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RESUMO 

 

LUEDKE, F.E. Inserção de gene repórter fluorescente em região gênica de 
SOX2 para estudo da diferenciação celular no desenvolvimento embrionário 
inicial bovino. 2021. 87 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 
A separação entre massa interna celular (MCI) e trofectoderma (TE) é o primeiro evento de 

diferenciação celular que ocorre no embrião mamífero, seguida pela diferenciação na MCI 

do epiblasto (EPI) e endoderma primitivo (PE). Falhas nestes processos de desenvolvimento 

inicial podem ocasionar perdas embrionárias e consequentemente econômicas. A influência 

do sistema de produção embrionária nos primeiros eventos de diferenciação celular precisa 

ser mais elucidada, refletindo em índices que ainda podem ser melhorados na produção de 

embriões bovinos in vitro. O soro fetal bovino (SFB), apesar de seus efeitos deletérios sobre 

fatores epigenéticos, ainda é usado em sistemas de produção in vitro e pode influenciar esta 

diferenciação. Ainda, as técnicas para estudo dos embriões normalmente envolvem a 

destruição dos mesmos e não permitem acompanhar em tempo real a dinâmica de 

expressão dos genes relacionados à diferenciação em MCI e TE. Novas técnicas como 

CRISPR/Cas9 permitem alteração direcionada da sequência de DNA genômico, assim, a 

introdução direcionada de proteínas fluorescentes repórteres permitiria a visualização em 

tempo real da expressão de genes de interesse nos embriões. Diante disso, nossos 

objetivos foram: testar a influência do soro fetal bovino nas primeiras diferenciações e, 

realizar a inserção dirigida de uma proteína repórter fluorescente na região do gene SOX2 

por recombinação homóloga. Ainda, comparamos a eficiência da inserção gênica com uso 

do sistema CRISPR em diferentes momentos do desenvolvimento embrionário, com 

diferentes horários pós inseminação e com diferentes concentrações de material injetado. 

No primeiro experimento observamos que a retirada do SFB do cultivo embrionário não 

causa alterações na alocação de células na MCI ou TE, quando se alia esta remoção à 

renovação de uma parte do meio de cultivo às 90 horas pós inseminação (hpi). A ausência 

de suplementação de SFB ou de meio de cultivo levou à diminuição das células do TE, 

entretanto não alterou o número de células do PE. No segundo experimento, nenhum 

embrião produzido apresentou fluorescência, portanto todos os blastocistos tiveram seu 

DNA extraído para genotipagem. Foi realizada uma amostragem, e de 34 embriões 

verificados, um apresentou banda correspondente ao local do inserto e também banda 

correspondente ao embrião controle (wild type), sugerindo mosaicismo. Ao final, 

observamos que as melhores probabilidades de inserção gênica nos embriões bovinos 

aconteceram quando a injeção dos componentes do sistema CRISPR foi realizada após 8 

horas de FIV e com maiores concentrações. Em conclusão, pudemos remover o SFB do 



 
 

nosso sistema de produção de embriões e surpreendentemente o SFB não influenciou a 

diferenciação em PE. Ainda, são necessários maiores estudos a fim de se otimizar a 

ferramenta para a obtenção de knock-in em embriões bovinos, principalmente para que se 

obtenha taxas de maior sucesso e redução da probabilidade de ocorrência de mosaicismo 

nestes embriões. 

 

 

Palavras-chave: Edição gênica. CRISPR/Cas9. Recombinação Homóloga. 

Blastocisto 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

LUEDKE, F. E. Insertion of fluorescent reporter gene into SOX2 gene region to 
study cell differentiation in early bovine embryo development. 2021. 87p. Master 
of Science. Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao 
Paulo, São Paulo, 2021. 
 

The separation between inner cell mass (ICM) and trophectoderm (TE) is the first cell 

differentiation event that occurs in the mammalian embryo, followed by differentiation 

into the epiblast MCI (EPI) and primitive endoderm (PE). Failures in these early 

development processes can lead to embryonic and subsequent economic losses. 

The influence of the embryo production system on the first cell differentiation events 

needs to be further elucidated, reflecting in rates that can still be improved in the 

production of in vitro bovine embryos. Fetal bovine serum (FBS), despite its 

deleterious effects on epigenetic factors, is still used in in vitro production systems 

and may influence this differentiation. Furthermore, the techniques for studying 

embryos usually involve their destruction and do not allow real-time monitoring of the 

expression dynamics of genes related to differentiation in ICM and TE. New 

techniques such as CRISPR/Cas9 allow targeted alteration of genomic DNA 

sequence, thus targeted introduction of fluorescent reporter proteins would allow 

real-time visualization of the expression of genes of interest in embryos. Therefore, 

our objectives were: to test the influence of fetal bovine serum in the first 

differentiations and to carry out the targeted insertion of a fluorescent reporter protein 

in the region of the SOX2 gene by homologous recombination. Furthermore, we 

compared the efficiency of gene insertion using the CRISPR system at different 

moments of embryonic development, with different times after insemination and with 

different concentrations of injected material. In the first experiment, we observed that 

FBS removal from the embryonic culture does not cause changes in cell allocation in 

the ICM or TE, when this removal is combined with the renewal of a part of the 

culture medium at 90 hours after insemination (hpi). The absence of FBS or culture 

medium supplementation led to a decrease in TE cells, however it did not change the 

number of PE cells. In the second experiment, no embryo showed a fluorescent 

signal, so all blastocysts had their DNA extracted for genotyping. We sampled 34 

embryos and one presented a band corresponding to the insertion site and also a 

band corresponding to the control embryo (wild type), suggesting mosaicism. We 



 
 

observed that best chances of gene insertion occurred when the injection of 

components of the CRISPR system was performed after 8 hours of IVF and with 

higher concentrations. In conclusion, we were able to remove SFB from our embryo 

production system and surprisingly SFB did not influence differentiation into PE. Still, 

further studies are needed in order to optimize the tool for obtaining knock-in in 

bovine embryos, mainly to obtain higher success rates and reduce the probability of 

occurrence of mosaicism in these embryos. 

 

 

Keywords: Gene editing. CRISPR/Cas9. Homologous Recombination. Blastocyst 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS  

 

Figura 1 -  Embriões bovinos produzidos in vitro, colhidos às 186 hpi e submetidos à 

imunofluorescência com anticorpo primário anti-CDX2 nos diferentes grupos (A) 

Embriões bovinos produzidos in vitro, colhidos às 210 hpi e submetidos à técnica de 

imunofluorescência com anticorpo anti-SOX17 (B)  .............................................. 37 

 

Figura 2 - Modelo hipotético gráfico representando a introdução dirigida da proteína 

mCherry na região 3' do gene SOX2 em embriões bovinos. ................................. 43 

 

Figura 3 - Amplificação de fragmento correspondente a 225 pb nas amostras gRNA1 

e 226 pb nas amostras de gRNA2...........................................................................48 

 

Figura 4 - Representação gráfica do plasmídeo construído 

pX330_Cas9_gRNA1_SOX2...................................................................................49 

 

Figura 5 - Eletroforese realizada com os produtos da Digestão dos plasmídeos 

“pBS_mCherry_SOX2_3’ em quatro amostras diferentes ................................ .....51 

 

Figura 6 - Digestão enzimática demonstrando a liberação dos fragmentos 

correspondentes ao fragmento 5’ (780 pb) do gene SOX2 e do plasmídeo 

juntamente com o fragmento 3’ do gene SOX2 (4890pb) 

.................................................................................................................................52 

 

Figura 7 - Representação gráfica do plasmídeo construído, com a sequência do 

gene SOX2..............................................................................................................52 

 

Figura 8 - Eletroforese da detecção de mutação em células lipofectadas. ........... 54 

 

Figura 9 - Representação gráfica da sequência da região do gene SOX2 em 

bovinos....................................................................................................................60 

 

Figura 10 - Representação gráfica do produto de PCR da sequência wild-type                 

................................................................................................................................61 



 
 

 

 

Figura 11 - Representação gráfica do produto de PCR da sequência esperada com 

inserção de mCherry........ ..................................................................................... 62 

 

Figura 12 - Embriões produzidos in vitro e distribuídos em grupos controle e 

injetado...................................... ............................................................................ 65 

 

Figura 13 - Embriões produzidos in vitro com FIV de 08 ou 16 horas, com diferentes 

concentrações de material injetado e submetidos à eletroforese ..........................69 

 

Figura 14 - Embrião produzido in vitro e submetido à imunofluorescência com 

anticorpo primário goat anti-SOX17 (A). Embrião submetido à imunofluorescência 

com anticorpo primário rabbit anti-CDX2 em concentração 1:50 (B). ................ ...70 

 

Figura 15 - Imagem de microscopia de epifluorescência demonstrando célula com 

possível inserção de mCherry.............. .................................................................71 

 

 

 

 



 
 

 LISTA DE TABELAS  

 

Tabela 1 - Contagem de células positivas para CDX2 (TE), células negativas para 

CDX2 (MCI) e células totais após imunocoloração de blastocistos de 186hpi ...... 36 

 

Tabela 2 - Contagem de células positivas para SOX17 e células totais após 

imunomarcação de blastocistos de 210hpi ........................................................... 37 

 

Tabela 3 - Diferentes concentrações de material injetado e diferentes horários de 

microinjeção .......................................................................................................... 58 

 

Tabela 4 - Descrição das concentrações de material transfectado nas células-

tronco embrionárias bovinas (bESC)  .................................................................... 64 

 

Tabela 5 - Média das taxas de Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento com 

75ng/µl de mRNA para Cas9-mas, 50ng/µl de gRNA e 20ng/µl de sequência 

doadora microinjetada por embrião, obtidas nas replicatas 1, 2 e 3 ..................... 66 

 

Tabela 6 - Média das taxas de Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento com 

75ng/µl de mRNA para Cas9-mas, 50ng/µl de gRNA e 50ng/µl de sequência 

doadora microinjetados por embrião, obtidas nas replicatas 4 e 6 (16hpi) e 5 e 7 

(8hpi)......................................................................................................................67 

 

Tabela 7 - Média das taxas de Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento com 

75ng/µl de mRNA para Cas9-mas, 50ng/µl de gRNA e 100ng/µl de sequência 

doadora microinjetada por embrião, obtidas nas replicatas 8, 9 e 10 (8hpi) e 11 

(16hpi)         ........................................................................................................... 68 

 

Tabela 8 - Média das taxas de Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento com 

100ng/µl de mRNA para Cas9-mas, 100ng/µl de gRNA e 100ng/µl de sequência 

doadora microinjetada por embrião, obtidas nas replicatas 12, 13 e 14 (8hpi) e 15 e 

16 (16hpi)     .......................................................................................................... 68 



 
 

LISTA DE GRÁFICOS  

 

Gráfico 1 - Taxas de produção de blastocistos (blastocisto/estruturas totais) 

produzidos in vitro dos três diferentes grupos avaliados às 210 hpi (A). Taxa de 

desenvolvimento (blastocisto/clivados) avaliada entre os três diferentes grupos às 

210 hpi (B).................................................................................................................35 

 

Gráfico 2 - Avaliação de características relacionadas ao metabolismo energético..36 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 
 

µg - micrograma 

µl – microlitro 

µM – micro Molar 

µm - micrômetro 

ANOVA – Análise de Variância 

ApE – A Plasmid Editor, software 

APOBEC3 - Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 3 

ATP – Adenina Trifosfato 

bESC – Célula-Tronco Embrionária Bovina 

BSA – Albumina Sérica Bovina 

CaCl2 – Cloreto de Cálcio 

Cas9 – Enzima de corte associada ao sistema CRISPR para edição gênica 

Cas9-mSA – Enzima Cas9 conjugada com estreptavidina 

CDX2 -  Caudal type homeobox 2 

CEUA – Conselho de ética de uso de animais 

CIV – Cultivo in vitro 

CO2 – Dióxido de Carbono 

CRISPR - Repetições palindrômicas curtas agrupadas e regularmente 

interespaçadas  

D7 – Sétimo dia de cultivo embrionário 

D8 – Oitavo dia de cultivo embrionário 

DMEM – Dulbecco's modified eagle media 

DNA – Ácído Desoxiribonucleico 

DNTP - Desoxirribonucleotídeo Fosfatado 

EDTA – Ácido etilenodiamino tetra-acético 

EPI – Epiblasto 

ERK –  Extracellular Signal-Regulated Kinase 

FAD+ - Flavina Adenina Dinucleotídeo 

FGF4 – Fator de crescimento de fbroblasto 4 

FIV – Fertilização in vitro 

FSH – Hormônio folículo-estimulante 



 
 

FWD – Forward 

gRNA1 e gRNA2 – RNAs guia de regiões alvo do gene SOX2 

HCG – Gonadotrofina coriônica humana 

HF – Alta Fidelidade, do inglês high fidelity 

HH – Hamster Embryo Culture Media-HEPES 

Hpi – Horas pós-inseminação 

HR – Recombinação Homóloga 

IETS – Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões 

Knock – out – Deleção gênica 

Knock-in – Inserção gênica 

KSOM – potassium simplex optimized medium 

LB – Meio Luria Bertani 

LiCi – Cloreto de Lítio 

MCI – Massa celular interna 

MIV – Maturação in vitro 

mL - Mililitro 

mM – Mili Molar 

mTOR – Alvo mecanístico da Rapamicina 

NADH – Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo 

NHEJ – Junção de Extremidades não-Homólogas 

nm – nanômetro 

O2 – Oxigênio 

ºC – Grau Celsius 

Pb – Pares de bases 

PBS – Solução Salina Tamponada Fosfatada 

PCR - Reação em cadeia da polimerase 

PE – Endoderma primitivo, do inglês primitive endoderm 

PIB – Produto Interno Bruto 

PIV – Produção  in vitro 

PIVE – Produção in vitro de embriões 

POU5F1 (OCT4) – POU Class 5 Homeobox 1  

PVP – Polivinilpirrolidona 

Px330-Cas9 – Plasmídeo Px330 associado à Cas9 

REV – Reverse 



 
 

RNA – Ácido Ribonucleico 

RNAm – Ácido Ribonucleico mensageiro 

RS -1 - (3-N-benzilsulfamoil) – 4 - 97 bromo – N – (4 – bromofenil) benzamida) 

SDS – sodium dodecyl sulfate 

SFB – Soro Fetal Bovino 

SOF – Fluido de Oviduto Sintético, do inglês synthetic oviduct fluid 

SOX17 – SRY-box transcription factor 17 

SOX2 –  SRY-box transcription factor 2 

SP6 – promotor procariótico SP6 

Taq – Thermus aquaticus 

TE – Trofectoderma 

TN – Transferência de Núcleo 

TRIS – tris hidroximetil aminometano 

UI – Unidade Internacional  

 

Nomenclaturas para Bovinos e Humanos:  

 Gene – Maiúsculo e itálico  

 Proteína – Maiúsculo 

 

Nomenclaturas para camundongos:  

 Gene – Minúsculo e itálico  

 Proteína - Maiúsculo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO  ...................................................................................... 25 

