescla de 

polietilenoimina 18 mM (PEI, Sigma) + glicose a 5% e outra mescla de DNA 

plasmidial + glicose a 5%, totalizando, cada mix, um volume de 100 µL. Foi 

utilizada a relação de 1 µL de solução de PEI  (com pH ajustado para 7) para 

cada 1 µg de DNA. As duas misturas foram submetidas a agitação em vórtex 

por 1 min e deixadas em repouso por cinco minutos. Em seguida, a mescla de 

PEI foi agregada ao tubo contendo a mescla de DNA e, após agitação vigorosa 

em vórtex, todo o conteúdo foi mantido em repouso por 10 minutos, tempo 

durante o qual foi efetuada nova troca de meio sem SFB na garrafa (8mL). 

Foi adicionado 1 mL de DMEM sem SFB ao mix e, após 

homogeneização, todo o conteúdo foi acrescentado à garrafa de cultivo. Após 

seis horas de transfecção adicionou-se SFB ao meio de forma a obter-se a 

concentração de 10%. 

Após 48 horas o meio de cultivo foi centrifugado a 25000 rpm por uma 

hora e 30 minutos a 4ºC. O pellet de lentivírus foi ressuspendido em 100µL de 

meio TALP-Hepes e congelado a -80 ºC até a sua utilização. Por outro lado nas 

condições do seguinte experimento a titulação das partículas lentivirias não foi 

calculada, e a transfecção  só  foi considerada positiva pela   observação direta 

da fluorescência produzida pela GFP. 
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3.2  ETAPA II 

 

3.2.1  Produção de embriões transgênicos bovinos com vetores lentivirais 

 

3.2.1.1  Coleta dos ovários e manipulação dos ovócitos 

 

Foram utilizados 738 ovários coletados de fêmeas bovinas, sem raça 

definida e em diferentes fases do ciclo estral, abatidas em matadouro 

localizado na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais. Imediatamente após o 

abate e evisceração, os ovários foram removidos e imersos em garrafa térmica 

com solução fisiológica  (0,9% NaCl) acrescentada de sulfato de estreptomicina 

(0,05 g/L), em temperatura variando de 35 a 38 °C. Ao término da coleta, os 

ovários foram transportados em garrafa térmica até o LRA em tempo máximo 

de trinta minutos.  

 

No laboratório, os ovários foram transferidos para uma nova solução 

fisiológica, idêntica à primeira e previamente aquecida, e colocados em banho-

maria a 37 °C. Os folículos ovarianos (≤ 10 mm) foram puncionados por meio 

de agulha 25 x 12 mm acopladas a seringas de 10 mL. O líquido folicular foi 

depositado em cálice cônico mantido aquecido a 37 °C. Ao término da 

aspiração, aguardou-se entre cinco e 10 minutos para que ocorresse a 

decantação dos ovócitos. Posteriormente, o pellet contendo os ovócitos foi 

ressuspendido em meio Talp-Hepes após a retirada do fluido sobrenadante e 

transferido para placa de Petri, mantida em placa aquecedora a 37 °C. Com 

auxílio de um microscópico estereoscópico e uma micropipeta, os ovócitos 

foram transferidos para outra placa de Petri contendo meio Talp-Hepes e então 

classificados morfologicamente, de acordo com Costa et al. (1997). Apenas os 

ovócitos imaturos classificados como cumulus compacto e com pelo menos 

três camadas de células foram transferidos para uma terceira placa de Petri 

contendo meio Talp Hepes, e posteriormente, utilizados nos procedimentos 

experimentais. 
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3.2.1.2 Maturação in vitro (MIV) 

 

Foram utilizados 1758 ovócitos imaturos, divididos nos procedimentos 

experimentais, classificados com cumulus compacto ou com mais de três 

camadas de células (COSTA et al., 1997), maturados em  meio TCM 199 

(Tissue Culture Medium 199) (Gibco/Invitrogen) suplementado com FSH 

(Hormônio Folículo Estimulante) (20 mcg/mL) e soro de vaca em cio (10%).  A 

maturação foi realizada em grupos de 50 – 60 estruturas e depositados em 

placas Nunc (Thermo Scientific; Cat.176740) de quatro poços, contendo 400 µL 

de meio de maturação previamente equilibrado por no mínimo duas horas em 

estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera de 95% de umidade, e 5% de CO₂. 

Os ovócitos foram cultivados nestas condições de temperatura e atmosfera 

durante 22 a 24 horas. Após terem sido maturados, foram divididos 

aleatoriamente para comporem o Experimento I, o Experimento II, e o 

Experimento III. 

 

 

3.2.2  Experimento I – Microinjeção dos ovócitos com vetor lentiviral 

 

Para este experimento foi utilizado um total de 834 ovócitos, distribuídos 

em quatro tratamentos.  

 

T1 = Controle. Fecundados in vitro com complexos cumulus-ovócito (CCOs) 

na concentração de 1 x 106 espermatozoides(SPTZ)/mL, cultivados em meio 

CR2 acrescido de 10% de SFB em estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera 

de 95% de umidade, e 5% de CO₂; 

 

T2 = Controle de Microinjetados. Células do cumulus removidas por vórtex 

na presença de hialuronidase, fecundados in vitro com 1 x 106 SPTZ/mL e 

cultivados  em sacos plásticos (Saches de Alumínio) contendo uma mistura 

gasosa de 5% de CO₂, 5% de O₂ e 90% de N₂ e umidade saturada, mantidas a 

temperatura de 38,5 °C. Este grupo de ovócitos foi cultivado para avaliar as 

condições de cultura. 
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T3 = Controle de microinjetados com meio TALP. Células do cumulus 

removidas por vórtex na presença de hialuronidase, microinjetados com meio 

TALP e em seguida fecundados in vitro com 1 x 106 SPTZ/mL, cultivados em 

sacos plásticos nas mesmas condições de T2. 

