
 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

Potencial de transfecção de células tronco mesenquimais bovinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FERNANDA BORGES DUARTE 

 

 

 

BRASÍLIA-DF 

2018

UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA ANIMAL 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Potencial de transfecção de células tronco mesenquimais bovinas 

 

 

Fernanda Borges Duarte 

 

 

 

Orientadora: Profª. Drª. Sônia Nair Báo 

Co-orientador: Dr. Carlos Frederico Martins 

 

 

BRASÍLIA-DF, 2018 

 
Trabalho de Mestrado apresentado 

ao Programa de Pós-Graduação em 

Biologia Animal da Universidade 

de Brasília como parte dos 

requisitos necessários para a 

obtenção de título de Mestre em 

Biologia Animal. 

UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA ANIMAL 



3 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Eu agradeço primeiramente ao meu pai, à minha mãe e ao meu irmão que 

sempre me apoiaram e me deram o suporte necessário ao longo desses dois anos e meio 

de mestrado. Agradeço especialmente aos meus pais por todos os investimentos feitos 

na minha educação. Sem vocês nada disso seria possível. 

Agradeço ao meu querido professor, Ivo Pivato, do curso de Medicina 

Veterinária por ter acreditado no meu potencial e, por isso, ter me indicado para este 

projeto tão desafiador. 

Agradeço ao pesquisador Carlos Frederico Martins (Fred) e à professora Sônia 

Báo por terem me acolhido neste projeto, por terem acreditado em mim, pela paciência 

com as dificuldades ao longo do desenvolvimento do trabalho, que não foram poucas, e 

pela orientação dada. 

Agradeço à Universidade de Brasília e à EMBRAPA, que me receberam para a 

realização deste trabalho, bem como à FAP-DF, à FINEP, ao CNPq e à CAPES por 

financiarem o meu projeto de pesquisa. 

Agradeço ao professor Marcelo Brígido que, apesar de não ser oficialmente um 

de meus orientadores, me auxiliou em diversos momentos ao longo de todo o 

experimento me ajudando a desenvolver e a compreender melhor este campo da 

biologia molecular que era completamente novo a mim. Bem como ao pesquisador 

Eduardo Melo que por vezes me orientou e ainda cedeu material para realização deste 

experimento. 

Não posso deixar de agradecer a toda a equipe do professor Marcelo e da 

professora Andrea Maranhão que me recebeu tão bem em seu laboratório, sempre 

disposta a me ensinar, a me ajudar e, por muitas vezes, a escutar meus desabafos em 



4 

 

 

relação aos resultados que demoraram a dar certo. Gostaria de agradecer especialmente 

à Isabel Sousa, à Manuela Maragno, ao Ronny Petterson e ao Renato, que me 

auxiliaram ao longo de todo o experimento. Sem vocês esse experimento não teria 

acontecido. 

Agradeço à Heidi que, sabendo da minha dificuldade de locomoção até a 

EMBRAPA CTZL, me auxiliou no início do cultivo celular e me orientou nos cuidados 

com as minhas células. Agradeço também ao Jhones por me ajudar com as primeiras 

imagens de microscopia de fluorescência, além de me manter informada sobre o 

computador que quebrou com as minhas imagens dentro (e até hoje não voltou!) e à 

Natalia que também me auxiliou pacientemente com as posteriores imagens de 

microscopia de fluorescência. 

Agradeço aos meus amigos de longa data, Bia e Gui, que me apoiaram e me 

deram forças nos momentos de dúvidas e cansaço e sempre me incentivaram.  