2 CAPÍTULO I – Efeitos da remoção de Soro Fetal Bovino na alocação 

de células de embriões bovinos produzidos in vitro  ....................... 27 

2.1 Introdução  .............................................................................................. 28 

2.2 Material e Métodos ................................................................................. 30 

2.2.1 Declaração ética  .................................................................................... 30 

2.2.2 Delineamento Experimental ................................................................... 30 

2.2.3 Maturação e Fertilização in vitro ............................................................. 31 

2.2.4 Cultivo in vitro ......................................................................................... 32 

2.2.5       Tratamentos visando a remoção de Soro Fetal Bovino..........................32 

2.2.6       Análises de características metabólicas dos embriões .........................  33 

2.2.7 Imunofluorescência e Contagem de células ........................................... 33 

2.2.8 Análise estatística ................................................................................... 34 

2.3 Resultados  ............................................................................................. 34 

2.3.1 Análise das taxas de formção de blastocisto e desenvolvimento ........... 34 

2.3.2 Análise da atividade metabólica ............................................................  35 

2.3.3 Contagem diferencial de células  ............................................................ 36 

2.4 Discussão ............................................................................................... 38 

2.5 Conclusão............................................................................................... 40 

3 CAPÍTULO II – Inserção de gene repórter fluorescente em região 

gênica de SOX2 .................................................................................... 41 

3.1 Introdução  .............................................................................................. 41 

3.2 Hipótese  ................................................................................................ 43 

3.3 Objetivos ...............................................................................................  44 

3.4 Material e Métodos  ................................................................................ 44 

3.4.1 Local do Experimento  ............................................................................ 44 

3.4.2 Delineamento experimental  ................................................................... 44 

3.4.3       Construção do RNA guia para SOX2 .....................................................45 

3.4.4       Digestão enzimática de plasmídeo ........................................................  46 

3.4.5 Reação de Anelamento .......................................................................... 46 

3.4.6 Reação de Fosforilação .......................................................................... 46 



 
 

3.4.7 Reação de Ligação  ................................................................................ 47 

3.4.8 Transformação de Bactérias Competentes  ........................................... 47 

3.4.9 Construção de Sequência para Recombinação Homóloga ...................  49 

3.4.10     Lipofecção de plasmídeo em fibroblasto.................................................53 

3.4.11 Detecção da mutação ............................................................................. 53 

3.4.12 Amplificação do Vetor com Biotina ........ Erro! Indicador não definido.55 

3.4.13 Transcrição do RNA guia para o gene SOX2 ......................................... 55 

3.4.14 Preparação da enzima Cas9 conjugada com estreptavidina  ................. 56 

3.4.15 Microinjeções Embrionárias.................................................................... 57 

3.4.16 Microscopia de Epifluorescência e Confocal .........................................  58 

3.4.17 Extração de DNA  ................................................................................... 59 

3.4.18 Genotipagem  ......................................................................................... 59 

3.4.19 Imunofluorescência ................................................................................ 62 

3.4.20     Transfecção de DNA em Células-Tronco Embrionárias..........................63 

3.5 RESULTADOS  ...................................................................................... 65 

3.5.1 Microinjeção embrionária com 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl 

de gRNA e 20ng/µl de sequência doadora  ............................................ 65  

3.5.2 Microinjeção embrionária com 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl 

de gRNA e 50ng/µl de sequência doadora ............................................. 66 

3.5.3 Microinjeção embrionária com 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl 

de gRNA e 100ng/µl de sequência doadora............................................67 

3.5.4 Microinjeção embrionária com 100ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 

100ng/µl de gRNA e 100ng/µl de sequência doadora.............................68 

3.5.5 Genotipagem  ......................................................................................... 69 

3.5.6 Imunofluorescência  ............................................................................... 70 

3.5.7 Transfecção de DNA em Células-Tronco Embrionárias ......................... 71 

3.6 DISCUSSÃO  ......................................................................................... 71 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  .................................................................. 76 

5 REFERÊNCIAS  ..................................................................................... 77 

 ANEXOS  ............................................................................................... 84 

 

 

 

 



25 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 A pecuária brasileira tem evoluído de forma constante, demonstrando o 

importante papel do país na produção de alimentos. Por isso, pesquisadores têm 

buscado desenvolver e aprimorar tecnologias relacionadas à produção e reprodução 

animal, visando alavancar de forma sólida este segmento que gera renda, divisas e 

riquezas ao país. O setor agropecuário representou 26,6% do PIB brasileiro em 

2020, ano marcado pela grave pandemia que assolou o mundo, demonstrando a 

estabilidade desta cadeia (Cepea, 2021).  

 Grande parte destes avanços são fruto da difusão das diferentes biotécnicas 

da reprodução que contribuem em grande parte para o desenvolvimento da cadeia 

pecuária nacional. O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de 

embriões in vitro do mundo, pelo domínio da técnica e também pela qualidade 

genética do seu rebanho (da Silva, 2015). Segundo Viana (2021), é o segundo país 

que mais transfere embriões produzidos in vitro (PIV) no mundo, com mais de 

300.000 transferências realizadas no ano de 2019. No entanto, ainda assim, a taxa 

de prenhez de embriões PIVE é reportada como menos eficiente que a taxa de 

embriões colhidos in vivo, (de Sousa et al., 2017; Pontes et al., 2009). 

 Um dos aspectos que pode influenciar esses resultados discrepantes é a 

alocação das células nos diferentes tipos celulares do embrião: células da massa 

interna celular (MCI), que em sua maioria se tornam o indivíduo, e células do 

trofectoderma (TE), que se tornam a placenta (Cockburn e Rossant, 2010). Sabe-se 

que embriões produzidos in vitro por diferentes técnicas tem diferentes números de 

células da MCI, TE e inclusive células totais (Koo et al. 2002, Ushijima et al. 2008). 

Isto sugere influência do sistema de produção na diferenciação celular embrionária. 

 Novas ferramentas como a edição gênica permitem o estudo de mecanismos 

biológicos relacionados a sequências genéticas específicas, e podem ser 

empregadas visando o incremento dos índices zootécnicos e o melhoramento 

genético de rebanhos (Filho et al., 2002). Foi neste cenário que, nos últimos anos, o 

sistema CRISPR/Cas9 surgiu como uma importante ferramenta de edição gênica 

(Cong et al., 2013) e conforme os estudos a respeito do uso e do aprimoramento da 
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técnica vão sendo realizados, mais aplicações vão surgindo, trazendo novos 

conceitos e possibilidades para o melhoramento genético animal (Costa et al., 2021). 

 No entanto, em sua maioria os estudos que abordam as modificações no 

genoma ficam restritos ao modelo murino, deixando a pesquisa da produção 

agropecuária desprovida de modelos de deleção genética do tipo knock-out ou de 

inserção genética do tipo knock-in para o estudo aprofundado de diferentes 

processos envolvidos na produção animal (Lamas-Toranzo et al., 2018). Além disso, 

sabe-se que o modelo bovino possui semelhança com a espécie humana e isso 

reforça a ideia de que o embrião bovino possa ser um excelente modelo para o 

desenvolvimento humano inicial (Berg et al. 2011). 

 Neste contexto, a utilização de modelos knock-in permitiria compreensão dos 

aspectos básicos da formação do embrião bovino e poderia inclusive prover 

informações para a melhoria dos sistemas de produção de embriões in vitro (PIVE), 

como entender a primeira diferenciação celular entre a MCI e o TE. Ainda, modelos 

knock-in poderiam ser uma boa alternativa para a limitação da avaliação da 

dinâmica da diferenciação celular, que ainda necessita da inviabilização dos 

embriões para análises de expressão gênica ou detecção de proteínas por 

imunofluorescência. 

 Sendo assim, esta dissertação teve como objetivo geral aprimorar técnicas 

para o estudo da diferenciação celular em embriões bovinos produzidos in vitro. 

Como objetivos específicos, buscamos testar a influência da adição de soro fetal 

bovino no meio de cultivo embrionário na alocação das células da MCI e do TE, 

além da criação de um modelo knock-in em embrião bovino através da combinação 

da maquinaria do sistema CRISPR/Cas9 com o mecanismo de reparo de DNA 

através de recombinação homóloga (HR). 
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2. Capítulo I – Efeitos da remoção de soro fetal bovino na alocação de células 

de embriões bovinos produzidos in vitro 

 

Felipe Eduardo Luedke, Caroline Pereira da Costa, Camilla Mota Mendes, Thais 

Rose dos Santos Hamilton, Marcella Pecora Milazzotto, Mayra E. O. A. Assumpção, 

Marcelo Demarchi Goissis 

 

Departamento de Reprodução Animal, Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo - SP; Centro de Ciências Naturais 

e Humanas, Universidade Federal do ABC, Santo André -SP 

 

Resumo 

A suplementação de meios de cultivo embrionários com soro fetal bovino (SFB) 

torna esses meios indefinidos. Isso pode mascarar resultados de estudos de 

diferenciação celular que são influenciados pelo metabolismo de glicose, assim 

como por fatores de crescimento presentes no SFB. Neste estudo a hipótese testada 

foi que a remoção do SFB durante o cultivo in vitro (CIV) não reduz as taxas de 

desenvolvimento, porém altera a diferenciação celular no desenvolvimento 

embrionário inicial bovino. Foram produzidos embriões bovinos in vitro e distribuídos, 

90 horas pós-inseminação (90hpi), aleatoriamente nos seguintes grupos: grupo 

KSOM-SFB, no qual foram suplementados com 5% (v/v) de SFB (ThermoFisher), 

Grupo KSOM-33, renovação de 33% do volume de meio, e grupo KSOM-Zero, no 

qual não houve suplementação com SFB e nem renovação do meio de cultivo. Os 

resultados evidenciaram que a taxa de blastocisto (blastocisto/oócitos) às 210hpi do 

grupo KSOM-SFB (33.61 ± 2,85%) foi maior (p=0.02) que do grupo KSOM-Zero 

(21.57 ± 2.85%), no entanto não foi diferente do grupo KSOM-33. Não houve 

mudanças significativas nos aspectos relacionados ao metabolismo, como 

intensidades de fluorescência de CellROX Green e MitoTracker Red ou NADH e 

FAD +. A análise de imunofluorescência de CDX2 revelou que a ausência de 

qualquer suplementação reduziu o número de células do trofectoderma (TE) e de 

células totais. A análise de imunofluorescência de SOX17 não revelou quaisquer 

diferenças no número de células do endoderma primitivo. Assim, conclui-se que a 

ausência de SFB reduziu as taxas de blastocisto, porém isso não foi observado 
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quando houve uma renovação do volume de 33% do meio em 90hpi. Conclui-se 

também que a remoção de SFB alterou a alocação de células TE durante o 

desenvolvimento inicial do embrião bovino, embora não tenha influenciado o número 

de células PE. 

 

2.1. Introdução 

 

 Dados recentes apresentados pelo IETS revelam que mais de 700 000 

embriões produzidos in vitro (PIV) foram transferidos em todo o mundo anualmente. 

A combinação de PIV com seleção genômica e sêmen sexado tem se mostrado 

bem-sucedida no campo comercial em diversos países, ajudando profissionais e 

produtores de gado a melhorar o desempenho reprodutivo, a eficiência e o ganho 

genético de seus rebanhos (Ferré et al., 2020). 

 No entanto, apenas entre 40 e 50% dos oócitos maturados e fertilizados in 

vitro atingem o estágio de blastocisto (Rizos et al., 2002) e a taxa de prenhez pode 

ser menor do que a de embriões produzidos in vivo (de Sousa et al., 2017). A 

suplementação com Soro Bovino Fetal (SFB) é eficaz na manutenção e 

desenvolvimento de embriões bovinos (Gordon, 2003; Saeki et al., 1991). No 

entanto, está relacionado a efeitos embrionários deletérios (Farin et al., 2004), como 

alterações na compactação e blastulação, aumento da incidência de natimortos e 

mortalidade após o nascimento (Abe et al., 1999), aumento da incidência de 

síndrome do bezerro gigante (Farin et al., 2004; Jacobsen et al., 2000; van 

Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000), baixa repetibilidade devido às variações entre 

os lotes (Stringfellow et al., 2004) e menores taxas de recuperação de embriões 

criopreservados após o descongelamento (Gómez et al., 2008). 

 O Cultivo in vitro de zigotos sem a adição de SFB resultou em embriões de 

desenvolvimento mais lento, que por sua vez apresentaram mórulas de qualidade 

superior e os bezerros tiveram peso ao nascer significativamente menor e um 

processo de parto significativamente mais fácil em comparação com bezerros 

derivados de PIV com a adição de SFB (van Wagtendonk de Leeuw et al., 2000). 

 Esses estudos levaram à busca de alternativas para substituir o SFB por 

compostos que não interferissem negativamente na qualidade embrionária 

(Mesalam et al., 2017). Sabe-se que diferentes meios de cultivo influenciam no 

metabolismo e produção de blastocistos (Krisher et al., 1999) e que o SFB possui 
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glicose, que é um fator limitante de crescimento quando em baixa concentração, que 

já é adicionado ao meio de cultivo de diferentes espécies de mamíferos (Barnett e 

Bavister, 1996). 

 Nos estágios iniciais de desenvolvimento, o consumo e o metabolismo da 

glicose são baixos, embora alguma glicose seja necessária para fins de sinalização 

intracelular (Martin e Leese, 1995), mas esse consumo aumenta nos estágios de 

mórula e blastocisto (Thompson, 2000). Após a formação de blastocele, o embrião 

muda de uma célula relativamente inativa metabolicamente na ovulação, para um 

tecido de metabolização rápida na implantação (Leese, 2012). 

 Duas linhagens celulares distintas constituem o blastocisto, em que cerca de 

dois terços das células constituem o trofectoderma (TE) e o restante compreende a 

massa celular interna (MCI). A MCI é responsável por dar origem ao próprio 

embrião, enquanto as células TE darão origem a linhagens extraembrionárias, 

incluindo a placenta (Frankenberg et al., 2016). Foi demonstrado que a redução do 

número de células TE pode levar à placentação insuficiente e, consequentemente, a 

perdas embrionárias (Koo et al., 2002). 

 Em blastocistos murinos, as células TE são identificadas como mais ativas 

metabolicamente do que as da MCI no que se refere ao consumo de oxigênio, 

produção de lactato e ATP (Houghton, 2006). No entanto em bovinos há um 

contraste, as células isoladas de TE consumiram níveis mais elevados de piruvato e 

produziram lactato, enquanto as células isoladas da MCI consumiram mais glicose 

(Gopichandran e Leese, 2003). Recentemente, foi demonstrado que a glicose 

desempenha um papel decisivo na especificação do trofectoderma em embriões 

murinos por meio da ativação de Cdx2, contribuindo para a diferenciação durante a 

transição de mórula para blastocisto (Chi et al., 2020). Além disso, sabe-se que o 

fator de crescimento de fibroblasto 4 (FGF4) é o sinal de especificação principal 

durante a segunda diferenciação celular entre o endoderma primitivo (PE) e o 

epiblasto (EPI) no blastocisto murino (Frankenberg et al., 2011; Kang et al., 2013; 

Néstor Saiz et al., 2016; Yamanaka et al., 2010). Como o SFB não é um suplemento 

definido, pode conter fatores de crescimento como o FGF4, atuando na 

diferenciação do PE. 