 

T4 = Microinjetados com lentivírus. Células do cumulus removidas por vórtex 

na presença de hialuronidase, microinjetados com vetor lentiviral e depois 

fecundados in vitro com 1 x 106 SPTZ/mL, cultivados em sacos plásticos nas 

mesmas condições de T2 e T3. 

 

5.2.2.1  Microinjeção dos ovócitos pré-fecundação com vetor lentiviral 

 

Após a maturação in vitro, as células do cumulus foram removidas dos 

ovócitos por adição de 0,1% de hialuronidase em agitação mecânica em 

aparelho tipo vórtex por cinco minutos. Em seguida, os tubos contendo os 

ovócitos desnudos foram lavados com meio TALP-Hepes e vertidos em placa 

de Petri descartável de 60 x 15 mm para recuperação dos mesmos. A 

avaliação da maturação nuclear dos ovócitos foi feita pela observação do 

corpúsculo polar utilizando estereomicroscópio (Nikon SMZ 645), sendo os 

considerados aptos distribuídos aleatoriamente em T2, T3 e T4. Os ovócitos 

foram novamente lavados em meio TALP e mantidos em gotas de 20 µl  do 

meio coberto com óleo mineral até o momento da microinjeção.  

 

A injeção do meio TALP e o Vetor Lentiviral no espaço perivitelíneo 

(subzonal) foi realizada pela observação direta em microscópio invertido 

(Axiovert 135M, Carl Zeiss) equipado com um sistema de micromanipulação 

hidráulica (Nikon Narishige NT-88V3), ligado a um sistema de microinjeção. Os 

ovócitos foram imobilizados com a pipeta de fixação e, com a microagulha 

carregada procedeu-se à microinjeção subzonal com o meio TALP (T3) ou com 

solução contendo o vetor lentiviral (T4). Durante a manipulação, a zona 

pelúcida expandiu imediatamente, e a microinjeção foi considerada bem 

sucedida quando a zona pelúcida cresceu visivelmente (Figura 6). Após a 

injeção do TALP ou do lentivírus subzonal, os ovócitos foram lavados três 

vezes em meio TALP e novamente transferidos para o meio TCM. Durante este 
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incubadora, nas mesmas condições da maturação dos ovócitos. (A 

concentração 1 x 10⁶ SPTZ/mL, foi usada pelo fato que as células  do cumulus 

eram retirada dos ovócitos e pelo procedimento da perfuração  da ZP  antes da 

fecundação, por conseguinte se buscava não causar uma poliespermia)   

 

3.2.2.3  Cultivo in vitro (CIV) 

 

Após a fertilização, os presumíveis zigotos foram retirados da gota de 

fecundação, lavados em meio TALP-HEPES, e divididos em duas placas de 

cultivo, onde uma foi o controle e a outra os tratamentos.  

O cultivo in vitro dos tratamentos T2 – T3 – T4 foi realizado em placa de 

quatro poços tipo Nunc contendo 500 μL de meio SOF acrescido de 2,5% de 

SFB, sob óleo mineral, em grupos de 30 a 40 estruturas em cada poço. 

Durante todo o cultivo, as placas contendo os embriões foram colocadas em 

sacos plásticos (saches de alumínio) contendo uma mistura gasosa de 5% de 

CO₂, 5% de O₂ e 90% de N₂ e umidade saturada, mantidas a temperatura de 

38,5°C. 

No tratamento T1 (controle) os supostos zigotos foram submetidos ao 

desnudamento com auxílio de um pipetador e lavados em meio TALP. O cultivo 

foi efetuado em gotas de 50 μL de meio CR2 acrescido de 10% SFB sob óleo 

mineral, distribuídos em placas de Petri 10 x 35mm. O cultivo foi realizado em 

estufa incubadora a 38,5°C, 5% de CO2 e umidade relativa de 95%. 

 

 

  3.2.2.4  Avaliação do desenvolvimento embrionário 

 

As taxas de produção embrionária e qualidade dos embriões foram avaliadas 

no oitavo dia do cultivo (D8). Utilizando estereomicroscópio (Nikon SMZ 645). A 

avaliação dos embriões foi realizada segundo os parâmetros descritos no 

Manual da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (do inglês, 

International Embryo Transfer Society – IETS) (STRINGFELLOW e SEIDEL, 

1998). 
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3.2.2.5  Avaliação da expressão do GFP 

 

A avaliação da expressão do GFP foi realizada visualmente, em 

blastocistos, por meio de exposição dos mesmos à  luz branca e ultravioleta em 

estereomicroscópio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm) ou microscópio de 

fluorescência  (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Foram calculadas as taxas 

de blastocistos que expressam o GFP para os tratamentos T1, T2, T3 e T4. 

  

 

3.2.3  Experimento II – Microinjeção dos zigotos seis horas pós-

fecundação com vetor lentiviral 

 

Para este experimento foi utilizado um total de 760 ovócitos, distribuídos 

em quatro tratamentos: 

 

T1 = Controle. Fertilização in vitro com concentração de 4 x 106 SPTZ/mL, por 

um período de 20 horas, sem desnudamento, com cultivo em meio CR2 

acrescido de 10% de SFB em estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera de 

95% de umidade e 5% de CO₂. 

 

T2 = Controle de Microinjetados. Fertilização in vitro com concentração de 4 

x 106 SPTZ/mL por um período de seis horas, procedendo-se ao cultivo em 

meio meio SOF acrescido de 2,5% de SFB,  em sacos plásticos contendo uma 

mistura gasosa de 5% de CO₂, 5% de O₂ e 90% de N₂ e umidade saturada, 

mantidas a temperatura de 38,5°C. Esses ovócitos foram cultivados para 

avaliar as condições de cultura. 