Por fim, não poderia deixar de agradecer ao Bruno pelo apoio, pelos conselhos, 

pela ajuda, pelo colo quando eu precisei, mas, acima de tudo, pela parceria ao longo 

deste semestre. Sem dúvidas a sua companhia tornou este período muito mais leve. 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO                                                                                                   14 

1.1. Anticorpo                                                                                                      14 

1.2. Anticorpos monoclonais e seu uso na clínica                                               15 

1.2.1. O mercado dos anticorpos monoclonais e as diferentes formas de 

produção                                                                                            17 

1.2.2. Anticorpo anti-CD3                                                                           20 

1.3. Desenvolvimento experimental                                                                    21 

2. JUSTIFICATIVA                                                                                                25 

3. OBJETIVOS                                                                                                        26 

3.1. Objetivos gerais                                                                                            26 

3.2. Objetivos específicos                                                                                    26 

4. MATERIAL E MÉTODOS                                                                                 27 

4.1. Local de realização deste trabalho                                                                27 

4.2. Isolamento e caracterização das células tronco                                            27 

4.3. Construção do vetor plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-FEO para expressão 

em glândula mamária                                                                                    28 

4.4. Obtenção do plasmídeo recombinante pBC1-anti-CD3-IRES-FEO em 

células de Escherichia coli                                                                           28 

4.4.1. Produção e seleção de colônias celulares recombinantes                  28 

4.4.2. Obtenção do DNA plasmidial                                                            29 

4.4.3. Quantificação e verificação de perfil eletroforético do DNA 

plasmidial                                                                                           30 



6 

 

 

4.4.4. Digestão do pBC1-anti-CD3-IRES-FEO para remoção do DNA 

bacteriano                                                                                           30 

4.5. Obtenção do plasmídeo recombinante pEF-NEO-GFP em células de 

Escherichia coli                                                                                            31 

4.6. Comparação do potencial de transfecção dos tipos celulares estudados 

utilizando os diferentes kits: lipofectamine® LTX com reagente PLUS™ e 

Xfect™                                                                                                         31 

4.6.1. Culturas celulares                                                                              31 

4.6.2. Produção de células geneticamente modificadas                               32 

4.6.2.1. Preparo das células para os protocolos de transfecção 

celular                                                                                          32 

4.6.2.2. Protocolos de transfecção celular empregando os 

diferentes kits a serem testados                                                   32 

4.6.3. Análises pós-transfecção nos diferentes grupos celulares                 33 

4.6.3.1. Análise de expressão de GFP                                           33 

4.6.3.2. Análise da mediana de fluorescência e da morfologia 

celular                                                                                          33 

4.6.3.3. Verificação da presença do pBC1-anti-CD3-IRES-FEO 

nas células transformadas por reação em cadeia de polimerase 

(PCR)                                                                                           34 

4.6.3.3.1. Preparo das células transformadas e selecionadas para 

análise por PCR                                                               35 

4.6.3.3.2. Análise das amostras                                                        36 

4.7. Análise estatística                                                                                         34 

5. RESULTADOS                                                                                                   37 



7 

 

 

5.1. Obtenção dos DNA de interesse em células e Escherichia coli                   37 

5.2. Remoção do DNA de origem bacteriana do plasmídeo pBC1-anti-CD3-

IRES-FEO                                                                                                     37 

5.3. Cultivo celular                                                                                              38 

5.4. Transfecção celular                                                                                       39 

5.5. Análises pós-transfecção                                                                              39 

5.5.1. Microscopia de fluorescência                                                            39 

5.5.2. Análise em citometria de fluxo                                                          42 

5.5.3. Análise de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)                         49 

6. DISCUSSÃO                                                                                                       52 

7. CONCLUSÕES                                                                                                   59 

8. PERSPECTIVAS                                                                                                 60 

9. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS                                                                61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Esquema de uma molécula de anticorpo IgG secretada (Adaptado de Abbas et 

al., 2008)                                                                                                                          14 

Figura 2: Mapa do plasmídeo pBC1-anti-CD3-IRES-FEO                                           23 

Figura 3: Perfil eletroforético de digestão do DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-

FEO com as enzimas de restrição Not I e/ou Sal I                                                          36 

Figura 4: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas do tecido 

adiposo após 24 h da transfecção celular                                                                         40 

Figura 5: Microscopia de fluorescência dos fibroblastos após 24 h da transfecção 

celular                                                                                                                              41 

Figura 6: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas da geleia de 

Wharton após 24 h da transfecção celular                                                                       42 