 Assim, SFB poderia causar distorções e resultados de viés em estudos sobre 

diferenciação celular precoce. Para verificar os impactos do SFB na diferenciação 

celular durante o desenvolvimento de embriões bovinos, hipotetizamos que a 
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suplementação com SFB durante o cultivo in vitro interfere na diferenciação celular 

no desenvolvimento inicial do embrião bovino, aumentando o número de células TE 

e PE. Portanto, o objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito do soro fetal 

bovino no desenvolvimento embrionário in vitro, nos aspectos metabólicos que 

podem influenciar na diferenciação celular e no número de células de blastocistos 

bovinos, utilizando marcadores específicos de linhagens celulares. 

 

2.2. Material e métodos 

 

2.2.1. Declaração ética 

 

  Este estudo foi aprovado pelo Conselho de Ética para Uso de Animais da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, sob o 

protocolo nº 7375181217. 

 

2.2.2. Delineamento experimental 

 

 Embriões bovinos produzidos in vitro foram distribuídos aleatoriamente em 

três grupos durante o cultivo in vitro (CIV) para verificar os efeitos da remoção do 

soro fetal bovino. Todos os grupos foram cultivados em meio KSOM suplementado 

com 3 mg/ml de albumina sérica bovino (BSA) até 90 horas pós-inseminação 

(90hpi). Neste momento, o primeiro grupo (denominado KSOM-SFB) foi 

suplementado com 5% (v/v) de SFB a 90hpi, o segundo grupo (denominado KSOM-

33) não foi suplementado com SFB, mas teve 33% do volume do meio removido e 

renovado. E no terceiro grupo experimental (denominado KSOM-Zero) não houve 

suplementação com SFB ou renovação do meio de cultivo. As taxas de blastocisto 

(blastocistos/oócitos totais) e o desenvolvimento embrionário (blastocistos/número 

de estruturas clivadas) foram avaliadas ao final do CIV (210hpi) em 8 repetições. Em 

duas repetições, alguns embriões foram coletados a 186hpi para análise da 

diferenciação de TE. Os embriões foram corados com CellROX (ThermoFisher) ou 

MitoTracker Red (ThermoFisher) ou submetidos à medição de NADH e FAD + (n = 8 

embriões por grupo). Além disso, os embriões foram fixados para realizar 

imunofluorescência de proteínas relacionadas à diferenciação embrionária inicial 

como CDX2, um marcador de células trofectoderma (n = 13, 10 e 8 embriões de 
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186hpi para os grupos KSOM-SFB, KSOM33 e KSOM-Zero, respectivamente) e 

SOX17, um marcador de células do PE (n = 9, 12 e 15 embriões de 210hpi para os 

grupos KSOM-SFB, KSOM33 e KSOM-Zero, respectivamente). 

 

2.2.3. Maturação e fertilização in vitro 

 

 Os complexos cumulus-oophorus foram obtidos por aspiração folicular de 

ovários oriundos de abatedouro comercial. Oócitos grau I foram selecionados com 

base no número de células circundantes e homogeneidade citoplasmática. As 

estruturas foram lavadas em meio HECM-Hepes (HH) (Bavister et al., 1983) e a 

maturação foi realizada em meio MIV composto por meio 199 (Gibco, Thermo-

Fisher, Waltham, MA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, 

Gibco), 22 μg/ml de piruvato de sódio, 50 μg/ml de gentamicina, 0,5 μg/ml de FSH 

Folltropin-V (Vetrepharm, Inc. Belleville, ON, Canadá), 50 μg/ml de hCG (Vetecor 

Laboratories, Callier, Espanha) e 1 μg/ml de estradiol. Os oócitos foram colocados 

em gotas de 90 μl de meio MIV que foram mantidas em óleo mineral filtrado por 22 

horas a 38,5° C, em 5% de CO2 e alta umidade. Após a maturação, os oócitos foram 

lavados em HH e transferidos para gotas de 90 μl de meio FIV (Fert-TALP - 

PARRISH et al., 1988) contendo 20 μg/ml de heparina sob óleo. A fertilização 

ocorreu com espermatozoides descongelados por 30 segundos a 37ºC e separados 

em um gradiente de Percoll 90/45% (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino 

Unido), diluído em meio FIV, após centrifugação a 6600 x g por 5 minutos. O 

sedimento de espermatozoides formado no fundo do tubo foi então lavado em meio 

FIV por centrifugação a 1100 x g 3 min. Antes da inseminação, a motilidade foi 

avaliada por microscopia óptica e a concentração de espermatozoides em 

hematocitômetro. A concentração foi ajustada para a obtenção de uma concentração 

final de 1x106 espermatozoides por ml nas gotículas de FIV. As gotas foram 

inseminadas e os gametas co-incubados por 18 horas a 38,5°C, em 5% de CO2 e 

alta umidade. Foram utilizadas palhetas de sêmen do mesmo touro e mesmo lote 

durante todo o experimento. 
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2.2.4. Cultivo in vitro 

   

 Após 18 horas de FIV, os presumíveis zigotos foram removidos da placa de 

FIV, lavados em meio HH, agitados em vórtex por três minutos para remover o 

excesso de células do cumulus e distribuídos aleatoriamente em grupos de 20 em 

gotas de 90 μl de meio de cultivo. O meio de cultivo utilizado foi KSOM (Behringer et 

al., 2003) suplementado com 3mg/ml de albumina sérica bovina (BSA), 1% (v/v) de 

aminoácidos essenciais, 2% (v/v) de aminoácidos não essenciais e 1μl de 

gentamicina. Os embriões foram cultivados em incubadora a 38,5° C, com 5% de 

CO2, 5% de O2 e alta umidade. 

 

2.2.5. Tratamentos visando a remoção de SFB 

 

 Os embriões foram alocados nos diferentes grupos experimentais 90 horas 

após a inseminação (90hpi), o grupo KSOM-SFB foi então suplementado com 5% 

(v/v) de soro fetal bovino (ThermoFisher). No grupo KSOM-33, 33% do o volume do 

meio foi removido e, em seguida, este volume foi substituído por meio fresco e o 

grupo KSOM-Zero permaneceu sem manipulação durante todo o cultivo. Os 

embriões foram coletados em 186hpi para a coloração das células do 

trofectodermas ou 210hpi para todas as outras análises, incluindo taxas de 

blastocisto (blastocistos/oócitos totais) e desenvolvimento embrionário (blastocistos 

/número de estruturas clivadas). 

 

2.2.6. Análises de características metabólicas dos embriões 

 

 Às 210hpi os embriões foram colhidos para avaliação do estresse oxidativo 

intracelular usando a sonda fluorescente CellRox (Thermo Fisher) e o potencial de 

membrana mitocondrial foi observado usando MitoTracker Red (Thermo Fisher). Os 

blastocistos foram corados com 2,5 mM CellROX Green (ThermoFisher) e 1 mM 

MitoTracker Red (ThermoFisher) por 30 minutos em meio KSOM em incubadora a 

38,5ºC, 5% CO2, 5% O2 e alta umidade (n = 8 blastocistos por grupo). Os 

blastocistos foram então fixados em paraformaldeído 4% por 20 minutos e 

visualizados em microscópio de epifluorescência. 
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 A atividade dos agentes oxidantes NADH (Nicotinamida Adenina 

Dinucleotídeo) e FAD+ (Flavina Adenina Dinucleotídeo) foi medida (n = 8 embriões 

por grupo) em um microscópio de epifluorescência por excitação com 360 nm e 488 

nm, respectivamente (Dumollard et al., 2007). As imagens foram obtidas com o 

software CellSens Dimension (Olympus Corporation, Tóquio, Japão) usando a 

função Z-stack, obtendo imagens a cada 10µm. A intensidade da fluorescência foi 

medida usando o software Image J (NIH) em imagens com projeção de intensidade 

máxima gerada pelo CellSens Dimension. A intensidade da fluorescência foi 

corrigida por uma abordagem de duas etapas em que subtraímos a média de dois 

valores de fundo e ajustamos o decaimento da fluorescência ao longo do eixo Z, 

conforme descrito anteriormente (Nestor Saiz et al., 2016). 

 

2.2.7. Imunofluorescência e contagem de células 

 

 Protocolos de imunofluorescência foram realizados em embriões dos 

diferentes grupos, a fim de verificar se a remoção de SFB alterou a alocação celular 

relacionada à diferenciação celular precoce. Os embriões tiveram sua zona pelúcida 

removida por incubação por 2 minutos em 0,5% de protease em PBS (p/v) e foram 

fixados com paraformaldeído 4% por 20 minutos em temperatura ambiente, seguido 

por três lavagens em solução salina tamponada com fosfato com 1 mg/ml de 

polivinilpirrolidona (PBS-PVP) e armazenado a 4°C até o momento do uso. 

 Os embriões foram permeabilizados usando solução de 0,5% Triton X-100 em 

PBS-PVP por 15 min e então colocados por uma hora em temperatura ambiente em 

solução de bloqueio contendo 0,1% Triton X-100, 1% de albumina sérica bovina 

(BSA) e 10% soro fetal de jumento em PBS-PVP. A incubação com o anticorpo 

primário ocorreu sob agitação suave a 4ºC por 16h. Os anticorpos primários usados 

foram anti-Cdx2 de coelho (1:50, ab88129, Abcam, Cambridge, MA, EUA) e anti-

SOX17 de cabra (1: 100, AF1924, Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA) diluído em 

uma solução de 0,1% Triton X-100 e 1% BSA em PBS/ PVP. Os embriões foram 

então lavados três vezes por 15 minutos em uma solução de lavagem contendo 

0,1% de Triton X-100 em PBS-PVP e incubados por 1 hora em temperatura 

ambiente no escuro com anticorpo secundário donkey anti-rabbit NL493 (1:100, 

NL006, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) ou NL557 donkey anti-goat (1:100, 

NL001, R&D Systems) diluído em uma solução de 0,1% Triton X-100 e 1% BSA em 
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PBS/PVP. Após esta incubação com o anticorpo secundário, os embriões foram 

lavados em solução de lavagem três vezes por 15 minutos em um ambiente escuro, 

incubados com Hoescht 33342 por 10 minutos e montados em lâminas. Os embriões 

foram então analisados com um microscópio de fluorescência e as imagens foram 

obtidas com o software CellSens Dimension (Olympus Corporation, Tóquio, Japão). 

Usando o mesmo software, células do trofectoderma, marcadas com anticorpo anti-

CDX2, ou células PE, marcadas com anticorpo anti-SOX17, e células embrionárias 

totais marcadas com Hoescht, foram contadas. 

 

2.2.8. Análise Estatística 

 

 Os dados foram analisados por ANOVA, considerando a replicata como uma 

variável aleatória, tratamento como variável independente e taxas, intensidade de 

fluorescência e número de células como variáveis dependentes usando PROC GLM 

do SAS 9.4. A normalidade dos dados e a homogeneidade das variâncias foram 

testadas usando PROC UNIVARIATE e Guided Data Analysis do SAS. Os dados 

foram transformados quando necessário e transformados de volta para 

apresentação. A comparação das médias foi realizada pelo teste de Tukey. O nível 

de significância foi estabelecido em 0,05. 

 

2.3. Resultados 

 

2.3.1. Análise das Taxas de formação de Blastocisto e Desenvolvimento 

 

 Entre os três grupos, o grupo KSOM-SFB (33,61 ± 2,85%) apresentou a maior 

taxa de formação de blastocisto (n = 8 repetições), mas não diferiu estatisticamente 

(P = 0.85) do grupo KSOM-33 (31,48 ± 2,85%). Os resultados mostraram que a taxa 

de blastocisto no grupo KSOM-SFB foi maior (p= 0.02) do que no grupo KSOM-Zero 

(21,57 ± 2,85%), a qual não diferiu estatisticamente (p= 0.06) do grupo KSOM-33 

(Gráfico1A). 
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Gráfico 1. A. Taxas de produção de blastocistos (blastocisto/estruturas totais) produzidos in vitro dos 

três diferentes grupos avaliados às 210 hpi. B. Taxa de desenvolvimento (blastocisto/clivados) 

avaliada entre os três diferentes grupos às 210 hpi. 

 

 A taxa de desenvolvimento (n = 8 repetições) não foi diferente quando os 

grupos KSOM-SFB (40,79 ± 3,94%, p= 0.07) ou KSOM-33 (39,93 ± 3,94%, p= 0.09) 

foram comparados ao grupo KSOM-Zero (27,45 ± 3,94 %). Da mesma forma, não 

houve diferença estatística significativa entre o grupo KSOM-SFB e o grupo KSOM-

33 (P = 0,98, Gráfico 1B). 

 

2.3.2. Análise da atividade metabólica 

 

 Não houve diferença significativa na produção de espécies reativas de 

oxigênio EROs e também não houve diferença estatística em relação à atividade 

mitocondrial dos embriões analisados dos diferentes grupos (n = 8 embriões por 

grupo), conforme verificado com as intensidades de fluorescência de CellROX Green 

e MitoTracker Red, respectivamente (Gráfico 2A). 

 Os resultados também não mostraram diferenças estatísticas na produção de 

energia celular nos 3 diferentes grupos (n = 8 embriões por grupo), demonstrado 

pela ausência de diferença estatística da autofluorescência para NADH e FAD+ nos 

grupos testados (Gráfico 2B). 
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Gráfico 2. Avaliação de características relacionadas ao metabolismo energético A. Avaliação do 

estresse oxidativo com CellROX Green e do potencial de membrana mitocondrial com Mitotracker 

RED.   B. Avaliação da atividade dos agentes oxidantes NADH e FADH.   

 

2.3.3. Contagem diferencial de células 

 

  Os embriões foram coletados às 186hpi e corados para CDX2 (figura 1A) 

para determinar TE, MCI e número total de células. Os grupos KSOM-SFB e KSOM-

33 apresentaram maior número de células TE e número total de células do que o 

grupo KSOM-Zero (Tabela 1). Não foram observadas diferenças no número de 

células da MCI ou na proporção de células TE/total (Tabela 1). 
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 Em seguida, analisamos a diferenciação de PE por meio da imunomarcação 

de SOX17 em blastocistos às 210hpi (figura 1B). Surpreendentemente, não foram 

observadas diferenças em relação ao número de células positivas para SOX17, 

células totais ou a proporção entre células SOX17-positivas e células totais (Tabela 

2).  