 

T3 = Controle de microinjetados com meio TALP. Fertilização in vitro com 

concentração de 4 x 106 SPTZ/mL por um período de  seis horas procedendo-

se à microinjeção com meio TALP e cultivo em sacos plásticos nas mesmas 

condições de T2. 

 

T4 = Microinjetados com lentivírus. Fertilização in vitro com concentração de 

4 x 106 SPTZ/mL por um período de seis horas procedendo-se à microinjeção 
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com vetor lentiviral e cultivo em sacos plásticos nas mesmas condições de T2 e 

T3. 

 

3.2.3.1  Fecundação in vitro 

 

Após a maturação, os ovócitos foram fertilizados com sêmen de touro da 

raça Gir. Durante todo o experimento foi utilizada a mesma partida de sêmen 

do mesmo touro. A seleção dos espermatozóides foi realizada por meio do 

gradiente de percoll, com concentração espermática ajustada para 4 x 106 

SPTZ/mL por gota de 100µL de meio FERT-TALP acrescido de 10 UI/mL de 

heparina (Sigma). Os gametas permaneceram co-incubados sob as mesmas 

condições citadas para a MIV por um período de seis horas para os grupos 

experimentais (T2 – T3 –T4) e por 20 horas para o grupo controle (T1). (A 

concentração 4 x 10⁶ SPTZ/mL, foi usada pelo fato que os ovócitos do grupo 

T2, T3, T4, só ficariam seis horas no meio FERT-TALP e por conseguinte se 

busca obter uma  maior taxa de penetração espermática)   

 

3.2.3.2  Microinjeção dos Zigotos seis horas pós-fecundação com vetor 

lentiviral 

 

Após 6 horas do início da fecundação in vitro, os supostos zigotos foram 

retirados da gota de fecundação e submetidos à remoção completa 

das células do cumulus utilizando-se de vórtex, e em seguida, transferidos para 

placa de Petri descartável de 60 x 15 mm para recuperação dos mesmos. Os 

supostos zigotos foram novamente lavados em meio TALP e mantidos em 

gotas de 20 µl  do meio coberto com óleo mineral até o momento da 

microinjeção. A injeção do meio TALP ou do vetor lentiviral no espaço 

perivitelíneo (subzonal) foi monitorada pela observação direta em microscópio 

invertido (Figura 7). As estruturas foram imobilizadas com a pipeta de fixação e, 

com a microagulha carregada procedeu-se à microinjeção subzonal com o 

meio TALP (T3) ou com solução contendo o vetor lentiviral (T4). Durante a 

manipulação, a zona pelúcida expandiu imediatamente. Após a microinjeção, 

os supostos zigotos foram lavados três vezes em meio TALP e transferidos 

para o meio de cultivo correspondente. Durante este período, os supostos 
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3.2.3.4  Avaliação da taxa de clivagem e taxa de blastocistos 

 

Após 72 horas do início da fecundação in vitro, os embriões contidos nas 

placas de cultivo foram classificados quanto à ocorrência ou não de clivagem. 

A taxa de produção de blastocistos e a classificação morfológica dos embriões 

foi avaliada no sétimo dia (D7) e oitavo dia (D8) do cultivo. A qualidade 

embrionária foi avaliada de acordo com os critérios recomendados pela 

Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (STRINGFELLOW e 

SEIDEL, 1998). 

 

3.2.3.5   Avaliação da expressão do GFP 

 

A avaliação da expressão do GFP foi realizada visualmente, em 

blastocistos, por meio de exposição dos mesmos à  luz branca e ultravioleta em 

estereomicroscópio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm) ou microscópio de 

fluorescência (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Foram calculadas as taxas 

de blastocistos que expressam o GFP para todos os tratamentos. 

 

 

3.2.4 Experimento III - Efeito da tricostatina A em embriões clones 
modificados geneticamente com GFP 

 

Avaliou-se o efeito de um inibidor de histona deacetilase (tricostatina A) em 

embriões clones modificados geneticamente expressando o gene da proteína 

fluorescente verde (GFP). Para este experimento foi utilizado um total de 164 

ovócitos, distribuídos em três  tratamentos. 

T 1 = NT-Trico: zigotos recém reconstruídos com células modificadas 

geneticamente e submetidos à tricostatina;  

 T 2 = NT: zigotos recém reconstruídos com células modificadas 

geneticamente e não submetidos à tricostatina;  

T 3 = PART: zigotos gerados por ativação partenogenética (controle para o 

processo de ativação dos ovócitos e cultivo dos embriões). 
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3.2.4.1  Estabelecimento de linhagens de células somáticas modificadas 

geneticamente 

 

A. Célula Doadora de Núcleo 

Para a reconstrução dos embriões foram utilizadas células de fêmeas 

adultas (fibroblastos) oriundas da orelha de uma vaca da raça Gir, cultivadas 

em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% 

de SFB e 0,1% de antibiótico (penicilina + estreptomicina). O cultivo para 

estabelecimento das linhagens celulares foi realizado por aproximadamente 14 

dias, em incubadora mantida a temperatura em 37ºC, 5% CO2 em ar 

atmosférico e 95% de umidade. Por meio de um microscópio de fase invertido 

(ICM 405, Zeiss, Alemanha), foi observado o crescimento celular e, ao 

atingirem 80% de confluência na placa, as células foram congeladas em 

solução DMEM com 20% de SFB e 10% de dimetil sulfóxido (DMSO – SIGMA) 

na concentração de 1 x 106 células/mL, em nitrogênio liquido (N2). Assim, um 

banco de células foi formado para ser utilizado ao longo do experimento, 

estando todas na segunda passagem celular. 