Figura 7: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas do tecido 

adiposo após 48 h da transfecção celular                                                                         43 

Figura 8: Microscopia de fluorescência dos fibroblastos após 48 h da transfecção 

celular                                                                                                                              44 

Figura 9: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas da geleia de 

Wharton após 48 h da transfecção celular                                                                       45 

Figura 10: Gráfico de pontos e gráfico da mediana de fluorescência (MF) referentes à 

análise por citometria de fluxo dos diferentes tratamentos para as células mesenquimais 

isoladas do tecido adiposo                                                                                               47 

Figura 11: Gráfico de pontos e gráfico da mediana de fluorescência (MF) referentes à 

análise por citometria de fluxo dos diferentes tratamentos para os fibroblastos             48 

Figura 12: Perfil eletroforético do DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-FEO 

proveniente da maxiprep (Controle positivo) após realização da análise por reação em 

cadeia da polimerase                                                                                                        50 

Figura 13: Perfil eletroforético da análise por PCR realizada com as amostras de 

material genômico extraídas dos fibroblastos após duas semanas em cultivo sob pressão 

seletiva com geneticina                                                                                                    50 

Figura 14: Perfil eletroforético da análise por PCR realizada com as amostras de 

material genômico extraídas das células mesenquimais isoladas do tecido adiposo após 

duas semanas em cultivo sob pressão seletiva com geneticina                                       51 

 



9 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Diferentes isótipos de imunoglobulinas e suas funções (Adaptada de Abbas et 

al., 2008)                                                                                                                          14 

Tabela 2. Sequência e anelamento de ambos os iniciadores e tamanho do amplicon 

resultante da reação em cadeia de polimerase                                                                 35 

Tabela 3. Mediana de fluorescência para os diferentes tratamentos de transfecção em 

células mesenquimais isoladas do tecido adiposo e fibroblastos bovinos                       49 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

 

RESUMO 

 

Células de diferentes origens comportam-se de maneira distinta quanto à 

incorporação de um material genético exógeno e formação de uma célula 

transgênica. Tendo isto em vista, diferentes protocolos de transfecção foram testados 

e comparados para células mesenquimais de duas origens distintas: da geleia de 

Wharton (CMGW), do tecido adiposo (CMADP) e fibroblastos (FIB). O anti-CD3 

humanizado é um anticorpo monoclonal que interage com a molécula CD3 do 

receptor da célula T levando à supressão das células T, tendo em vista que esta 

região é responsável pela ativação destas células. Por este motivo, este anticorpo é 

considerado uma opção no tratamento de doenças autoimunes e pós transplantes de 

órgãos. Sabendo do seu potencial para a saúde pública e pensando em formas de 

otimizar a produção do anti-CD3 humanizado ele foi utilizado neste trabalho para a 

produção de células transgênicas que, no futuro, poderão ser utilizadas na 

elaboração de animais biorreatores produtores desta proteína recombinante por meio 

de transferência nuclear. Neste projeto, a técnica de transfecção foi aplicada 

utilizando os kits de transfecção: lipofectamine® LTX com reagente PLUS™ e 

Xfect™. Após o tratamento, as células foram submetidas a análises de microscopia 

de fluorescência, citometria de fluxo e reação em cadeia de polimerase (PCR). As 

células mesenquimais da geleia de Wharton mostraram-se sensíveis aos tratamentos 

e entraram no estágio de morte celular. Na citometria de fluxo, a mediana da 

fluorescência foi superior para as CMADP em relação aos FIB, tanto para o reagente 

XFECT (20.057 ± 1.620,7 e 10.601 ± 702,86, respectivamente. p < 0,05) quanto 

para o LTX (19.590 ± 113,84 e 10.518 ± 442,65 respectivamente. p < 0,05). Estes 

resultados, associados à avaliação de epifluorescência, demonstraram que as 
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CMADP apresentam uma melhor resposta à transfecção quando comparadas aos 

FIB, independente do kit utilizado. Além disso, a PCR realizada com as células 

mesenquimais do tecido adiposo e com os fibroblastos co-transfectados comprovou 

a presença do DNA de interesse em todas as amostras, viabilizando esta abordagem 

em experimentos futuros. 