 

Figura 1. A. Embriões bovinos produzidos in vitro, colhidos às 186 hpi e submetidos à 

imunofluorescência com anticorpo primário anti-CDX2 nos diferentes grupos, nota-se marcação 

evidentes nas células do trofectoderma. B. Embriões bovinos produzidos in vitro, colhidos às 210 hpi 

e submetidos à técnica de imunofluorescência com anticorpo anti-SOX17, nos três grupos há a 

presença de marcação evidente nas células do Endoderma primitivo. 
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2.4. Discussão 

 

 Este estudo avaliou o desenvolvimento de embriões produzidos in vitro com 

suplementação ou ausência de SFB durante o cultivo embrionário. O primeiro 

objetivo foi verificar se a ausência de SFB reduziria as taxas de blastocisto e de 

desenvolvimento em nossas condições. O objetivo principal deste estudo foi avaliar 

se o SFB adicionado ao meio de cultivo teria consequências na diferenciação celular 

devido a alterações no metabolismo energético ou pela presença de fatores de 

crescimento presentes no soro. 

 Foram definidos três grupos experimentais: suplementação de 5% (v/v) com 

SFB (grupo KSOM-SFB), remoção e renovação de 33% do volume do meio (KSOM-

33) ou sem suplementação (KSOM-Zero) às 90hpi. Os valores observados para a 

taxa de blastocisto mostraram que a remoção do SFB reduziu as taxas de 

blastocisto e de desenvolvimento, porém isso não foi observado quando houve uma 

renovação de 33% do meio às 90hpi. Semelhante aos nossos resultados, embriões 

cultivados em fluido de oviduto sintético (SOF) na ausência de SFB apresentaram 

formação reduzida de blastocisto (Van Langendonckt et al., 1997). Curiosamente, o 

uso de duas suplementações de meio em 66hpi e 138hpi do CIV usando SOF sem 

SFB reduziu as taxas de blastocisto (Gómez et al., 2008). A possível razão para 

essa discrepância em comparação com nossos resultados usando 33% de 

suplementação de KSOM é a falta de glicose no meio SOF (Takahashi e First, 

1992). 

 A adição de SFB ou reposição de KSOM não teve impacto nas variáveis 

metabólicas observadas, o que poderia ser reflexo de uma concentração de glicose 

semelhante entre essas duas condições, uma vez que a concentração de glicose em 

KSOM é 0,2mM (Behringer et al., 2003) e em 5% de SFB é 0,6 mM (de Lima et al., 

2020). Curiosamente, foi recentemente demonstrado em embriões de camundongos 

que a glicose não é necessária para a produção de energia mitocondrial e seria 

direcionada para a via biossintética da hexosamina ou via da pentose fosfato (Chi et 

al., 2020), o que também poderia explicar os resultados observados. 

 Os resultados da contagem de células mostraram que a suplementação às 

90hpi com SFB ou meio aumentou o número total de células quando comparada à 

falta de suplementação. Corroborando nossos achados, uma maior quantidade de 



39 
 

células totais foi encontrada nos blastocistos D7 quando estes foram cultivados com 

soro ou BSA quando comparados aos meios não suplementados (Lazzari et al., 

2002). O maior número total de células nesses grupos pode estar relacionado ao 

aumento da atividade da via da pentose fosfato, que gera a ribose para a síntese de 

DNA. Este aumento no número total de células também pode estar refletindo o 

aumento observado no número de células TE dentro desses mesmos grupos. O 

aumento da proliferação dessas células pode ser devido à renovação de glicose e 

aminoácidos no meio, uma vez que foi demonstrado que glicose e aminoácidos 

aumentam a proliferação de trofoblastos suínos e ovinos in vitro por meio da 

ativação da via mTOR (Kim et al., 2011, 2012) que mostrou ser ativada pela glicose 

em embriões de camundongo (Chi et al., 2020). 

 No entanto, é importante afirmar que o metabolismo de TE e MCI são quase 

opostos quando se comparam embriões de camundongo e bovinos. Células do TE 

isoladas de blastocistos de camundongos apresentaram menor consumo de glicose 

e piruvato, bem como produção de lactato, quando comparadas às células da MCI 

(Hewitson e Leese, 1993). Por outro lado, quando o TE foi comparado à MCI em 

bovinos, foi possível identificar o maior consumo de piruvato e produção de lactato, 

sugerindo uma maior atividade das vias oxidativa e glicolítica (Gopichandran e 

Leese, 2003). Assim, este último pode ter sido substancialmente prejudicado pela 

menor disponibilidade de glicose no meio de cultivo do grupo KSOM-Zero, com 

impacto mais evidente nas células TE. 

 Curiosamente, embora as células TE estivessem aumentadas e o número de 

células MCI não fosse estatisticamente diferente, a razão de TE: células totais não 

foi diferente. Isso é semelhante ao que foi observado em um estudo recente que 

comparou meios sequenciais com concentrações reduzidas de glicose e 

aminoácidos (Santos et al., 2021). Curiosamente, neste referido estudo, os meios 

que continham menores concentrações de glicose apresentaram mais células totais 

e TE. 

 Inesperadamente, a suplementação de SFB não aumentou o número de 

células PE conforme observado pela coloração de SOX17. No camundongo, a 

sinalização de FGF4 através da via ERK é a principal responsável pela 

especificação de PE (Kang et al., 2013; Yamanaka et al., 2010) e resultados 

semelhantes foram observados em bovinos (Canizo et al., 2019; Kuijk et al., 2012). 

Como o SFB pode conter fatores de crescimento, o FGF4 pode ser um desses 
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fatores e pode ter influenciado a diferenciação de PE. No entanto, o FGF4 requer 

sulfato de heparana endógeno para a sinalização adequada (Lanner et al., 2010), e 

a heparina é frequentemente suplementada junto com FGF4 em tratamentos 

exógenos (Kang et al., 2013; Yamanaka et al., 2010). Portanto, se um excesso de 

FGF estava presente após a suplementação de SFB, a falta de um excesso de 

sulfato de heparana ou heparina pode não ter levado a sinalização de FGF4. 

 

2.5. Conclusão 

 

 Os resultados deste estudo confirmam que é possível produzir blastocistos 

bovinos em meio KSOM sem o uso de SFB, desde que seja realizada a retirada e 

posterior renovação de 33% do volume do meio de cultivo às 90hpi. Observou-se 

também que a retirada do SFB não alterou as variáveis metabólicas estudadas, mas 

o número total e o número de células TE foram reduzidos quando nenhuma 

suplementação foi adicionada às 96hpi. Em conclusão, o SFB não aumentou o 

número de células TE ou PE conforme a hipótese, mas a ausência de 

suplementação aos embriões influenciou negativamente o número total de células 

ou células alocadas para o TE. 
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3. CAPÍTULO II – INSERÇÃO DE GENE REPÓRTER FLUORESCENTE EM 

REGIÃO GÊNICA DE SOX2 

 

3.1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o segundo país que mais transfere embriões produzidos in vitro 

(PIV) no mundo, com mais de 300.000 transferências em 2019 (Viana, 2021). 

Entretanto, a taxa de prenhez de embriões PIV é reportada como menos eficiente 

que a taxa de embriões coletados in vivo, variando respectivamente entre 22-33% 

versus 41-55% (de Sousa et al., 2017; Pontes et al., 2009).  Desde 2006, vem sendo 

registrado um crescimento médio de 28% no número de embriões PIV produzidos no 

Brasil e uma diminuição de 73% na produção de embriões in vivo, o que corrobora 

com os estudos realizados para o aprimoramento das etapas realizadas no processo 

de PIV (Lustosa et al., 2018). 

 Expressivas variações no número de células do trofectoderma e da massa 

celular interna foram encontradas em embriões produzidos através de transferência 

de núcleo de células somáticas (TN), produzidos através de fertilização in vitro (FIV) 

e produzidos in vivo. Em geral, a razão média entre células da MCI e células totais 

para blastocistos bovinos produzidos in vitro ou in vivo variam de 20% a 40%, 

enquanto que nas células do TE essa relação fica próxima dos 60%. Incoerências 

nestes percentuais podem levar à anormalidades no desenvolvimento do embrião e 

à placentação insuficiente, podendo resultar em perdas embrionárias e fetais (Koo et 

al., 2002). O estudo e o entendimento dos processos de formação iniciais do 

embrião podem elucidar os diferentes eventos que ocorrem no momento da 

diferenciação entre massa celular interna (MCI) e trofectoderma (TE) e 

consequentemente podem contribuir para a melhoria dos protocolos utilizados na 

produção in vitro de embriões (PIVE). 

O gene POU5F1 (OCT4) é um marcador da MCI em camundongos, é um 

fator de transcrição e um regulador da pluripotência celular (Pesce and Scholer, 

2000). A deleção de POU5F1 em embriões bovinos com a utilização de 

CRISPR/Cas9 não impediu a formação de blastocistos, mas reduziu sua expansão 

(Daigneault et al., 2018). Ainda, a ausência de POU5F1 não alterou a expressão do 

gene SOX2 mas interferiu com a expressão de CDX2 (Daigneault et al., 2018), 

respectivamente fatores de transcrição característicos da MCI (Goissis e Cibelli, 
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2014a) e do TE (Goissis e Cibelli, 2014b) em embriões bovinos. Isto ocorre de 

maneira similar à deleção de OCT4 em embriões humanos, no qual houve redução 

na expansão dos blastocistos e redução na expressão de genes ligados ao TE como 

GATA2. Curiosamente, em células-tronco humanas não houve alteração na 

expressão de SOX2 com a deleção de OCT4 (Fogarty et al. 2017). Essa 

semelhança entre bovinos e humanos reforça a ideia de que o embrião bovino possa 

ser um excelente modelo para o desenvolvimento humano inicial (Berg et al. 2011). 

O gene SOX2 faz parte da família das proteínas SOX (Rex et al.,1994), essas 

proteínas apresentam propriedades de fatores clássicos de transcrição e 

componentes que desempenham papeis-chave nas decisões de destino celular 

durante diversos processos de desenvolvimento (Pevny and Lovell-Badge, 1997). 

Foi demonstrado que o SOX2 é necessário para dois tipos de células-tronco no 

embrião inicial e também pode ser usado como marcador de populações destas 

células (Avilion et al., 2003).  

Goissis e Cibelli, (2014a) pesquisaram o a função de SOX2 no 

desenvolvimento inicial em bovinos. Do estágio de zigoto até o estágio embrionário 

de oito células não foi identificada a expressão de SOX2, no entanto, no estágio de 

16 células e de mórula, a proteína foi detectada em todas as células da maioria do 

número de embriões. Após essa visualização da expressão nos estágios iniciais, 

quando se atingiu o estágio de blastocisto, as células positivas para SOX2 ficaram 

restritas à MCI tornando SOX2 o primeiro marcador proteico específico da MCI 

bovina.  

Uma limitação para a avaliação da dinâmica da diferenciação celular em 

bovinos é a necessidade da inviabilização dos embriões para análises de expressão 

gênica ou detecção de proteínas por imunofluorescência. Recentemente a técnica 

de CRISPR/Cas9 foi utilizada para a introdução de diversas proteínas repórteres em 

embriões murinos por recombinação homóloga, conferindo à técnica o status de 

método robusto para a inserção de fragmentos grandes de uma maneira específica 

e segura superando efeitos posicionais que acompanham a transgenia padrão (Gu 

et al., 2018). Partindo-se deste princípio, esta técnica permitiria a avaliação em 

tempo real da dinâmica de moléculas associadas à primeira diferenciação celular 

entre a MCI e o TE em embriões bovinos.  
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3.2. HIPÓTESE 

 

 Testou-se a hipótese de que a introdução de proteína repórter fluorescente 

permitiria a visualização indireta da expressão de SOX2 na MCI durante o 

desenvolvimento embrionário e também que a introdução de CRISPR/Cas9 em 

diferentes momentos do desenvolvimento pudesse apresentar diferentes eficiências. 

Um modelo hipotético gráfico esquematizando a inserção da proteína fluorescente 

mCherry na região gênica de SOX2 está representado na figura 2. 

   

 

 

Figura 2 - Modelo hipotético gráfico representando a introdução dirigida da proteína 

mCherry na região 3' do gene SOX2 em embriões bovinos. A enzima Cas9 irá promover a 

ruptura das fitas de DNA genômico, que será reparado seguindo-se o molde do DNA 

doador, e incorporando a proteína repórter fluorescente ao genoma. Este processo permite 

que a proteína SOX2 seja visualizada na MCI de blastocistos bovinos em tempo real, sem a 

necessidade de inviabilização do embrião. 
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3.3. OBJETIVOS 

 

1. Introdução direcionada de sequência de DNA (knock-in) que codifica proteína 

repórter fluorescente vermelha (mCherry) na região gênica de Sox2. 

 

2. Comparar a eficiência de knock-in com uso de microinjeções em diferentes 

momentos do desenvolvimento embrionário. 

 

 Espera-se com estes objetivos específicos criar um modelo embrionário 

bovino para ajudar na compreensão da segregação da massa interna celular (MCI) e 

do trofectoderma (TE), sendo possível a observação em tempo real do 

desenvolvimento embrionário in vivo.  

  

 

3.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.4.1 Local do experimento  

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Fertilização in vitro, Clonagem 

e Transgenia Animal, localizado no departamento de Reprodução Animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo na 

cidade de São Paulo – SP. 

 

3.4.2 Delineamento experimental 

 

Visando a inserção gênica (Knock-in)  de sequência que codifica proteína 

repórter fluorescente mCherry na região gênica de SOX2, os componentes do 

sistema CRISPR/Cas9 foram microinjetados em zigotos bovinos produzidos in vitro, 

com adição de sequência de estreptoavidina à enzima Cas9, juntamente com uma 

sequência de DNA biotinilada com finalidade de induzir a recombinação homóloga 

(Gu et al., 2018). Essa sequência de DNA biotinilada foi denominada DNA doador e 

continha braços de homologia da região gênica próxima ao stop codon do gene 

SOX2 e entre eles a sequência de mCherry. As microinjeções foram realizadas em 
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embriões bovinos produzidos in vitro em diferentes momentos: 8 ou 16 horas pós 

inseminação (hpi) e com diferentes concentrações dos componentes dos sistema 

CRISPR/Cas9: RNA guia (50ng a 100ng), Cas9 RNAm (75 ng a 100ng) e DNA 

doador biotinilado (20ng a 100ng). Os embriões foram cultivados in vitro até o dia 8 

(D8) e foram cultivados também embriões não injetados que serviram como 

controles. No D8  foram avaliadas taxas de formação de blastocistos e os embriões 

foram fotografados em microscópio de epifluorescência ou microscópio confocal 

para a avaliação da fluorescência. Todos os embriões, após a visualização em 

microscópio, foram armazenados em paraformaldeído 3,8% para posterior extração 

de DNA e genotipagem. Ao final, foi realizada a verificação de uma amostragem dos 

embriões produzidos nas diferentes condições. 

 

3.4.3. Construção do RNA guia para o gene Sox2 

 

 Com a utilização da ferramenta online CAS-Designer 

(http://www.rgenome.net/cas-designer/), foram selecionadas as sequências de RNA 

guia (gRNA) para o gene SOX2, cuja sequência está disponível em: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/784383. Vale ressaltar que as sequências 

escolhidas se localizam próximo ao stop códon transcricional, visando a inserção de 

proteína repórter na porção 3' do gene, consequente porção C-terminal do peptídeo 

resultante. As sequências de oligonucleotídeos Forward (Fwd) (5’ para 3’) e Reverse 

(Rev) (3’ para 5’) são complementares e foram sintetizadas comercialmente (anexo 

1). Foram selecionados dois pares de gRNA para início dos trabalhos, de modo que 

um seria selecionado de acordo com o progresso dos experimentos relatados a 

seguir. 