 

B. Transfecção dos fibroblastos com o vetor lentiviral. 

 

Para a transferência gênica dos fibroblastos, foi utilizado o sistema de 

vetores lentivirais contendo o gene GFP como repórter, sem gene de 

resistência a antibiótico, gerados na linhagem celular HEK-293.  Os fibroblastos 

foram descongelados e cultivados na presença do vetor lentiviral por 48 h e 

avaliados quanto à expressão do GFP. Células expressando o GFP foram 

selecionadas e repicadas por 12 passagens objetivando o estabelecimento de 

linhagens. Após esse processo, as células foram congeladas em DMEM com 

SFB e dimetil sulfóxido (DMSO) em nitrogênio líquido para posterior 

reconfirmação visual da expressão de GFP e uso na TNCS. 
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C. Microscopia de fluorescência.  

 

A expressão do GFP nas células doadoras de núcleo e modificada 

geneticamente foi realizada visualmente, por meio de exposição das mesmas à  

luz branca e ultravioleta em estereomicroscópio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-

490nm) ou microscópio (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). 

 

3.2.4.2  Maturação in vitro. 

 

Os ovócitos foram maturados em meio TCM199 com soro de vaca em 

cio em incubadoras de CO2 por 18h para a TNCS e 22h para ativação 

partenogenética 

 

3.2.4.3  Transferência nuclear com células somáticas 

 

Para a produção de embriões pela TNCS, os fibroblastos modificados 

geneticamente com GFP (para os tratamentos 1 e 2) foram descongelados e 

cultivados em DMEM com 10% de SFB  por um dia. Os fibroblastos foram, 

então, recuperados após tripsinização e utilizados para reconstrução do zigoto. 

 

3.2.4.4  Enucleação,  reconstrução  e fusão 

 

Após 18 horas da  MIV  as células do cumulus foram removidas dos 

ovócitos por adição de 0,1% de hialuronidase com agitação mecânica em 

aparelho tipo vórtex por cinco minutos. Logo depois, os ovócitos que 

apresentavam o 1o corpúsculo polar foram selecionados para enucleação. O 

material aspirado foi submetido à luz ultravioleta para confirmação da retirada 

do material genético, após coloração com Hoescht.  
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A reconstrução foi realizada pela transferência das células doadoras de 

núcleo (Fibroblastos) modificadas geneticamente expressando GFP e com 

auxílio de micropipeta, cada célula (GFP+) foi colocada no espaço perivitelino 

dos ovócitos enucleados. Imediatamente após a reconstrução, os complexos 

citoplasma receptor – núcleo doador foram colocados e posicionados em um 

manipulador elétrico de células e a fusão foi induzida usando dois pulsos 

elétrico (2,4 kV) em meio com manitol.  

 

3.2.4.5  Cultivo in vitro dos embriões 

 

Conjuntos de embriões reconstruídos foram cultivados em CR2a por 2 

horas e os conjuntos que se apresentaram fusionados foram ativados com 

ionomicina por  quatro minutos seguido de quatro horas em 6-DMAP. Zigotos 

recém-construídos foram cultivados em meio CR2aa com 2,5% de SFB 

cobertas com óleo, em 5% CO2, 5% O2 e 90% N2 a 38.5ºC 

 

3.2.4.6  Tratamento dos embriões com tricostatina A 

 

Durante o cultivo com 6-DMAP e nas 7h seguintes, o grupo T1 (zigotos 

recém-construídos por TNCS) foi cultivado em meio contendo tricostatina A (50 

nM) dissolvida em meio CR2aa sem SFB ou com 2,5% de SFB coberto com 

óleo, em 5% CO2, 5% O2 e 90% N2 a 38.5ºC, totalizando 11h de cultivo na 

presença da tricostatina A. 

 

3.2.4.7  Ativação partenogenética (AP) 

 

Para avaliar a eficiência do processo de ativação dos zigotos, embriões 

partenogenéticos foram produzidos e utilizados como controle (T3). Ao término 

da maturação, as células do Cumulus foram removidas dos ovócitos em 
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hialuronidase a 0,1%, seguindo-se lavagem com meio TALP-Hepes.  Os 

ovócitos foram incubados em estufa com 5% de CO2 em ar atmosférico com 

umidade saturada a 38,5 °C, por 4 minutos em solução de ionomicina (4,62 

μM) (Sigma St. Louis, USA) em meio CR2aa. A seguir, os ovócitos foram 

novamente lavados em meio CR2aa e incubados por mais quatro horas em 

solução 6-DMAP (2mM em PBS)(Sigma St. Louis, USA) a 38°C em estufa com 

5% de CO₂ e umidade saturada. Após esse período de incubação, os ovócitos 

foram novamente lavados em meio CR2aa e cultivados in vitro em placas de  

quatro poços com 500 uL de meio a 2,5% de SFB, sob óleo mineral, em estufa 

incubadora com 5% CO2, 5% O2 e 90% N2. 

 

3.2.4.8  Avaliação do desenvolvimento embrionário 

 

A clivagem foi avaliada 72 horas após a reconstrução, onde foram 

considerados clivados os embriões que apresentavam duas ou mais células, 

sem sinais de fragmentação ou degeneração celular. As taxas de produção 

embrionária e qualidade dos embriões foram avaliadas em D7. A qualidade 

embrionária foi avaliada de acordo com os critérios recomendados pela 

Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (STRINGFELLOW e 

SEIDEL, 1998). 