 

 

Palavras-chave: Transfecção, pBC1, anti-CD3 humanizado, anticorpo monoclonal. 
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ABSTRACT 

 

Cells from different origins behave differently regarding the incorporation of an 

exogenous genetic material and the formation of a transgenic cell. Taking that into 

consideration, different transfection protocols were tested and compared to 

mesenchymal cells of two distinct origins: Wharton's jelly (CMGW), adipose tissue 

(CMADP) and fibroblasts (FIB). Humanized anti-CD3 is a monoclonal antibody that 

reacts with the CD3 molecule of the T cell receptor leading to suppression of the T 

cells, since this region is responsible for the activation these cells. For this reason, this 

antibody is considered as an option in the treatment of autoimmune diseases and after 

organ transplants to avoid rejection. Knowing the potential of this monoclonal antibody 

for public health and thinking of ways to optimize the production of the humanized anti-

CD3, it was used in this experiment to produce transgenic cells that, in the future, could 

be used in the production of transgenic animal bioreactors, which expresses this 

recombinant protein, by nuclear transfer. In this study, the transfection technique was 

applied using the transfection kits: lipofectamine® LTX with PLUS™ reagent and 

Xfect™. After the treatment the cells were submitted to fluorescence microscopy, flow 

cytometry and polymerase chain reaction (PCR) analyzes. Wharton’s jelly 

mesenchymal cells were sensitive to the treatments and entered in the cell death stage. 

In the flow cytometry, the fluorescence median was higher for the CMADP in relation 

to the FIB, for both Xfect reagent (20,057 ± 1,620.7 and 10,601 ± 702.86, respectively, 

p < 0.05) and for the LTX (19,590 ± 113.84 and 10,518 ± 442.65 respectively, p  <  

0.05). These results, associated with the evaluation of epifluorescence, demonstrated 

that the CMADP present a better response to transfection when compared to the FIB, 

regardless of the kit used. In addition, the PCR performed with co-transfected 
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mesenchymal cells of the adipose tissue and fibroblasts confirmed the presence of the 

DNA of interest in all samples, making this approach feasible in future experiments. 

 

Keywords: Transfection, pBC1, humanized anti-CD3, monoclonal antibody 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Anticorpo 

Os anticorpos (Ac), moléculas produzidas pelos linfócitos B, são parte 

fundamental do sistema imunológico. Eles estão envolvidos na resposta imune humoral 

e agem reconhecendo os antígenos extracelulares. Dependendo do tipo de estímulo e do 

Ac resultante, o mecanismo de ação pode variar, mas as suas funções básicas são de 

neutralizar ou marcar os corpos estranhos a fim de eliminá-los, seja pela ativação do 

sistema complemento, seja pela ativação de células envolvidas no sistema imune que 

apresentem função fagocitária (Abbas et al., 2008). 

A estrutura básica de um anticorpo (Fig. 1), ou imunoglobulina (Ig) como também 

pode ser denominado, é composta por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves 

idênticas. Ambas possuem uma região variável, com função de reconhecimento do 

antígeno, e uma região constante, mas apenas na cadeia pesada esta fica responsável por 

interagir com outras estruturas do sistema imune ou por ancorar a Ig à membrana 

plasmática dos linfócitos B (Janeway et al., 2001; Abbas et al., 2008). 