Após a produção dos oligos de gRNAs para o gene SOX2, foram realizadas 

as reações de: Anelamento das fitas Fwd e Rev; Digestão enzimática do plasmídeo, 

possibilitando a sua linearização; Fosforilação - adição de fosfato aos oligos 

anelados; Ligação dos oligonucleotídeos anelados e fosforilados ao plasmídeo 

digerido anteriormente e a Reação de Transformação -  inserção desse material em 

bactérias competentes para crescimento e multiplicação. Estas cinco reações estão 

descritas em detalhes abaixo. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/784383
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3.4.4. Digestão enzimática de plasmídeo 

 

  O plasmídeo pX330-U6-Chimeric_BBCBh-hSpCas9-msa (pX330-Cas9), 

gentilmente doado por Bin Gu, do laboratório de Janet Rossant, Toronto, Canadá, foi 

digerido com a utilização da enzima de enzima de restrição BbsI-HF (New England 

Biolabs). A reação de digestão foi realizada com 5 µg plasmídeo, 5µl de buffer Cut 

smart 10x, 20 UI de enzima BbsI-HF em volume final de 50µl completado com água 

ultrapura. A reação foi montada em tubo de microcentrífuga de 1,5ml que foi 

acondicionado em bloco aquecedor pelo período de 3 horas a 37ºC. 

Este plasmídeo digerido foi então submetido a eletroforese em gel de agarose 

1%, que confirmou a formação de banda linear com tamanho compatível que foi 

purificada com o kit (Pure Link, Quick gel extraction, Invitrogen). Após a purificação, 

realizou-se a quantificação do material com uso de espectrofotômetro Nanodrop.  

 

3.4.5. Reação de Anelamento 

 

O anelamento dos oligonucleotídeos dos gRNA (Fwd e Rev) foi realizado em 

um termociclador da marca eppendorf, em um tubo de PCR foram adicionados os 

seguintes componentes: 2µM  de cada oligonucleotídeo, calculados segundo a 

reação Ci * Vi = Cf * Vf (20*5=x*50), 35 µl de água ultra pura e 05 µl de tampão Cut 

Smart (New England Biolabs), totalizando uma reação de 50 µl que foi submetida ao 

seguinte programa: (95ºC – 10 min.; 95ºC para 85ºC em - 2ºC/seg.; 85ºC – 1 min.; 

85ºC para 75ºC em – 0,3ºC/seg.; 75ºC – 1 min.; 75ºC para 65ºC -0,3ºC/seg.; 65ºC – 

1 min.; 65ºC para 55ºC – 0,3ºC/seg.; 55ºC – 1 min.; 55ºC para 45ºC – 0,3ºC/seg.; 

45ºC – 1 min.; 45ºC para 35ºC – 0,3ºC/seg.; 35ºC – 1 min.; 35ºC para 25ºC – 0,3ºC/ 

seg.; 25ºC – 1 min.; 4ºC Hold). Estes oligonucleotídeos anelados foram então 

submetidos à reação de fosforilação.  

 

3.4.6. Reação de Fosforilação  

 

Na reação de fosforilação foram adicionados a um tubo de PCR: 16 µl de 

oligonucleotídeo anelado (gRNA SOX2 1 ou gRNA SOX2 2), 1 µl de enzima T4 PNK, 

1 µl de adenosina trifosfato (ATP), e 2 µl de tampão 10X PNK buffer (New England 

Biolabs), totalizando reações de 20 µl. Estes tubos foram incubados em 
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termociclador à 37ºC por 30 minutos seguidos por 10 min à 75ºC para término da 

reação. Com os oligonucleotídeos anelados e fosforilados, a próxima reação 

realizada foi a de ligação deste material com o plasmídeo que havia sido digerido 

anteriormente. 

 

3.4.7. Reação de Ligação 

 

A ligação entre o plasmídeo pX330-Cas9 digerido e o oligonucleotídeo 

fosforilado foi realizada com a adição dos componentes em um tubo de PCR com os 

seguintes volumes: 50ng de plasmídeo, 1µl de oligonucleotídeos fosforilados (gRNA 

1 ou gRNA2), 350 UI (1µl) enzima T4 DNA Ligase (Takara Bio Inc), 2 µl Buffer 10X 

T4 DNA (Takara Bio Inc) e 15µl de água ultrapura para um volume final de 20µl. A 

ligação ocorreu em termociclador pelo período de 12 horas a 16ºC e assim que o 

processo de ligação foi finalizado o produto da ligação foi introduzido em bactérias 

competentes em uma reação chamada de “Transformação” que será detalhada 

abaixo. 

 

3.4.8. Transformação de bactérias competentes 

 

 A reação de transformação é necessária para que o plasmídeo ligado com a 

sequência de gRNA seja incorporado por bactérias competentes para ser 

multiplicado. A reação de transformação ocorreu da seguinte maneira:  Bactérias 

competentes produzidas in house com CaCl2, armazenadas em freezer a -80ºC 

foram retiradas e colocadas em gelo durante 5 minutos para descongelação.  Após 

este tempo, foram adicionados 2µl do produto da ligação descrita acima ao tubo, que 

foi novamente colocado no gelo por mais 20 minutos. Após esse período, realizou-se 

o choque térmico com incubação em banho seco a 42ºC durante 90 segundos 

seguido por incubação em gelo por 5 minutos. Em seguida ressuspendeu-se o 

material do tubo em 100μl de meio LB e então estas bactérias transformadas foram 

distribuídas em placas com LB-Ágar contendo 100ug/ml de ampicilina e cultivadas 

por aproximadamente 16h a 37ºC. As colônias que cresceram (devido a sequência 

de resistência ao antibiótico que o plasmídeo contém) foram retiradas e semeadas 

em tubos cônicos de 50ml contendo 5ml de meio LB para expansão. Após este 

crescimento em meio líquido foi realizada a extração do DNA plasmidial com auxílio 
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do kit “Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), que foi 

quantificado em espectrofotômetro Nanodrop. Foi então realizado um PCR com 

amostras de colônias das placas dos presumíveis pX330_Cas9_gRNA1_SOX2 

quanto do pX330_Cas9_gRNA2_SOX2. Essas amostras de colônias foram pinçadas 

das suas respectivas placas e mergulhadas dentro do tubo de PCR após a adição 

de todos os componentes da reação. Os componentes de cada reação foram os 

seguintes: 0,2 µl de DNTP mix, 1 µl de buffer 10x, 0,4 do oligo U6 seq 

(oligonucleotídeo para amplificação de sequência já contida no plasmídeo) (anexo 

1), 0,4 µl do oligo “SOX2 gRNA Rev” (versão 1 ou versão 2), 0,1 µl da enzima Taq 

Polimerase e 7,9 µl de água ultrapura. Os tubos com as amostras foram distribuídos 

em termociclador com a programação detalhada a seguir: 95ºC – 10 min.; 40 ciclos 

de (95ºC – 15 seg; 60ºC – 15 seg; 72ºC – 1,5 min); 72ºC – 2 min; 4ºC Hold. Essas 

amostras foram verificadas em eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 3). 

 As amostras com resultado positivo no PCR foram então sequenciadas no 

Centro de Estudos do Genoma Humano para verificação de inserção correta da 

sequência nos plasmídeos, doravante nomeado “pX330_Cas9_gRNA_SOX2" versão 

1 (figura 4) ou 2 de acordo com o gRNA clonado. 

 

 

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando a amplificação de fragmento 

correspondente a 225 pb nas amostras gRNA1 e 226 pb nas amostras de gRNA2. Poços A, B, C e D 

correspondem à amplificação correta de fragmento de 225 pb a partir de colônias distintas de 

bactérias transformadas com plasmídeo pX330_Cas9_gRNA1_SOX2. Poço E corresponde ao 

controle negativo do oligo de gRNA1. Poço F - DNA Ladder (Invitrogen, by Thermo Fischer Scientific). 

Poços G, H e I correspondem à correta amplificação de fragmento de 226 pb a partir de colônias 

distintas de bactérias transformadas com plasmídeo pX330_Cas9_gRNA2_SOX2. Poço J 

corresponde ao controle negativo do oligo de gRNA2,  



49 
 

 

  
 

Figura 4. Representação gráfica do plasmídeo construído pX330_Cas9_gRNA1_SOX2. 

Acima na figura, em verde, pode ser visualizado o local de inserção do gRNA1. 

 

3.4.9. Construção da sequência para recombinação homóloga 

 

Fibroblastos extraídos de mucosa oral bovina foram descongelados e 

cultivados em meio de cultivo DMEM suplementado com 10% v/v soro fetal bovino 

(DMEM+SFB). O cultivo celular foi realizado em garrafas com 2-3 mL de 

DMEM+SFB em estufa a 38,5ºC com 5% CO2 e alta umidade. 

O DNA genômico foi extraído conforme o seguinte protocolo: foram cultivadas 

duas garrafas com o intuito de se extrair o DNA genômico. Após a terceira 

passagem o meio destas garrafas foi removido e as células retiradas com a 

utilização de Tripsina. Centrifugou-se então o conteúdo a 200 x g por 5 minutos e 

ressuspendeu-se as células com 1 ml de PBS gelado. Novamente foram 

centrifugadas e o líquido foi descartado. As células então foram ressuspendidas em 

300µl de solução de digestão (100mM de NaCl, 10mM TrisCl pH 8,0, 25mM EDTA 

pH 8,0, 0,5% SDS e 0,1 mg/mL de proteinase K adicionada no momento do uso.) e 

incubadas 14 horas em estufa a 50ºC em tubos cônicos de 1,5 ml. Após isso os 
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tubos foram retirados da estufa e foi adicionado em cada um deles 300 µl de solução 

fenol/clorfórmio/álcool isoamílico 25:24:1. Centrifugou-se pelo período de 10 minutos 

a 1700 x g. 

Para a purificação foi utilizada uma solução de acetato de sódio 3 M 

adicionado em volume 1/10 e 2 volumes de etanol absoluto, neste momento o DNA 

formou um precipitado. Centrifugou-se novamente durante 2 minutos 1700 × g e 

realizou-se uma lavagem do sedimento com etanol 70% que foi logo retirado. Por fim 

o DNA foi ressuspendido em tampão Tris-EDTA para eluição e foi armazenado a 

4ºC. O DNA de duas amostras foi extraído e quantificado em espectrofotômetro 

Nanodrop. 

As sequências genômicas para recombinação homóloga foram amplificadas 

por PCR com a utilização de oligonucleotídeos desenhados para esta finalidade 

“SOX2_GEN_AMP_FWD e SOX2_GEN_AMP_REV” (Anexo 1) e com polimerase de 

alta fidelidade (CloneAmp HiFi PCR Premix, Takara Bio, USA). Foram utilizados os 

oligos com a utilização da seguinte condição de PCR: 98ºC – 2 min.; 35 ciclos de 

(98ºC – 10 seg; 60ºC – 15 seg; 72ºC – 30 seg) e 4ºC Hold. As sequências 

amplificadas foram submetidas à eletroforese para verificar o tamanho e então 

purificadas com o kit Pure Link Quick Gel Extraction kit (Invitrogen, Thermo Fischer 

Scientific). As sequências purificadas foram denominadas SOX2 5' e SOX2 3'. 

Estas sequências amplificadas foram clonadas em plasmídeo contendo 

sequência que codifica mCherry (pBS-mCherry, gentilmente cedido por Bin Gu, do 

laboratório de Janet Rossant, Toronto, Canadá). Estas clonagens foram realizadas 

em duas etapas, primeiramente foi possível a inserção do fragmento 3’ ao 

plasmídeo, com a utilização de 20 UI da enzima de restrição BamHI-HF (New 

England Biolabs) para linearização do plasmídeo seguido do uso de In-Fusion HD 

Cloning Kit (Takara Bio, USA) para a ligação. Esta etapa de ligação foi realizada em 

termociclador pelo período de 15 minutos a uma temperatura de 50ºC, segundo 

instruções do fabricante. Deste modo foi obtido um plasmídeo intermediário 

denominado “pBS_mCherry_SOX2_3’ BamHI. Para confirmação da clonagem foi 

realizada uma digestão enzimática de 5µg de plasmídeo com a utilização da enzima 

BamHI a 37ºC durante 1 hora. A eletroforese permitiu a visualização de bandas nos 

locais esperados (1200 e 3600 pares de bases) e pode ser verificada na Figura 5. 

Os plasmídeos foram sequenciados para verificação da sequência clonada. 

 



51 
 

 

Figura 05. Eletroforese realizada com os produtos da Digestão realizada nos plasmídeos 

“pBS_mCherry_SOX2_3’ em quatro amostras diferentes, identificados na figura como A, B, C e D 

evidenciando a correta ação da enzima BamHI nos locais esperados, demonstrando que a ligação 

das sequências com o plasmídeo realizada anteriormente ocorreu de forma satisfatória. Em todas as 

quatro amostras ocorreu a digestão esperada. 

 

Em seguida, o fragmento 5’ foi clonado no plasmídeo pBS_mcherry_SOX2_3'. 

Ambos, fragmento e plasmídeo, foram digeridos a 37ºC durante 3 horas com 20 UI 

de EcoRI-HF e 20 de HindIII-HF (New England Biolabs), purificados após 

eletroforese e ligados com a enzima T4 Ligase (Takara). O material ligado foi 

transformado em bactérias competentes, distribuído em placas de LB Ágar e levado 

estufa a temperatura de 37ºC por 16 horas. 

As colônias resultantes foram semeadas em meio LB líquido e submetidas à 

extração de DNA plasmidial que foi realizada com a utilização de kit comercial 

(QIAprep spin Miniprep kit, Qiagen) e a quantificação realizada pelo 

espectrofotômetro Nanodrop. As amostras foram denominadas como 

“pBS_mCherry_Sox2_5’_3’. 

Para a verificação da inserção do fragmento 5’ no plasmídeo foi realizada 

uma digestão do plasmídeo com as enzimas HindIII e EcoRI. Um total de 1ug do 

produto da digestão foi submetido a eletroforese (Figura 6), permitindo a 

visualização das bandas correspondentes aos fragmentos de 4890 pb (plasmídeo 

original + fragmento 3’) e de 780 pb (fragmento 5’), demonstrando que as etapas 

anteriores de digestão, ligação e transformação haviam sido realizadas com êxito. 
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Figura 6. Digestão enzimática demonstrando a liberação dos fragmentos correspondentes ao 

fragmento 5’ (780 pb) do gene SOX2 e do plasmídeo juntamente com o fragmento 3’ do gene SOX2 

(4890 pb). As letras A, B, C e D correspondem a 4 amostras distintas do mesmo material, 

demonstrando que todos eles foram positivos. 