 

 3.2.4.9  Avaliação da expressão do GFP 

 

A avaliação da expressão do GFP foi realizada visualmente, em blastocistos, 

por meio da exposição dos mesmos à  luz branca e ultravioleta em 

estereomicroscópio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm) ou microscópio de 

fluorescência  (Motic, BA400, filtro de 465-495nm). Foram calculadas as taxas 

de blastocistos que expressam o GFP para os tratamentos T1, T2 e T3. 
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3.3 Análise estatística 

 

As variáveis qualitativas (taxas de clivagem, de blastocistos e de 

embriões que expressaram GFP) foram comparadas em tabelas de contigência 

e analisadas pelo teste do qui-quadrado a 5% de probabilidade (SAMPAIO, 

2002). As taxas de desenvolvimento embrionário do experimento III, em que 

foram realizadas quatro repetições, foram avaliadas por meio de análise de 

variância. As médias das variáveis foram comparadas utilizando o teste F, 

adotando-se o nível de 5% de probabilidade. 
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4.1.2  Montagem  do vetor lentiviral  

  

A fim de gerar partículas lentivirais foi realizada a co-transfecção das 

células embrionárias de rim humano HEK-293, utilizando quatro plasmídeos: o 

plasmídeo contendo o transgene pLGW, e os plasmídeos auxiliares contendo 

os genes virais necessários para a montagem da partícula viral, pMDLg/pRRE, 

pMD2.G e pRSV-Rev. O plasmídeo pLGW, que contém a sequência de DNA 

correspondente à GFP foi utilizada como um gene marcador para determinar a 

eficiência do método de transfecção. Foram realizados os procedimentos de 

transfecção polietilenoimina (PEI), que é um polímero catiónico amplamente 

utilizado como um portador para a entrega de DNA. Este polímero condensa o 

DNA em partículas carregadas positivamente, que se ligam a resíduos de 

superfície aniónicos celulares e são levados para dentro da célula por 

endocitose (VANCHA et al., 2004; GAO et al., 2007), mediando a transfecção 

das células eucarióticas. Toledo et al. (2009) avaliaram a eficiência de 

transfecção do PEI sobre a eficiência de outro  agente de transfecção, como o 

fosfato de cálcio (CaPO4). Os resultados mostraram que o PIE apresentou uma 

taxa superior a 90% de eficiência de transfecção de genes comparado aos 

métodos de CaPO4. Os rendimentos de título viral foram de cerca de 1 × 107 

mililitros por partículas lentivirais infectantes. 

Por outro lado, foi demostrado que as células expressaram de maneira 

estável os plasmídeos que continham os genes gag, pol, rev e env. Alguns 

trabalhos demonstram que a utilização da proteína VSV-G desempenha um 

papel fundamental neste processo, uma vez que esta interage com os 

componentes de fosfolípidos da membrana plasmática da célula hospedeira e 

não com receptores específicos, aumentando assim uma ampla gama de 

células hospedeiras. (NALDINI et al., 1996; BUCHSCHACHER e WONG-

STAAL, 2000). Além do mais, os vetores lentivirais podem ser concentradas 

através de ultracentrifugação obtendo elevados títulos virais e  mantendo a 

capacidade de infectar as células  (BURNS et al., 1993).  

No presente experimento, foi verificada a produção de GFP na cultura 

celular linha 293 ao fim de 48 horas após a transfecção, por meio de 

observação direta em microscópio de fluorescência  (Figura 9). 
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Tabela 1- Produção de embriões transgênicos, por meio do método de 

microinjeção de vetores lentivirais nos ovócitos maduros de bovinos 

 

Ovócitos O2 Meio n D8 % 

 

GFP+ (%) 

 

T 1. Ar atm. CR2 308 66 (21,4)a 0 

T 2. 5% SOF 191 31 (16,2)a 0 

T 3. 5% SOF 145 26 (17,9)a 0 

T 4. 5% SOF 190 10 (5,3)b 10 (100%) 

 
T 1: Controle 1; T 2: Controle sem microinjeção T 3: Controle TALP microinjetado; T 4: 
Microinjetado lentivírus. 
  
Valores com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenças (P<0,05) pelo 
teste do qui-quadrado. 

 
 

As taxas de blastocistos encontradas no D8, no presente experimento 

foram de 21,4%, 16,2% e 17,9% para os tratamentos T1, T2 e T3, 

respectivamente. Estas taxas não diferiram (P>0,05) entre si, mas diferiram do 

percentual encontrado no T4 (5,3%). 

 

Observa-se que as taxas de blastocistos encontradas no T1 e T2  

(21,4% e 16,2%, respectivamente) não diferiram entre si (P>0,05), confirmando 

que as condições atmosféricas e o meio utilizado não interferiram na produção 

de blastocistos. Desta forma, não se pode atribuir a estes quaisquer variações 

nas taxas de desenvolvimento dos embriões.  

 

As taxas obtidas em T2 e T3 (16,2 e 17,9%, respectivamente) não foram 

diferentes (P>0,05), confirmando que o procedimento de microinjeção com 

meio TALP (T3), que inclui a perfuração da ZP, não é capaz de causar 

qualquer prejuízo ao desenvolvimento embrionário. Portanto, apesar de 
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provocar injúrias na ZP, a microinjeção com meio TALP se mostrou incapaz de 

provocar qualquer efeito sobre o avanço do desenvolvimento embrionário. 

 

Já a taxa de blastocisto de 5,26% encontrada no grupo microinjetado 

com lentivírus (T4) foi significativamente menor que os outros tratamentos. 

Deste modo, pode-se inferir que a microinjeção do lentivírus pode ter causado 

um efeito prejudicial ao desenvolvimento embrionário, contribuindo para uma 

redução nas taxas de formação de blastocistos. Estes resultados diferem dos 

encontrados por Chan et al. (1998), que microinjetaram  vetores retrovirais do 

vírus Mo-MLV  contendo o envelope da  glicoproteína G (VSV-G) inoculado no 

espaço perivitelíneo  de ovócitos bovinos, alcançando 21% de blastocistos nos 

ovócitos  microinjetados. Estes mesmos autores (2001), microinjetaram vetores 

do vírus Mo-MLV contendo o gene GFP dentro do espaço perivitelino de 

ovócitos de macacos obtendo 76% de desenvolvimento embrionário. 