 

Figura 1: Esquema de uma molécula de anticorpo IgG secretada (Adaptado de 

Abbas et al., 2008). VH – Domínio variável da cadeia pesada; VL – Domínio variável da 

cadeia leve. CH
1-3 – Domínio constante da cadeia pesada CL – Domínio constante da 

cadeia pesada; Fc – Fragment, Crystallizable; Fab – Fragment, antigen biding. 
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As imunoglobulinas secretadas podem ser classificadas, de modo geral, em IgA, 

IgE, IgG e IgM. O que diferencia umas das outras é a região constante da cadeia pesada, 

tanto na composição quanto no tamanho da estrutura. Tendo em vista que esta região é 

responsável pela interação do anticorpo com o restante do sistema imune, cada Ig vai 

apresentar uma função efetora diferente (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Diferentes isótipos de imunoglobulinas e suas funções (Adaptada de Abbas et 

al., 2008) 

 

 

1.2. Anticorpos monoclonais e seu uso na clínica 

A resposta imune humoral é naturalmente policlonal, pois, quando um corpo 

estranho ao hospedeiro é identificado pelos linfócitos B, estes são ativados produzindo 

Ac específicos para o antígeno ao qual ele reconheceu. No entanto, diferentes linfócitos 

B se ligam a diferentes epítopos de um antígeno, gerando anticorpos com 

especificidades diferentes (Abbas et al., 2008). 
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Embora os anticorpos policlonais (pAc) extraídos do soro de animais imunizados 

tenham aplicações clínicas, já foi demonstrado que apenas um pequeno número dos Ac 

presentes apresentará a especificidade desejada podendo levar a uma baixa eficiência no 

tratamento. Já os demais Ac presentes podem levar ao surgimento de efeitos colaterais 

no paciente que receber o medicamento. Além disso, há uma dificuldade de replicação 

dos resultados em uma segunda aplicação, tendo em vista que a composição do soro 

pode mudar de uma produção para outra (Nilson et al., 2005; Ferrara et al., 2015; 

Chaisri e Chaicumpa, 2018). 

Em 1975, Köhler e Milstein desenvolveram a técnica de hibridação, que consiste 

na junção de células do mieloma com esplenócitos de ratos, previamente imunizados 

para um antígeno de interesse, produzindo uma linhagem de células híbridas 

imortalizadas produtoras de anticorpos. Por serem originados de um único clone os Ac 

resultantes são denominados de anticorpos monoclonais (mAc) e apresentam 

especificidade para uma única região do antígeno. Pelo desenvolvimento desta 

importante técnica, ambos receberam o prêmio Nobel de medicina em 1984. 

Com o advento desta técnica foi possível desenvolver diversos fármacos como o 

OKT3 (Kung et al., 1979), também conhecido como muromonab-CD3, o primeiro 

anticorpo monoclonal a ser liberado pelo órgão regulador dos Estados Unidos – FDA 

(Food and Drug Administration) – em 1986. Por este ser de origem murina os pacientes 

acabavam desenvolvendo anticorpos humanos anti-murinos (HAMA – do inglês human 

anti-murine antibodies) que, por sua vez, formavam complexos com os mAc de origem 

murina levando a uma diminuição ou até a uma eliminação dos efeitos do tratamento 

(Hosono et al., 1992; Sgro, 1995). Por esta e outras razões, melhor exploradas no tópico 

‘1.2.2.’, este medicamento foi descontinuado. 
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Procurando solucionar os problemas relacionados à resposta HAMA, anticorpos 

quiméricos foram produzidos por meio da engenharia genética em que a região variável 

ou toda a região Fab do Ac permanece sendo de origem murina e toda a região 

constante ou a região Fc passa a ser de origem humana, diminuindo a sua 

imunogenicidade e aumentando a sua meia-vida (Morrison et al., 1984; LoBuglio et al., 

1989). 

Em busca de diminuir ainda mais a resposta imune contra estes fármacos, os 

anticorpos monoclonais humanizados foram produzidos. Estes apresentam a região 

constante do Ac humano, já a fração variável é desenhada para assemelhar-se ao 

máximo com a humana, porém as regiões determinantes de complementariedade (CDR 

– do inglês complementarity determining regions) de origem murina, responsáveis por 

reconhecer e se ligar ao antígeno, são mantidas (Maranhão e Brígido, 2001). 

Já é possível inclusive produzir anticorpos monoclonais completamente humanos 

utilizando estratégia semelhante a técnica de hibridação ou até por meio de ratos 

transgênicos, cujos linfócitos B expressam anticorpos humanos (Brüggemann et al., 

2015). 