 

O plasmídeo, juntamente com os dois fragmentos do gene SOX2 clonados, foi 

sequenciado pelo método de Sanger no Centro de Estudos do Genoma Humano do 

Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (IB – USP). O 

sequenciamento do DNA demonstrou que as clonagens foram realizadas com 

sucesso. Na figura 7, pode ser verificada uma representação do plasmídeo com os 

dois fragmentos do gene clonados e a sequência da proteína fluorescente entre 

estes fragmentos. 

  

 

     A    B      C     D 
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Figura 7. Representação gráfica do plasmídeo construído, em azul os fragmentos do gene 

SOX2, entre os fragmentos do gene encontra-se a proteína fluorescente (mCherry). Podem ser 

observados ainda os sítios de restrição das enzimas utilizadas para as clivagens no DNA plasmidial.  

 

 

3.4.10. Lipofecção de plasmídeo em fibroblastos 

 

 Os plasmídeos que foram construídos “px330_Cas9_gRNA_SOX2_1” e 

“px330_Cas9_gRNA_SOX2_2” foram utilizados para testes de eficiência de quebra 

do DNA em fibroblastos cultivados. Foram realizadas duas passagens de células 

para garrafas novas com meio-base, equilibrado em estufa, até que se atingisse a 

confluência celular necessária para a distribuição em placas de 24 poços. 

Dois dias após a segunda passagem das células para garrafas novas, os 

fibroblastos foram então distribuídos para a placa de 24 poços em uma 

concentração de 1,5 x 105 e submetidos à reação de lipofecção. 

 Foi utilizado o protocolo de lipofecção Lipofectamine 2000, (ThermoFisher). 

Os plasmídeos “px330_Cas9_gRNA_SOX2_1”, “px330_Cas9_gRNA_SOX2_2” e 

pcDNA 3.1 (contendo cassete de seleção para neomicina, gentilmente cedido por 

Irene Yan, do Instituto de Ciências Biomédicas, USP) foram ajustados para a 

concentração de 1000 ng/µL e adicionados ao meio OPTIMEM (ThermoFisher) 

adicionado com lipofectamina segundo recomendação do fabricante, em cada poço 

de cultivo foram adicionados 200µl desse meio. Após 24 horas realizou-se a 

alteração do meio para DMEM+SFB e no terceiro dia o meio foi alterado para 

DMEM+SFB suplementado com 02 µg/ml G418. No quinto dia de cultivo as células 

foram removidas e centrifugadas, o meio líquido foi descartado e o sedimento celular 

foi armazenado em tubos cônicos de 15ml à temperatura de -20ºC.  

 

 3.4.11. Detecção da mutação 

 

 Para a detecção da mutação, foi utilizado o protocolo “GeneArt® Genomic 

Cleavage Detection Kit” e as reações foram realizadas em conformidade com as 

diretrizes sugeridas pelo fabricante.  

 Foram confeccionadas três sequências de oligonucleotídeos (anexo 1) para 

detecção de mutação (SOX2 detection mutation FWD, SOX2 detection mutation Rev 
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1 e SOX2 detection mutation Rev 2, descritas no anexo 1). Esses oligos foram 

diluídos para a concentração de 20 µM e testados em uma amplificação por PCR 

com DNA genômico e enzima Taq Polimerase. A reação foi realizada com 

temperatura de ativação e denaturação de 98ºC, de anelamento de 59ºC e 35 ciclos. 

Foram amplificados fragmentos de 400 pb (SOX2 detection mutation Fwd e SOX2 

detection mutation Rev 1) e 500 pb (SOX2 detection mutation Fwd e SOX2 detection 

mutation Rev 2) conforme esperado. 

 Duas amostras de células lipofectadas com plasmídeo 

“px330_Cas9_gRNA_SOX2_1” e duas de células lipofectadas com o plasmídeo 

“px330_Cas9_gRNA_SOX2_2” foram submetidas ao protocolo. Na etapa de 

digestão do kit GeneArt® Genomic Cleavage Detection Kit o DNA é clivado pela 

enzima de detecção no local onde ocorreu a mutação permitindo a análise em 

eletroforese pela visualização de duas bandas lineares (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Eletroforese demonstrando a detecção de mutação em 4 amostras de células lipofectadas. 

Na figura, o poço A demonstra a detecção de mutação em fibroblastos lipofectados com gRNA 1, 

observa-se formação de duas bandas lineares de 400 e 200 pb confirmando que houve a mutação no 

local pretendido. B corresponde a segunda amostra de lipofecção com gRNA1, nesta amostra não 

aconteceu a mutação no local esperado. Poços C e D correspondem às amostras lipofectadas com 

gRNA 2, em ambas ocorreu a formação de duas bandas lineares, confirmando o sucesso da clivagem 

e posterior detecção da mutação. Poço E corresponde ao controle positivo, fibroblastos que não 

foram lipofectados e que foram submetidos ao teste de detecção, nota-se a formação de uma única 

banda, ou seja, não houve clivagem de DNA. Poço F corresponde ao controle do protocolo, também 

se observa a formação de uma única banda linear, confirmando o objetivo principal do protocolo. 
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3.4.12. Amplificação do vetor doador com biotina 

 

 Foram confeccionados oligonucleotídeos (SOX2 BIOTIN FWD e SOX2 

BIOTIN REV, anexo 1) marcados com biotina para amplificação da sequência do 

vetor doador (SOX2 3’ + mCherry + SOX2 5’) A amplificação do vetor doador foi 

realizada com a enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) em 

um gradiente de (58, 60 e 62ºC). Bandas fortes e precisas na altura dos 3800pb 

foram visualizadas em eletroforese. A mesma reação foi realizada, desta vez com 

polimerase de alta fidelidade (CloneAmp HiFi PCR Premix, Takara Bio, USA), 

seguindo as recomendações do fabricante. Duas amostras foram submetidas à 

amplificação com os mesmos oligonucleotídeos utilizados acima. As reações estão 

descritas abaixo: 12,5μl da mistura enzimática CloneAmp HiFi; 0,5μl do 

oligonucleotídeo biotinilado forward; 0,5μl do oligonucleotídeo biotinilado reverse; 

1,0μl do vetor doador “SOX2 3’_mCherry_SOX2 5’” e 10,5μl de água ultra-pura, 

quantidade suficiente para que se alcançasse o volume de 25 μl da reação. 

 As reações ocorreram em termociclador Eppendorf e as condições foram as 

seguintes: 98ºC – 2 minutos; 98ºC – 10 segundos, 60ºC – 15 segundos e 72ºC – 10 

segundos (40 ciclos) e 72ºC – 10 segundos. O produto foi analisado em gel de 

agarose 1% o que confirmou bandas com o tamanho correspondente a 2700 pares 

de base, confirmando o sucesso de todas as amostras submetidas à reação. As 

quatro amostras foram purificadas com kit comercial da marca Quiagen (QIAquick 

PCR & Gel Cleanup Kit) e armazenadas em geladeira a 4ºC até o momento da 

microinjeção. 

 

3.4.13. Transcrição do RNA guia para o gene SOX2 

 

Os plasmídeos construídos e sequenciados no Centro de Estudos do 

Genoma Humano do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (IB-

USP), já testados quanto à função de ação no genoma bovino e denominados 

“pX330_Cas9_gRNA1_SOX2" e pX330_Cas9_gRNA2_SOX2" foram submetidos às 

reações de transcrição realizadas com kit comercial “MEGAshortscript™ T7 

Transcription Kit” (Thermo Fisher Scientific).  

Sequências de oligonucleotídeos foram confeccionadas para a amplificação 

por reação em cadeia da polimerase (PCR) do fragmento a ser transcrito (SOX2 IVT 
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GRNA1 FWD, SOX2 IVT GRNA2 FWD e PX330 IVT GRNA REV, Anexo 1) e as 

reações foram realizadas com a polimerase de alta fidelidade CloneAmp HiFi PCR 

Premix (Takara Bio, USA) nas seguintes condições: 98ºC – 2 minutos; 98ºC – 10 

segundos, 60ºC – 15 segundos e 72ºC – 10 segundos (40 ciclos) e 72ºC – 10 

segundos. 

O produto desta reação de PCR foi então submetido ao protocolo de 

transcrição, todas as etapas foram realizadas em conformidade com as diretrizes do 

fabricante para uma reação de 20 μL. Os componentes foram os seguintes: 2 μL de 

tampão de reação T7 10X; 2 μL de solução T7 ATP (75 mM); 2 μL solução T7 CTP 

(75 mM); 2 μL solução T7 GTP (75 mM); 2 μL solução T7 UTP (75 mM); 08 μL DNA 

modelo (amplificado na reação de PCR acima) e 2 μL da mistura enzimática. A 

reação foi montada em temperatura ambiente e a mistura enzimática foi adicionada 

ao final da montagem, após a montagem foi realizada uma incubação de 4 horas a 

37ºC e em seguida foi adicionado 1 μL de TURBO DNase e incubado novamente a 

37ºC pelo período de 15 minutos para que fosse removido o modelo de DNA. 

A purificação deste material ocorreu como na descrição do protocolo do 

fabricante e foi realizada com etanol. Ao final, o sedimento foi eluído com 100 μL de 

água ultra-pura e quantificado no espectrofotômetro Nanodrop, foi obtida a 

concentração de 1375 ng/μL de RNA que foi dividido em alíquotas de 20 μL e 

armazenado em freezer a -80ºC para ser microinjetado nos embriões.   

 

 

3.4.14. Preparação da enzima Cas9 conjugada com estreptavidina 

 

A síntese de RNA da enzima Cas9 foi realizada a partir de plasmídeo 

contendo sequência promotora SP6 seguida da seqûencia da enzima Cas9 

fusionada à sequência de estreptavidina (Cas9-mSA, gentilmente doado por Bin Gu, 

do laboratório de Janet Rossant, Toronto, Canadá) usando kit comercial de 

transcrição (mMESSAGE mMACHINE™ SP6 Transcription Kit, Thermo Fisher 

Scientific). 

Primeiramente, 5 μg de plasmídeo contendo a sequência Cas9-mSA, foi 

linearizado com a enzima NotI em digestão de 4 horas a 37ºC e em seguida, este 

plasmídeo linearizado foi submetido ao protocolo de transcrição. A reação foi a 

seguinte: 10μl de 2xNTP/CAP; 2μl do tampão de reação 10x; 6μl do plasmídeo 

linearizado e 2μl do mix enzimático, totalizando uma reação de 20μl. Esta reação foi 
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incubada a 37ºC pelo período de 2 horas em termociclador e após este período foi 

realizada a etapa de “turbo dnase” na qual 1μl do reagente de mesmo nome foi 

adicionado à amostra que foi novamente incubada a 37ºC, desta vez por 15 minutos, 

com a finalidade de remoção do modelo de DNA usado na reação. 

A purificação foi realizada segundo recomendações do fabricante com Cloreto 

de Lítio (LiCl), ao final do processo o RNA para Cas9-mSA foi eluído com 100μl de 

água ultra-pura e quantificado em espectrofotômetro Nanodrop. Foi obtida uma 

concentração de 195ng/ul e o conteúdo foi dividido em 20 alíquotas de 5μl que foram 

armazenadas em freezer -80ºC até o momento das microinjeções embrionárias.  

  

 

3.4.15. Microinjeções embrionárias  

 

 Oócitos bovinos foram obtidos após aspiração de ovários coletados em 

abatedouro comercial. Os complexos cumulus-oócito foram selecionados de acordo 

com sua qualidade e colocados em meio de maturação, após 22h a 38,5 °C em 

atmosfera controlada com 5% CO2, os oócitos foram submetidos à fecundação in 

vitro (FIV), que ocorreu por um período de 08 ou 16h. Os presumíveis zigotos, no 

caso de FIV de 08 horas, foram submetidos à incubação em hialuronidase (1mg/ml 

em HH) por 2 minutos seguidos por 3 minutos de vórtex para remoção das células 

do cumulus e em seguida microinjetados, e no caso de FIV de 16 horas foram 

submetidos apenas à remoção de células com vórtex pelo período de 3 minutos e 

microinjetados em seguida. Quando incubados em hialuronidase (FIV de 08 horas), 

após a etapa de vórtex, os embriões foram lavados em 5 gotas de HH. 
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 Além da variação do período de FIV (08 ou 16 horas), foram realizadas 

microinjeções embrionárias com concentrações crescentes de material injetado. As 

microinjeções foram realizadas conforme descrito anteriormente (Goissis e Cibelli, 

2014). De modo sucinto, os embriões foram injetados em micromanipulador 

equipado com microinjetora Eppendorf Cell Tram Vario. A membrana foi rompida por 

sucção e 5 a 7 pl de solução foi injetado por zigoto. Os embriões foram cultivados 

em KSOM por 186 hpi a 38,5 °C em atmosfera controlada até o momento da 

avaliação. A relação de todas as diferentes concentrações de material injetado está 

descrita na tabela 3.  

 

3.4.16. Microscopia de epifluorescência e microscopia confocal. 

 

  Todos os embriões produzidos durante o experimento foram fotografados no 

em 186hpi em microscópio invertido de epifluorescência (Olympus IX-81) equipado 

com filtro de excitação 550nm e emissão de 590nm. Os embriões foram fotografados 

em gotas de HH e posteriormente foram fixados em paraformaldeído 3.8.  
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 Uma amostragem dos embriões produzidos (n=10) foi visualizada em 

microscópio confocal Olympus Fluo View 1000 (Centro Avançado de Diagnóstico por 

Imagem - FMVZ/USP) equipado com filtro de excitação de 568nm e emissão de 

610nm. 

 

 

3.4.17. Extração de DNA 

 

 Todos os blastocistos produzidos nas diferentes replicatas foram coletados 

para extração de material genético com kit comercial Extract-N-Amp (Sigma-Aldrich), 

as reações foram realizadas em menor volume do que o recomendado, isso foi 

realizado pensando-se em adequar o protocolo para extração de DNA de embriões, 

conforme descrito a seguir. 

 Cada embrião foi acondicionado individualmente em um tubo de 1,5 ml que 

continha 4,4µl de tampão de extração misturado com 1,1 µl de tampão de 

preparação de tecido, estas reações foram incubadas pelo período de 10 minutos à 

55ºC e logo após foram submetidas a uma temperatura de 95ºC pelo período de 3 

minutos, após o esfriamento as amostras foram neutralizadas com 4,4 µl de tampão 

de neutralização específico e puderam então ser armazenadas a 4ºC, o que foi 

realizado. Embriões não injetados, produzidos nas mesmas condições de cada 

replicata de microinjeção, foram submetidos ao mesmo protocolo, sendo 

considerados como controles. 

 

3.4.18. Genotipagem 

  

 Após a extração de DNA dos embriões, foram realizadas reações de PCR 

com o intuito de identificar a inserção de 708 pb correspondente ao inserto 

(mCherry). Para a PCR foi utilizado o mix enzimático “PCR Ready mix” 

disponibilizado pelo kit de extração (Extract-N-Amp, Sigma-Aldrich).  Cada reação 

utilizou os seguintes componentes: 2µl de DNA extraído, 5µl de PCR Ready mix, 

0,5µl de oligonucleotídeo forward, 0,5 µl de oligonucleotídeo reverse 

(oligonucleotídeos ajustados para a concentração de 5 µM) e 2µl de água ultra-pura. 