 

A utilização de vetores derivados do retrovírus simples, como vírus da 

leucemia murina de Moloney, tem resultado no aumento considerável nas taxas 

de transferência de genes. Entretanto, os retrovírus simples estão sujeitos a 

modificações epigenéticas e, eventualmente a expressão retroviral pode ser 

silenciada durante o desenvolvimento embrionário (JAENISCH, 1976)  ou logo 

após o nascimento (CHAN et al., 1998). Em contraste, a utilização de vetores 

lentivirais resultaram em taxas de transgênese elevadas sem revelar o 

silenciamento gênico. Hofmann et al. (2004) conseguiram taxa de 25% de 

desenvolvimento embrionário até o estádio de  blastocistos, microinjetando 

vetor lentiviral no espaço perivitelíneo de ovócitos bovinos.  

 

A maturação nuclear dos ovócitos bovinos envolve a ruptura do 

envelope nuclear e a seqüência de etapas que completam a meiose I (MI) até 

ocorrer a extrusão do 1º corpúsculo polar, atingindo a fase de Metáfase II (MII). 

(OTERO, 2008).  Durante o processo de injeção, os vetores lentivirais 

estabelecem contato com a cromatina, resultando em maior eficiência na 

integração do gene no genoma. Deste modo, os genes têm a probabilidade  de  

serem inseridos antes da fecundação (CHAN et al., 1998). A partir disto, pode-

se concluir que elevada eficiência deste processo tem sido associado à 
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ausência do envelope nuclear em ovócitos naturalmente estacionado em 

metáfase II meiótica (CHAN  et al., 2001). 

 

Deste modo, a baixa taxa de blastocistos obtida  no grupo microinjetado 

com lentivírus T4, quando comparada aos outros tratamentos pode ser devido 

algum fator que tenha ocasionado um efeito deletério na expressão do 

desenvolvimento embrionário. Isto seria possível, tendo em vista que, 

eventualmente, os  títulos de vetor e volume injetado desempenham papéis 

cruciais na eficiência da transferência de genes (CHAN  et al., 2001).. Outro 

aspecto que poderia ter influenciado seria o fato de não ter calculado a 

titulação das partículas lentivirais o que poderia possivelmente ter contribuído 

para a baixa taxa de blastocisto. 

 

 

Em relação à análise de expressão do gen reporter (GFP) em 

blastocistos derivados de lentivírus injetados nos ovócitos maturos de  bovinos, 

foi demonstrado que o GFP foi expresso no trofectoderma bem como na massa 

celular interna. Portanto, em todos os embriões microinjetados (100%) foi  

detectada a presença do GFP (Figura 10), confirmando deste modo que 

procedimento de microinjecção do Lentivirus é eficiente para incorporação de 

um fragmento de DNA no genoma ovocitário. Estes resultados corraboram com 

Hofmann et al. (2003), que microinjetaram vetores lentivirais  antes de 

fertilização in vitro  para permitir a integração viral no genoma de bovino antes 

da fecundação. Este autor descreve ainda que a injeção subzonal em ovócitos 

maduros de bovino resultaram na expressão de GFP em 92% dos blastocistos. 

Posteriomente, Hofmann et al. (2004) obtiveram uma taxa de  expressão de 

GFP em 83% dos  blastocistos, resultando  no nascimento de quatros  bezerros 

transgênicos, conseguindo desta forma 100% da expressão do  eGFP, 

demonstrando, então, a eficiência deste mecanismo. 
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4.2.2  Experimento II – Microinjeção dos zigotos seis horas pós-

fecundação com vetor lentiviral 

 

Nesse experimento, foi avaliada a capacidade de produção de embriões 

transgênicos de bovinos, microinjetandos com  vetores lentivirais no zigoto seis 

horas pós-fecundação. Nesta etapa experimental foram utilizados 760 ovócitos 

bovinos, distribuídos em quatro tratamentos. Os resultados encontram-se 

expostos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Produção de embriões transgênicos, pelo  método de microinjeção 

de vetores lentivirais nos zigotos seis horas pós-fecundação 

 
Rep Meio N Clivagem* BL D7 BLD8 

D7 
GFP+ 

D8 
GFP+ 

T 1 5 CR2aa 269 72,1% (194/269)a 14,5% 
(39/269)a 

19,0% (51/269)a 
  

T 2  7 SOF 232 45,0% (76/169)b 
10,3% 

(24/232)a 
12,5% (29/232)b 

  

T 3   7 SOF 209 49,0% (75/153)b 
12,4% 

(26/209)a 
16,3% (34/209)a,b 

  

T 4   7 SOF 233 40,8% (69/169)b 3,4% (8/233)b 3,8% (9/233)c 
75,0% 
(6/8) 

77,8% 
(7/9) 

T 1: Controle 1;  T 2: Controle sem microinjeção; T 3: Controle TALP microinjetado; T 4: 

Microinjetado Lentivirus  

Valores com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenças (P<0,05) pelo 

teste do qui-quadrado. 