Desde a aprovação do primeiro mAc na clínica, diversos outros fármacos foram 

produzidos e regulamentados como o Rituximab em 1997 (Scott, 1998), o Pertuzumab 

em 2012 (Amri-Kordestani, 2014), o Atezolizumab em 2016, e as drogas que foram 

posteriormente desenvolvidas para o mesmo fim clínico, Durvalumab, Nivolumab, 

Avelumab e Pembrolizumab (Hsu et al., 2017), comprovando a relevância desta 

tecnologia na terapêutica e a importância de estudos realizados a fim de produzir novos 

medicamentos cada vez mais específicos e mais eficientes. 

 

1.2.1. O mercado dos anticorpos monoclonais e as diferentes formas de produção 
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Entre os anos de 1986 e 2014 um total de 58 fármacos provenientes de mAc, dos 

diversos tipos, foram aprovados na Europa e/ou nos Estados Unidos, destes, 11 foram 

descontinuados, por diferentes motivos, permanecendo 47 em uso clínico. Em 2010, o 

comércio dos anticorpos monoclonais terapêuticos apresentou um rendimento de US$ 

42,4 bilhões e, em apenas 3 anos, esse valor subiu para aproximadamente US$ 75 bi, o 

que representa um aumento de quase 77%, com previsões de atingir o patamar de US$ 

125 bi até 2020 (Yagami et al., 2013; Ecker et al., 2015). 

Em 2013, o anticorpo monoclonal humano Humira® apresentou sozinho vendas 

de aproximadamente US$ 11 bi, sendo este o maior valor registrado para um 

biofármaco até então, e outros cinco medicamentos (Remicade®, Enbrel®, Rituxan®, 

Avastin® e Herceptin®) apresentaram vendas superiores a US$ 6 bi (Ecker et al., 

2015). 

A crescente demanda por estes fármacos leva a uma constante busca por 

estratégias cada vez mais eficientes de produção. A hibridação, que consiste na junção 

de células produtoras de anticorpos com células cancerígenas, foi a primeira tecnologia 

desenvolvida para este fim. Esta técnica pode ser associada a uma tecnologia 

desenvolvida posteriormente: ratos transgênicos produtores de imunoglobulinas 

humanas. Neste caso, os linfócitos B destes animais são utilizados para a formação dos 

hibridomas gerando mAc humanos (Yagami et al., 2013; Chaisri e Chaicumpa, 2018). 

Outras metodologias utilizadas para este fim são o phage e o yeast display em 

que, geralmente, fragmentos de anticorpos são produzidos e expressos na superfície de 

fagos e leveduras, respectivamente. Os fagos apresentam uma produção mais elevada 

quando comparados às leveduras, no entanto, o controle dos parâmetros de seleção é 

mais eficiente nas leveduras (Sheehan e Marasco, 2015). 
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Células de mamíferos vêm sendo muito utilizadas para a produção de anticorpos 

monoclonais, de forma que a grande maioria dos mAc terapêuticos são produzidos por 

meio desta tecnologia. Este processo comumente envolve o crescimento de células 

hospedeiras (as mais comuns são a NS0, a CHO e a PER.C6, oriundas de mieloma 

murino, ovário de hamster chinês e células da retina embrionária, respectivamente), 

escolha do vetor de expressão e clonagem molecular com o plasmídeo referente ao mAc 

de interesse, transfecção celular e identificação do bioproduto no meio de cultivo (Li et 

al., 2010). 

Esta técnica pode ser laboriosa e onerosa tendo em vista a dificuldade de se 

otimizar os processos de produção levando em consideração o tipo celular a ser 

utilizado, o complexo meio de cultivo e as demandas específicas a cada caso, além das 

taxas de produção de mAc (Suscovich e Alter, 2015). 

Por fim, o desenvolvimento de animais transgênicos biorreatores tornou-se 

possível com os avanços no campo da engenharia genética. Estes animais têm o seu 

DNA alterado para produzir bioprodutos em uma ou mais de suas secreções como: leite, 

saliva, sangue, urina, sêmen ou clara do ovo, por exemplo (Wang et al., 2000). 