A condição de PCR foi a seguinte: 94ºC – 10 minutos; 94ºC – 40 segundos, 

63ºC – 30 segundos e 72ºC – 3 minutos (40 ciclos) e 72ºC – 10 minutos. 
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 Após diversas tentativas de obter produtos de PCR com oligos que não 

estivessem contidos no DNA doador, não foi possível padronizar uma reação que 

permitisse amplificação com repetibilidade. Portanto foi utilizado um par de oligos 

que estava contido no DNA doador: SOX2 detec mutation Fwd e SOX2 detec 

mutation Rev 1 (Anexo 1). A demonstração da sequência correspondente ao exon 

SOX2 e dos oligonucleotídeos utilizados para verificação da inserção está 

representada na figura 9, obtida através do programa A Plasmid Editor (ApE).   

 

Figura 9. Representação gráfica da sequência da região do gene SOX2 em bovinos. Nesta imagem 

obtida do programa A Plasmid Editor – Ape, é possível observar em azul claro a sequência do gene 

SOX2 e em azul escuro a parte correspondente ao éxon do gene SOX2. A sequência ATG 

correspondente ao start códon está representada em verde, e na cor rosa está representado o stop 

códon (TGA). As sequências marcadas em cinza escuro correspondem aos oligos forward e reverse 

que delimitam a sequência utilizada no vetor doador. 

 

 A eletroforese das amostras submetidas à genotipagem deveria evidenciar 

uma banda de 400 pares de base para a sequência wild-type (Figura 10) e 1123 

pares de base para a sequência com inserção de mCherry (Figura 11). 
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Figura 10. Representação gráfica do produto de PCR da sequência wild-type, sem inserção de 

mCherry, a partir dos oligonúcleotídeos marcados em cinza claro (SOX2 detec mutation Fwd e Rev1). 

No destaque da imagem do programa ApE a sequência marcada em preto com letras brancas 

corresponde à sequência de 400pb que deverá ser amplificada nos embriões controle e nos embriões 

que não ocorreu a inserção. 
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Figura 11. Representação gráfica do produto de PCR da sequência esperada com inserção de 

mCherry, a partir dos oligonúcleotídeos marcados em cinza claro (SOX2 detec mutation Fwd e Rev1). 

No destaque da imagem do programa ApE a sequência marcada em preto com letras brancas 

corresponde à sequência de 1123pb que deverá ser amplificada nos embriões em que a inserção 

ocorreu de maneira correta 

 

 

 

3.4.19 Imunofluorescência  

 

 Os embriões foram incubados usando paraformaldeído a 4% por 20 minutos 

em temperatura ambiente para a fixação. Em seguida foram realizadas três lavagens 

em solução salina tamponada fosfatada (PBS) com 1 mg/ml de polivinilpirrolidona 

(PVP) e armazenados a 4ºC até o momento da realização da técnica de 

imunofluorescência. Embriões que apresentavam zona pelúcida foram incubados em 
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protease pelo período de dois minutos antes da incubação em paraformaldeído 4% 

para a que tivessem a zona pelúcida removida.   

 Os embriões produzidos in vitro e coletados para estes testes foram 

permeabilizados usando 0,5% Triton X-100 solução por 15 minutos e posteriormente 

foram colocados por uma hora em temperatura ambiente em solução de bloqueio 

contendo 0,1% Triton X-100, 1% albumina sérica bovina (BSA), e 10% de soro fetal 

de jumento. Foram utilizadas reações de imunofluorescência para as proteínas 

SOX17 e CDX2 como forma de controle positivo, pois estavam padronizadas e não 

apresentavam variação de resultados. As incubações com anticorpo primário anti-

SOX2 (1:100, rabbit anti-SOX2, ab97959, Abcam, MA, USA ou 1:200, rabbit anti-

SOX2, PA1094, ThermoFisher, USA) com anticorpo primário goat anti-SOX17 

(1:100, goat anti-SOX17, AF1924 Novus Biologicals, Littleton, EUA) ou com 

anticorpo primário rabbit anti-CDX2 (1:50, rabbit anti-CDX2 ab88129, Abcam) 

ocorreram à 4ºC por 16h em rotação 80 em solução de 0,1% de Triton X-100 e 1% 

de BSA. Em seguida foram realizadas três lavagens de 15 minutos em solução de 

Triton X-100 a 0,1% e incubação por 1 hora em temperatura ambiente e com 

ausência de luminosidade com anticorpos secundários donkey anti-rabbit conjugado 

com Northern Lights 493 (NL006, R&D Systems, MN, US) ou donkey anti-goat 

conjugado com Northern Lights 557 (NL001, R&D Systems). Os embriões foram 

então lavados três vezes pelo período de 15 minutos em ambiente escuro, 

incubados com Hoescht por 20 minutos, lavados em PBS-PVP e montados em 

lâminas com 6 µl de glicerol. Após a realização de todas estas etapas os embriões 

foram então analisados com microscópio invertido de epifluorescência (Olympus IX-

81) equipado com filtro de excitação 550nm e emissão de 590nm e as imagens 

foram obtidas no software Olympus CellSens Dimension (Olympus) 

 

3.4.20 Transfecção de DNA em Células-Tronco Embrionárias 

  

 Células-tronco embrionárias bovinas (bESCs), linhagem RB1 foram cultivadas 

de acordo com o protocolo do Laboratório de Morfologia Molecular do 

Desenvolvimento (Botigelli, 2021) e transfectadas com o protocolo de lipofecção 

Lipofectamina 3000 (Thermo-Fischer). Os plasmídeos 

“px330_Cas9_gRNA_SOX2_1”, “px330_Cas9_gRNA_SOX2_2” e pcDNA 3.1 

(contendo cassete de seleção para neomicina, gentilmente cedido por Irene Yan, do 
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Instituto de Ciências Biomédicas, USP) foram ajustados para a concentração de 

750ng/µL e incubados juntamente com o vetor doador. 

 No dia 0 as bESCs foram plaqueadas em placas de 24 poços na seguinte 

concentração: 5x10 ^ 4 células por poço. Após 24 horas foi realizada a transfecção, 

conforme descrito na tabela 4. 

 

 

 Foram utilizados 3μl de lipofectamina 3000 e 97μl de Meio E8, que foram 

misturados e incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. Após este período 

de incubação, foi combinado a solução de cada poço (A, B, C, D ou E) com a 

solução de Lipofectamina em Meio E8, resultando em um volume total  de 200 μl, 

que foi misturado suavemente e incubado pelo período de 20 minutos. As células 

tiveram seu meio removido e foi realizada uma lavagem com PBS e somente então 

foi adicionada a solução de lipofecção que permaneceu em incubação por 3 horas. 

 Nos dias 2, 3 e 4 o meio foi alterado para meio bES acrescido de 2ug/ml de 

G418, apenas nos poços B e D que havia sido realizada a incubação com plasmídeo 

PCDNA 3.1 e as imagens foram realizadas com 3, 48 e 72 horas. Cada poço foi 

congelado e armazenado em -150ºC. 
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3.5. RESULTADOS 

 

 Foram realizadas 16 replicatas de microinjeções embrionárias com quatro 

diferentes concentrações de material injetado e também variou-se o tempo de FIV 

entre 08 e 16 horas (Tabela 3). Nessas 16 replicatas foram produzidos 102 

blastocistos no grupo injetado e 156 blastocistos no grupo controle. Esses 

blastocistos produzidos foram coletados para genotipagem e verificação da possível 

inserção da sequência esperada por diferença de tamanho de bandas em 

eletroforese. Abaixo, nos tópicos subsequentes, estão demonstradas as taxas de 

Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento dos embriões produzidos de acordo com a 

concentração de material injetado por embrião, e logo após estão demonstrados os 

resultados da genotipagem. 

 

 3.5.1 Microinjeção embrionária com 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 

50ng/µl de gRNA e 20ng/µl de sequência doadora 

 

 Dentre os embriões microinjetados com esta concentração, foram obtidos 07 

blastocistos, porém desses blastocistos nenhum apresentou sinal fluorescente 

(Figura 12), estes embriões foram então armazenados para genotipagem com kit 

comercial Extract-N-Amp (Sigma – Aldrich).  
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Figura 12. Embriões produzidos in vitro e distribuídos em grupos controle e injetado. A imagem do 

embrião injetado, retrata um dos embriões do grupo injetado 16 horas após inseminação com as 

concentrações de 75ng/μl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/μl de gRNA e 20ng/μl de sequências 

doadoras de DNA, nele é possível observar que não há a fluorescência emitida pela proteína 

fluorescente mCherry, o que deveria ocorrer caso a recombinação homóloga tivesse sido eficiente. 

 

 Na Tabela 5 estão descritas as médias das taxas de clivagem, blastocisto e 

desenvolvimento dos embriões dos grupos Controle e Injetado, com FIV de 16 horas 

 

 

 

 

 

3.5.2. Microinjeção embrionária com 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl 

de gRNA e 50ng/µl de sequência doadora 

   

 Haja vista o insucesso das microinjeções embrionárias realizadas acima, 

alternativas foram buscadas, e uma delas foi a realização das microinjeções 

embrionárias oito horas após inseminação (08 hpi).  

 Os zigotos foram denudados conforme descrito no item 3.4.15 e foram 

injetadas as quantidades de 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl de gRNA e 

50ng/µl de sequência doadora (n=320, em 4 replicatas, 2 com FIV de 08 horas e 2 

com FIV de 16 horas), os zigotos foram então acondicionados em estufas nas 

mesmas condições de meio, temperatura e umidade que os embriões anteriores. 

Após o período de 186hpi estes embriões foram avaliados em microscópio de 
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epifluorescência para visualização do possível sinal fluorescente esperado caso o 

inserto (mCherry) tivesse sido devidamente incorporado. Todos os blastocistos que 

foram produzidos no grupo dos embriões injetados foram visualizados no 

microscópio de epifluorescência, no entanto nenhum apresentou sinal fluorescente. 

 As taxas de Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento de embriões produzidos 

com estas concentrações estão demonstradas na Tabela 6. 

 

 

 

3.5.3. Microinjeção embrionária com 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl 

de gRNA e 100ng/µl de sequência doadora 

  

 Foram realizadas outras 4 replicatas de microinjeção embrionária, desta vez 

foram utilizadas as concentrações de 75ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/µl de 

gRNA e 100ng/µl de sequência doadora (n=220, sendo 160 com FIV de 08 horas e 

60 com FIV de 16 horas) (Tabela 7). Na avaliação dos blastocistos produzidos no 

grupo dos embriões injetados em microscópio de epifluorescência, novamente não 

ocorreu a visualização de sinal fluorescente.  
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3.5.4. Microinjeção embrionária com 100ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 

100ng/µl de gRNA e 100ng/µl de sequência doadora 

 

 Em 05 replicatas foram microinjetados 360 zigotos com quantidades de 

100ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 100ng/µl de gRNA e 100ng/µl de sequência 

doadora (200 com FIV de 08 horas e 160 com FIV de 16 horas). Foram produzidos 

37 blastocistos e  todos foram visualizados em microscópio de fluorescência porém 

não foi visualizado sinal fluorescente em nenhum deles. As médias das taxas de 

Clivagem, Blastocisto e Desenvolvimento das replicatas 12 à 16 estão na Tabela 8. 
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3.5.5 Genotipagem 

 

 Foram submetidos à reação de PCR 22 embriões oriundos das replicatas 2, 3, 

8, 11, 12 e 14 coletados em estádio de blastocisto em d8 e 12 embriões que não 

chegaram ao estádio de blastocisto, mas que foram coletados para que se 

verificasse a possibilidade de a inserção ter ocorrido, mas que a sua viabilidade 

tivesse ficado comprometida, esses embriões foram oriundos das replicatas 15 e 16. 

 A eletroforese das amostras deveria evidenciar uma banda de 400 pares de 

base para a sequência intacta e 1123 pares de base para a sequência com inserção 

de mCherry. Dos 34 embriões testados, 33 apresentaram apenas a banda 

correspondente ao fragmento de 400 pares de bases, demonstrando que não 

ocorreu a inserção no local esperado e um embrião apresentou as duas bandas, 

uma no local correspondente aos 400 pares de bases e outra correspondente ao 

fragmento de 1123 pares de bases (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13. Embriões produzidos in vitro com FIV de 08 ou 16 horas, com diferentes concentrações de 

material injetado e submetidos à eletroforese em agarose 1%. Poços 1 e 21 correspondem ao 

marcador DNA Ladder (Invitrogen, by Thermo Fischer Scientific). Poços 2 a 6 correspondem à 
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replicata 14. Poços 7 a 11 correspondem à replicata 15. Poço 12 corresponde à replicata 02, poços 

13 a 16 correspondem à replicata 11. Poços 17 a 20 e 22 são oriundos da replicata 08. Poços 23 a 29 

representam embriões da replicata 16. Poço 30 corresponde à replicata 02 e poços 31 a 36 

correspondem à replicata 12. Nota-se no poço 32 a formação de duas bandas, uma na altura de 400 

pares de bases correspondente à amplificação da sequência sem edição e uma banda na altura 

correspondente a 1123 pb provavelmente correspondente à amplificação da sequência com inserção. 

 

3.5.6 Imunofluorescência 

 

 Foram obtidas imagens de embriões marcados para SOX17 (Figura 14A) e 

CDX2 (Figura 14B), demonstrando que tanto o protocolo quanto a técnica foram 

conduzidos de maneira eficaz, no entanto, não foram obtidas marcações com os 

anticorpos primários anti-SOX2, mesmo após sucessivas tentativas com diferentes 

ajustes no protocolo. 

 

 

Figura 14. A. Embrião produzido in vitro e submetido à reação de imunofluorescência com anticorpo 

primário goat anti-SOX17 (Novus Biologicals, Littleton, USA, AF1924) em concentração 1:100. B. 

Embrião submetido à imunofluorescência com anticorpo primário rabbit anti-CDX2 (Abcam, ab88129, 

MA, USA) em concentração 1:50. Estes embriões foram usados como controle positivo da técnica. 

 

 



71 
 

 

3.5.7. Transfecção de DNA em Células-Tronco Embrionárias bovinas 

 

 As células com material transfectado foram visualizadas após 3, 48 e 72 

horas. Apenas no poço B (Tabela 4) e nas imagens realizadas após 48 horas foi 

visualizada uma célula com sinal fluorescente (Figura 15). Nos demais poços de 

cultivo e nos demais horários não foi observado nenhum sinal fluorescente que 

pudesse indicar a inserção de mCherry. 