 Em relação às taxas de clivagem obtidas observa-se que o T1 

apresentou uma maior taxa (P<0,05) do que a observada nos ovócitos do T2, 

T3 e T4, com (72,1%, 45,0%, 49,0% e 4º,8%, respectivamente). Tal fato pode 

ser explicado pela manipulação a qual foram submetidos os possíveis zigotos, 

do T2, T3, T4, já que, após seis horas do início da fecundação in vitro, os 

supostos zigotos foram retirados da gota de fecundação e submetidos à 

remoção completa das células do Cumulus. Este procedimento se faz 
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comparados ao desenvolvimento no D8. Portanto, mesmo provocando um 

dano localizado (perfuração da ZP), acredita-se que esse procedimento não 

seria capaz de provocar morte embrionária. Entretanto, quando são 

comparados o T2 e T3 com o grupo microinjetado com lentivirus (T4), 

cultivados em mesma atmosfera gasosa e utilizando os mesmos meios de 

cultivo, pode-se notar que os valores significativamente menores de T4 não 

estão relacionados ao mecanismo de microinjeção mas sim à presença das 

partículas de lentivirus. A partir deste fato pode-se inferir que esta partícula, 

quando inoculada em zigoto, se mostra prejudicial ao desenvolvimento dos 

embriões até o estágio de blastocisto inicial. No entanto, a transgênese 

lentiviral pela infecção dos zigotos têm sido ajustada para algumas espécies 

alvo. Os primeiros estudos usando vetores lentivirais microinjetados em zigotos 

relataram uma maior eficiência para gerar roedores (LOIS et al., 2002; 

PFEIFER et al., 2002) e suínos transgênicos (WHITELAW et al., 2004; 

HOFMANN et al., 2003).  

Em contraste, transferência de genes em zigotos bovinos, bem como em 

zigotos de primatas ainda não apresentaram resultados satisfatórios 

(WOLFGANG et al., 2001; PFEIFER,  2004).  A baixa eficácia de transgênese 

lentiviral em macacos resultou na transferência de genes apenas em tecidos 

extra-embrionários (WOLFGANG et al., 2001). Já em bovinos, Hofmann et al. 

(2004) injetaram vetores lentivirais  no espaço perivitelino de zigotos e apenas 

22% dos  zigotos  infectados desenvolveram até o estádio de blastocistos, 

resultando, no nascimento de quatro  bezerros mas nenhum deles transgênico. 

Nesse estudo, a possível causa da baixa eficiência pode ter sido a idade dos 

zigotos que foram utilizados tendo em vista que os zigotos foram utilizados 18h 

após a fecundação in vitro.  

Sabe-se que a penetração espermática durante a fecundação in vitro 

inicia-se com quatro horas de cultivo, a formação dos pronucleus inicia-se com 

quatro horas e dura até  11 horas enquanto a síntese de DNA (fase S) inicia-se 

com  14 a 15 horas pós-fertilização com duração de 8 a 10 horas (LAURINCIK 

et al., 1998). Neste sentido, deve-se considerar a influência da fase do ciclo 

celular e do estado da cromatina sobre a integração de retrovírus. Alguns 

retrovírus, como o HIV, podem se integrar em células que não estão se 

dividindo, mas a cromatina descondensada ou aberta pode facilitar o acesso e 
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a integração correta do genoma viral (BUSHMAN et al., 2005, CIUFFI e 

BUSHMAN, 2006).  

Ao se considerar um zigoto, os vetores lentivirais teriam uma integração 

mais eficiente entre  14 a 24 horas após início da fecundação, na fase S, onde 

os sítios de integração estariam acessíveis. Para isso, os zigotos deveriam ser 

expostos aos vetores antes das  14 horas, ao contrário do avaliado no trabalho 

de Hofmann et al. (2004). Este pode ser uma dos motivos pelo qual o uso dos 

vetores em ovócitos maturados, seguidos da fecundação, foram mais 

eficientes. Dessa maneira, acredita-se que uma das possíveis razões para a 

ineficiente transdução dos zigotos bovina poderia ser pelo genoma lentiviral 

não ser capaz de penetrar de forma eficiente no pronúcleo bovino (PFEIFER, 

2004). É provável que no caso dos zigotos bovinos, a integração lentiviral 

poderia ser significativamente retardada na presença de uma membrana 

nuclear (NALDINI et al., 1996; HOFMANN et al., 2004). Outra possível 

explicação para a baixa eficiência é que a infecção retroviral pode atrasar a 

clivagem dos embriões, diminuindo assim a capacidade de integração do 

complexo de pré-integração (CHAN, 1998). Isto pode ser um dos motivos pelo 

qual o uso dos vetores em ovócitos maturados, seguidos da fecundação, foram 

mais eficientes. Estes achados corraboram com os resultados encontrados no 

presente experimento.  

O fato de T4 apresentar as taxas de blastocistos no D7 e no D8 inferior 

aos outros tratamentos pode ser explicada, pelo fato do vetor lentiviral ter 

causado, provavelmente, um efeito deletério na formação de blastocistos. Isto 

foi anteriormente confirmado por Chan  et al. (2001) e por Wolfgang et al. 

(2001) que relataram que as diferenças biológicas de cada espécie animal 

assim como aspectos básicos da técnica como o  tempo, o ponto-de injecção e 

a quantidade do título lentiviral usado para a microinjecção. Estas condições 

podem representar um aspecto negativo no desenvolvimento embrionário 

quando inocula-se o vetor lentiviral. Entretanto, alguns estudos indiquem que a 

expressão da GFP pode reduzir a viabilidade ou interferir no desenvolvimento 

de embriões transfectados (Hanazono et al., 1997). 

Diferentemente de quando inoculado em ovócitos, os genes do GFP não 

são totalmente expressos em blastocistos quando estes são micorinjetados em 

zigotos. No presente estudo, foi possível evidenciar que este gen foi expresso 
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estudar os processos biológicos já que permite uma visualização precisa da 

estrutura anatômica dos animais transgênicos expressando gene (eGFP), com 

o fim  de obter acesso a órgãos e tecidos in vivo (AL-GUBORY e HOUDEBINE 

2006). Outra importante aplicação da expressão da GFP em embriões bovino 

transgênico é a investigação das interações materno-embrionária (SPENCER 

et al., 2008; BAUERSACHS et al., 2009).  