Diversos animais transgênicos já foram produzidos para este fim, desde animais 

de laboratório como ratos (Quian et al., 2014; Wu et al, 2014) e coelhos (Lipinski et al., 

2012), quanto animais de grande porte como suínos (Lee et al., 2014), caprinos (Freitas 

et al., 2007), bovinos (Wu et al., 2012) e bubalinos (Lu et al., 2018). 

Esta técnica vem sendo considerada promissora por permitir uma produção em 

larga escala de proteínas recombinantes de interesse, além de apresentar um custo 

inferior quando comparado às demais formas de produção (Wang et al., 2000), 

características atrativas por irem ao encontro das necessidades do mercado. 
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1.2.2. Anticorpo Anti-CD3 

O anticorpo monoclonal OKT3 foi produzido por Kung e colaboradores em 1979. 

Eles demonstraram neste trabalho a interação desta molécula com a superfície de células 

T periféricas.  

Hoje já se sabe que esta reação ocorre mais especificamente com a molécula CD3, 

um dos componentes invariáveis do receptor da célula T (TCR – do inglês T cell 

receptor), que, por sua vez, tem como função ativar as células T efetoras ao reconhecer 

os peptídeos dos antígenos apresentados pelo complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) (Abbas et al., 2008). 

A reação com este importante componente do complexo TCR em células T 

maduras leva inicialmente a uma hiperestimulação destas células, com posterior 

inibição do processo de lise celular. O segundo processo acaba gerando uma supressão 

das células T enquanto o medicamento estiver sendo utilizado e, por esta característica, 

a droga passou a ser considerada como um possível tratamento em indivíduos que 

precisam suprimir o sistema imune como, por exemplo, em pacientes recém-

transplantados (Chang et al., 1981; Landegren et al., 1982; Abbas et al., 2008). 

Em 1986, o uso deste anticorpo foi autorizado nos Estados Unidos pela FDA no 

tratamento à rejeição de transplantes de órgãos sólidos (Kuhn e Weiner, 2016). Ao 

longo do seu tempo de uso, porém, foram observados alguns efeitos adversos 

relacionados à primeira dose do medicamento, em decorrência da ativação das células T 

com a consequente liberação de citocinas inflamatórias, como: dores de cabeça, 

náuseas, vômito, febre, podendo provocar também, em casos extremos, trombose, 

insuficiência renal, desordens cardiorrespiratórias ou, mais raramente, encefalopatias 

(Sgro, 1995). 
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Outro efeito adverso comum é a produção de anticorpos contra o próprio OKT3, 

por este ser de origem murina, impedindo o uso prolongado desta droga e inviabilizando 

tratamentos a longo prazo (Chatenoud et al., 1986; Kimball et al., 1995). Por estes 

motivos o OKT3 foi descontinuado e desde então não foi autorizada a utilização de 

outro anticorpo monoclonal anti-CD3 na clínica médica. 

Devido a sua especificidade de reação com as células T maduras e seu poder de 

modulação imunogênica, o uso do anti-CD3 é considerado como promissor no 

tratamento de diversas doenças e condições clínicas que envolvem processos 

autoimunes. Tendo isso em vista, novos estudos surgiram na tentativa de humanizar este 

anticorpo a fim de diminuir ou eliminar os efeitos adversos tornando a droga mais 

segura, além de permitir tratamentos a longo prazo (Routledge et al., 1991; Bolt et al., 

1993; Herold et al., 2002; Silva et al., 2009).  

Desde o desenvolvimento do OKT3 até hoje, com o processo de humanização do 

anti-CD3, essa droga já foi testada, sozinha ou em associação com outras drogas, no 

tratamento de diversos quadros clínicos como: rejeição ao transplante de órgãos sólidos 

(Fung et al., 1987; Gordon et al., 1988; Fung & Starzl, 1991; Hooks, Wade e Millikan, 

1991), diabetes tipo 1 (Chatenoud et al., 1994; Begum et al., 2009), hepatite autoimune 

(Marceau et al., 2014) e câncer de próstata resistente à castração (Vaishampayan et al., 

2015), geralmente apresentado bons resultados, provando a relevância da produção 

deste anticorpo para a saúde pública, sendo escolhido para testes neste trabalho de 

mestrado. 