 

Figura 15. Imagem de microscopia de epifluorescência demonstrando célula com possível inserção 

de mCherry 

 

 

3.6. DISCUSSÃO 

 

  Os objetivos do projeto incluiam inserir uma sequência de proteína 

fluorescente mcherry na região gênica de SOX2 bovino e comparar a eficiência de 
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knock-in com uso de microinjeções em diferentes momentos do desenvolvimento 

embrionário. Em camundongos no estágio de 2 células, o sistema CRISPR/Cas9 

tem a possibilidade de maior atuação, pois é justamente neste momento que a 

cromatina está aberta devido a ativação do genoma embrionário, aumentando a 

possibilidade de clivagem do DNA e da reparação desta quebra através da 

recombinação homóloga gerando o knock-in (Gu et al, 2018). No entanto, em 

bovinos a ativação do genoma embrionário acontece em estágios mais avançados, 

entre 8 e 16 células (Meirelles et al., 2004) e, portanto, a microinjeção em estágio de 

2 células não teria a mesma eficiência tanto pelo fato de não ocorrer na janela de 

tempo que seria mais adequada, quanto pela necessidade de se realizar injeções 

em cada blastômero, aumentando a chance de morte celular. 

 Decidiu-se então, realizar as microinjeções embrionárias bovinas em estágio 

de zigoto, entre 16 e 18 horas após a inseminação das gotas, pois este momento 

pós-fecundação há maior probabilidade de os zigotos bovinos estarem na fase S do 

ciclo celular (Comizzoli et al. 2000), quando ocorre a síntese de DNA. Um recente 

experimento em camundongos realizou microinjeções embrionárias nesta fase e 

obteve bons resultados, com altas taxas de knock-in, utilizando proteína Cas9 

associada a um método de recombinação homóloga (Abe et al., 2020). 

 Deve-se ressaltar, que em estudos mais recentes realizados na espécie 

bovina, ficou constatado que a replicação do DNA ocorre logo após a fertilização in 

vitro, onde, na ocasião, 40% dos zigotos observados estava replicando seu DNA até 

10 hpi, em 20 hpi a maioria já havia replicado o seu DNA ou estava muito próximo 

de encerrar a fase S (Lamas-Toranzo et al., 2019). No entanto, ainda que tenham 

obtido altas taxas de knock-in direcionado, quando estes pesquisadores realizaram 

as microinjeções embrionárias em 16 hpi o percentual de mosaicismo ficou próximo 

de 100%, obtendo embriões mosaico tanto em grupos com a molécula RS-1 quanto 

em grupos sem esta molécula. 

 Portanto, decidiu-se realizar além das microinjeções embrionárias no período 

16 hpi, realizar também microinjeções às 8 hpi, com o intuito de abranger uma janela 

de tempo mais adequada para a atuação do sistema CRISPR/Cas9, talvez 

possibilitando uma boa taxa de knock-in com redução do número de embriões 

mosaicos. No entanto, apesar destas tentativas de se evitar o mosaicismo o único 

embrião que apresentou a banda de 1123 pares de bases correspondente à 

inserção de mCherry, apresentou também uma banda de 400 pares de bases, que 
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deveria ser identificada apenas nos embriões controles. Esta visualização pode ser 

consequência de uma inserção em apenas um dos alelos, pois caso a edição tivesse 

ocorrido nos dois alelos, uma única banda de 1123 pares de bases deveria ser 

visualizada. A banda inferior, com 400 pares de base, demonstra um alelo que não 

foi modificado ou, até mesmo que o sistema CRISPR/Cas9 tenha editado apenas o 

genoma materno e não paterno ou somente o paterno e não o materno, como 

observado em humanos (Ma et al., 2017). Apesar da microinjeção neste embrião ter 

sido realizada às 8 hpi, existe a possibilidade de que a estrutura tenha iniciado a 

multiplicação do seu conteúdo genético para a primeira divisão celular, e que talvez 

a Cas9 tenha atingido apenas alguma cópia dos alelos, formando um mosaico. 

 Reduzir ainda mais o tempo de entrega do sistema CRISPR/Cas9 talvez 

pudesse ser uma alternativa, assim pensamos em realizar as microinjeções 

diretamente nos oócitos, no entanto, assim como foi relatado nos experimentos de 

Lamas-Toranzo et al. (2019), quando realizamos a denudação anterior à FIV e os 

oócitos foram fertilizados sem a presença das células do cumulus a taxa de clivagem 

foi muito afetada e o desenvolvimento destes embriões ocorreu de forma muito 

deficiente. Portanto, acreditamos que, apesar dos resultados descritos aqui não 

apresentarem uma taxa de knock-in eficiente, o horário de microinjeção as 8hpi seja 

considerado um bom horário para a entrega dos componentes CRISPR/Cas9 aos 

zigotos bovinos.  

 Como descrito, apenas um embrião injetado após FIV de 08 horas e com 

concentração de 100ng/µl de mRNA para Cas9-mSA, 100ng/µl de gRNA e 100ng/µl 

de sequência doadora apresentou uma banda referente à inserção de mCherry. No 

entanto esta verificação só foi possível após genotipagem e verificação da banda em 

eletroforese. Em visualização em microscópio de epifluorescência não foi 

encontrado sinal fluorescente, sendo que o esperado era que caso houvesse a 

inserção da sequência de DNA que codifica mCherry na região gênica de Sox2, no 

momento da tradução, a proteína fusionada SOX2-mCherry emitisse o sinal 

fluorescente que seria visualizado nos núcleos das células da MCI. 

 Uma justificativa encontrada para esta não visualização de sinal fluorescente 

seria justamente o mosaicismo, que, justificaria algumas ou poucas células 

alteradas. A visualização de sinal fluorescente poderia ter ocorrido caso a expressão 

de SOX2 fosse monoalélica e o knock-in tivesse ocorrido no alelo expresso, 

entretanto em células-tronco embrionárias de camundongo sabe-se que a expressão 
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é bialélica (Li et al. 2014), reforçando a possibilidade de que poucas células 

apresentaram o knock-in. 

 Outro ponto a ser discutido tem relação com as concentrações de material 

injetado utilizadas neste experimento. Inicialmente haviam sido propostas as 

concentrações de 75ng/μl de mRNA para Cas9-mSA, 50ng/μl de gRNA e 20ng/μl de 

sequências doadoras de DNA, conforme descrito na literatura (Gu et al. 2018). No 

entanto em estudos realizados com a espécie bovina, melhores resultados foram 

obtidos quando as concentrações de material injetado foram significativamente 

aumentadas, chegando a 300ng/μl de mRNA para Cas9, 100ng/μl de RNA guia e 

100ng/μl de sequência para recombinação homóloga (Lamas-Toranzo et al., 2020). 

Estes pesquisadores ainda utilizaram uma molécula facilitadora da recombinação 

homóloga, a RS-1 (3-N-benzilsulfamoil) – 4 - 97 bromo – N – (4 – bromofenil) 

benzamida) (RS-1) que no estudo em questão realizou função semelhante do que 

testamos neste experimento com o complexo biotina-estreptavidina (Gu et al., 2018). 

O uso de destes facilitadores de recombinação homóloga é um ponto que precisa 

ser levado em consideração quando pretende-se realizar a inserção de sequências 

grandes. 

 Em nosso trabalho, com o uso do complexo biotina-estreptavidina, visamos 

induzir a atração física do inserto ao local de corte do complexo Cas9, mas existem 

outras ferramentas que podem ser utilizadas para que este objetivo seja atingido. A 

utilização da molécula RS-1 por exemplo, visa o aumento da ativação da via da 

recombinação homóloga em desfavor da via de junção de extremidades não 

homólogas (NHEJ), essa modificação do equilíbrio natural das vias, realizado pela 

RS-1, objetiva favorecer a via da recombinação homóloga, pois na corrida pelo 

reparo da quebra gerada pelo CRISPR/Cas9, em condições normais, a via NHEJ 

supera a via da recombinação homóloga (Jayavaradhan et al., 2019; Lamas-Toranzo 

et al., 2020) 

 Com frequência a inserção direcionada de fragmentos baseada em 

recombinação homóloga é dita como desafiadora (Nakao et al, 2015; Yao et al., 

2017;  Gu et al., 2018; Lamas-Toranzo et al., 2019; Jayavarandhan et al., 2019; 

Pineault et al., 2019), portanto alternativas para a facilitação da atuação do sistema 

CRISPR/Cas9 no local certo (Gu et al., 2018) e no momento certo (Lamas-Toranzo 

et al., 2020) estão em constante estudo, assim como a utilização de moléculas 

ativadoras da via de recombinação homóloga, como RS-1 (Lamas-Toranzo et al., 
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2020), como bloqueadores da via de NHEJ (Jayavarandhan et al., 2019), ou ainda 

com mecanismos que atrasem o reparo da quebra de fita dupla, aumentando a 

probabilidade de reparo pela via da HR, como no caso dos inibidores de 

polimerização de actina, citocalasina B ou D (Nakao et al., 2015). 

 De 34 embriões injetados e genotipados, apenas 1 embrião apresentou banda 

compatível com o local de inserção, e devido à falta de constância nas tentativas de 

amplificação de sequências com oligos que não estivessem contidos dentro do vetor 

doador, essa confirmação não foi possível. Dado este cenário, a única verificação 

possível deste resultado foi através da combinação de oligos contidos no vetor 

doador (Figura 9). Portanto, persiste a dúvida de que talvez a amplificação da banda 

referente a inserção pudesse estar atrelada ao próprio vetor injetado às 8 hpi.  

 No entanto foi demonstrado que em células humanas existem mecanismos 

que previnem a transmissão de DNA entre espécies, semelhante às endonucleases 

de restrição em bactérias (Stenglein et al., 2010). Estes pesquisadores verificaram 

que as proteínas APOBEC3 medeiam a degradação de DNA exógeno, sendo esta a 

sua importante função fisiológica. Por exemplo, APOBEC3A leva a degradação de 

DNA exógeno quando expressado em células em cultivo (Stenglein et al., 2010). Foi 

demonstrado que APOBEC3A é expresso em células tronco embrionárias (Tesar et 

al., 2007, Najm et al., 2011), e assim como em humanos, este sistema de restrição 

de DNA exógeno possivelmente atue em outros vertebrados (Stenglein et al., 2010), 

fazendo com que esta proteína seja capaz de estar presente nos embriões e levar a 

degradação de DNA exógeno durante o desenvolvimento, o que pode explicar 

detecção de inserção em apenas um dos embriões e sugerir que a banda 

amplificada esteja realmente inserida no DNA genômico.  

 Em conclusão, apesar do objetivo principal não ter sido alcançado, um passo 

importante foi dado, visto que um blastocisto bovino editado, ainda que de forma 

monoalélica e mosaico foi obtido. Isto sugere que as construções moleculares, a 

escolha e a utilização do complexo biotina-estreptavidina como facilitador de 

recombinação homóloga, bem como os ajustes de tempo de FIV e de concentração 

de materiais para a microinjeção podem ser ajustados para a obtenção de melhores 

resultados. 
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4. Considerações Finais  

 

 Os mecanismos relacionados à primeira diferenciação celular entre MCI e o 

TE seguidos pela diferenciação entre epiblasto e endoderma primitivo PE são 

intensamente estudados em camundongos, no entanto em bovinos estes 

mecanismos ainda carecem de informações mais precisas. Um maior entendimento 

acerca destes eventos pode fazer com que o processo de produção in vitro de 

embriões seja otimizado como um todo, aumentando as taxas de produção de 

embriões e diminuindo as perdas embrionárias tanto durante o cultivo e também as 

perdas gestacionais. 

 Alternativas como a remoção do SFB durante cultivo embrionário bovino in 

vitro podem auxiliar os pesquisadores a intensificarem os seus processos de 

produção de embriões, controlando melhor o seu ambiente de cultivo, resultando em 

resultados com maior robustez. Aqui verificou-se que não há diminuição de 

produção de blastocistos quando foram combinados a retirada do componente SFB 

da etapa de CIV com renovação do meio KSOM às 90hpi, gerando resultados mais 

confiáveis para nossas pesquisas sobre a diferenciação celular. 

 Ainda mais inovadoras, as ferramentas de edição gênica via CRISPR estão 

revolucionando a forma como os estudos moleculares são realizados. A inserção de 

proteínas repórteres fluorescentes abre caminho para possibilidades ainda pouco 

descritas, gerando conteúdo científico de alta qualidade e profundidade. A 

possibilidade de acompanhamento do desenvolvimento das linhagens celulares em 

tempo real é uma ferramenta importante, no entanto ainda é desafiadora e mais 

estudos são necessários para que a técnica de inserção gênica em embriões 

bovinos continue sendo aprimorada. 

 Por fim, uma melhor compreensão dos mecanismos de diferenciação celular 

poderá construir um sólido caminho acerca da otimização dos processos de PIVE e 

do aumento cada vez maior das taxas de produção. Aliado a isso, a construção de 

modelos knock-in e principalmente a possibilidade de inserções e deleções dirigidas 

abre um horizonte de grandes possibilidades para o futuro tanto para pesquisa 

básica, quanto para estudos aplicados, despontando como uma das mais 

importantes e promissoras ferramentas para o melhoramento genético do futuro. 
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Anexos 

 

Anexo 1   

 

Sequências de oligonucleotídeos utilizados no projeto. Nucleotídeos representados 

com letra minúscula correspondem a sequências acessórias para clonagem 

molecular.  
 

Oligonucleotídeo Sequência 

 

gRNA1 Fwd 

gRNA1 Rev 

 

caccGTGAGGGCCGGACGGTGAAC 

aaacGTTCACCGTCCGGCCCTCAC 

gRNA2 Fwd 

gRNA2 Rev 

SOX2 Fwd 5' short arm Hind 

SOX2 5’ Eco Rev  

SOX2 3' arm Fwd  

SOX2 3’arm Rev 

SOX2 GenAmp Fwd 

SOX2 GenAmp Rev 

SOX2 biotin Fwd 

SOX2 biotin Rev 

SOX2 detec mutation Fwd  

aaacGTTCACCGTCCGGCCCTCA 

aaacTCCGGCCCTCACATGTGCGAC 

atcgtgaagcttGTGTGGTGTGACCTGTTGCTG 

attagcgaattcCATGTGCGAGAGGGGCAG 

tgtacaagcccgggggatccGGGCCGGACGGTGAACTG 

tgtacaagcccgggggatccGGTACTCTGCGTTCTTGGCTGA 

CTGGTGGTCGTCAAACTCTGC 

AAACACCCACCCAGCAGATGAG 

TGCAGGAGTTCAGGAGGGAAATATG 

GGTACTCTGCGTTCTTGGCTGA 

TATGACCAGCTCGCAGACCTAC  
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 SOX2 detec mutation Rev 1 

SOX2 detec mutation Rev 2 

pBS seq Fwd 

pBS seq Rev 

U6 seq primer 

mCherry Fwd seq 

mCherry Rev seq 

CTTGCTGTCCTCCATTTCCCT 

GTGTGGATGGGATTGGCGTT 

CCCAATACGCAAACCGCCTC 

TAATAGCGAAGAGGCCCGCAC 

CAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGA 

CCCCGTAATGCAGAAGAAGA 

TTGGTCACCTTCAGCTTGG 
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