Em estudo recente, Reichenbach et al. (2010), investigaram a 

transmissão de GFP através da linha germinal masculina e feminina em 

bovinos. Uma fêmea transgênica fundadora foi submetida a tratamento de 

superovulação e inseminação com sêmen de um touro não transgênico, 

resultando no nascimento de um bezerro transgênico expressando GFP. 

Também foi utilizado o sêmen de um touro transgênico fundador para realizar a 

FIV, em ovócitos de vacas não-transgênicas. Assim, 93% dos blastocistos 

produzidos da fertilização in vitro expressaram o GFP. Isto culminou no 

nascimento de um bezerro transgênico expressando alto nível consistente de 

GFP. Desta forma, foi demonstrando que o padrão de herança da integração 

lentiviral na linha germinativa de animais fundadores é consistente com as 

regras mendelianas. Já Wang et al. (2010)  constataram que o nível de 

expressão  GFP é capaz de se manter relativamente constante pelo menos em 

sete gerações de camundongos transgênicos.  

 

4.2.3 EXPERIMENTO III. Efeito da tricostatina em embriões clones 

modificados geneticamente com GFP 

 

Para a realização deste experimento, os fibroblatos bovinos transgênicos 

foram produzidos a partir da transfecção com vetor lentiviral contendo o 

transgene GFP (Figura 13), os quais foram cultivados até a 12 passagem e 

criopreservados em DMSO. Antes da TNCS as células foram descongeladas e 

cultivadas por 24 h. As células que se apresentavam positivas para GFP foram 

usadas como doadoras de núcleo nos embriões tratados ou não com 

tricostatina. 

 Os resultados da tradução viral em células dependem de diversos 

fatores, como concentração celular inicial plaqueada, tipo celular, concentração 
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blastocistos de embriões clones tratados com tricostatina (18,1%) quando 

comparada com embriões não tratados (6,8%). Quando a taxa foi calculada a 

partir de zigotos clivados, a produção foi superior (P<0,05) para os embriões 

tratados com tricostatina. Em ambos tratamentos, todos blastocistos gerados 

expressaram a proteína GFP, ao contrário dos embriões partenogenéticos. A 

Figura 14 mostra blastocistos clones tratados com tricostatina e expressando o 

GFP.  

 

Tabela 3. Desenvolvimento in vitro de embriões clones transgênicos tratados 
com inibidor de histona deacetilase (tricostatina) nas 11-12 primeiras horas 
após reconstrução 
 
 
Tratamento  

 
Nº 

 
Clivagem 

(%) 

 
Blastocistos

(%) 

 
Blastocistos sobre 

clivados 

 
Proporção 

de embriões 
GFP+ 

 

NT-Trico  

 

49 

 

66,1±14,4a 

 

18,1±4,0a 

 

26,7±3,8a  

 

100% 

NT  55 72,9±11,3a 6,8±2,3a 10,3±3,6b 100% 

NT-Trico: embriões clones submetidos à tricostatina;  NT: embriões clones não submetidos à 
tricostatina. Valores com letras sobrescritas diferentes indicam diferença (P<0,05) entre 
tratamentos. 

 

 

Observa-se neste estudo que o tratamento com a tricostatina apresentou 

um efeito positivo sobre o desenvolvimento de embriões modificados 

geneticamente, ao contrário do observado com embriões clones modificação 

genética  sem o tratamento com tricostatina A. Bordignon et al. (2003) 

modificaram fibroblastos fetais de bovinos com a proteína verde fluorescente 

(GFP) utilizando fibroblastos como  células dadoras de núcleo na reconstrução 

ovocitaria. Estes pesquisadores observaram que o GFP tornou-se detectável 

na  fase de  8 - para 16 células,  e manteve-se positiva em todas as fases 

posteriores. Após o nascimento os  bezerros clonados apresentaram um 

desligamento parcial da  expressão da GFP, sugerindo um silenciamento 

irreversível de transgenes. 
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é necessária para o sucesso das TNCS (CIBELLI et al., 1998; VIGNON et al., 

1999), a tricostatina pode favorecer a reprogramação nas células transgênicas 

sem indução da quiescência. Neste sentido, Iager et al. (2008) utilizaram TSA, 

para observar o efeitos que tinha sobre  o desenvolvimento e na acetilação das 

histonas de embriões clonados de bovinos  pré-implantados.  Eles perceberam 

que o tratamento com TSA em embriões TNCS resultou numa taxa de 

desenvolvimento semelhante à do tratamento  controle aos embriões produto 

da fertilização in vitro e significativamente maior do (embriões clones não 

tratados com TSA).  Os dados aqui apresentados demonstram que a TSA pode 

melhorar o desenvolvimento embrionário de clones de bovinos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

5 CONCLUSÕES 

 

A microinjeção do vetor lentiviral nos ovócitos bovinos antes da 
fecundação diminuiu a taxa de desenvolvimento embrionário. 

A microinjeção do vetor lentiviral nos zigotos seis horas pós-fecundação 
resulta em baixa taxa de desenvolvimento  embrionário.  

A adição do marcador GFP nos vetores lentivirais, facilita a identificação 
de  embriões  transgênicos de bovinos,  a partir da clivagem.  

A transferência gênica mediada por microinjeção de   vetores  lentivirais 
nos ovócitos e zigotos de bovinos resulta  na expressão da proteína 
fluorescente verde GFP.                        

A tricostatina A promove aumento da produção de embriões clones 
gerados de células geneticamente modificadas, sem interferir na expressão do 
transgene durante o período pré-implantacional. 
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