  

1.3. Desenvolvimento experimental 

Tendo em vista o potencial da técnica de geração de animais transgênicos 

biorreatores para a produção de biofármacos, este estudo procurou comparar protocolos 
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de transfecção para produção de células tronco mesenquimais bovinas geneticamente 

modificadas a fim de, no futuro, utilizar a melhor estratégia na geração de um animal 

biorreator. 

Nestes casos, a glândula mamária é considerada a melhor opção para a produção 

de bioprodutos, pois tem uma alta capacidade de produção diária, além de proporcionar 

uma fácil coleta (Wang et al., 2000). 

Pensando nisso, o vetor escolhido foi o pBC1 (Invitrogen®). Trata-se de um vetor 

comercial que visa promover a expressão de proteínas recombinantes no leite de fêmeas 

transgênicas. As sequências gênicas referentes ao promotor de β-caseína e ao DNA 

genômico da β-caseína de cabras estão presentes, desta forma, o DNA de interesse é 

expresso basicamente na glândula mamária no período de lactação (Invitrogen, 2010). 

Além disso, o vetor pBC1 apresenta uma sequência de íntrons e éxons da própria 

β-caseína, tendo como finalidade o aumento na taxa de expressão deste DNA, bem 

como, o gene do insulador de β-globulina, responsável por proteger o promotor de β-

caseína de possíveis estruturas regulatórias que estejam próximas, promovendo a sua 

expressão, independente do local de inserção do DNA plasmidial ao DNA genômico 

(Invitrogen, 2010). 

Este plasmídeo também possui sequências gênicas importantes na etapa de 

clonagem molecular como o gene bla, que confere resistência à ampicilina, e a origem 

de replicação (ori) do plasmídeo pBR322, utilizada pela bactéria para produzir múltiplas 

cópias deste DNA (Invitrogen, 2010).  Todas essas sequências gênicas, no entanto, 

aumentam muito o tamanho do plasmídeo, que, sem o inserto de interesse, apresenta 

21,6 kb. 

Por ter sido desenhado para técnica de microinjeção pronuclear, este DNA não 

possui uma sequência gênica que permita a seleção das células geneticamente 
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modificadas ao utilizá-lo na técnica de transfecção de células de mamíferos como, por 

exemplo, resistência a antibiótico adequado ou fluorescência que permita a distinção 

entre células transfectadas e não-transfectadas. Este problema pode ser resolvido 

adicionando a marca de seleção ao DNA de interesse ou realizando uma co-transfecção 

com um segundo DNA que possua as marcas de seleção adequadas para células de 

mamíferos. 

Pensando em experimentos in vitro futuros, a sequência IRES-FEO, que apresenta 

tanto a proteína fluorescente verde (GFP) quanto a resistência aos antibióticos da 

família da neomicina, foi acrescida ao gene do anticorpo anti-CD3 humanizado. No 

entanto, este DNA só será expresso em células de glândula mamária, não servindo como 

método de seleção neste trabalho (Fig. 2). O DNA pEF-NEO-GFP (6.097 pb), que 

apresenta os mesmos meios de seleção, foi utilizado para a co-transfecção. 

 

Figura 2: Mapa do plasmídeo pBC1-anti-CD3-IRES-FEO. 
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Dois kits foram escolhidos para os testes de transfecção: lipofectamine® LTX 

com reagente PLUS™ (Thermo Scientific™) e Xfect™ (Clontech). O primeiro é um 

lipossoma catiônico acrescido de um coquetel de peptídeo que tem a finalidade de 

potencializar a reação de transfecção. Já o segundo é um polímero catiônico 

biodegradável de baixa citotoxicidade. 

Por fim, as células foram selecionadas baseadas em estudos anteriores em que 

Silva e colaboradores (2016a, 2016b) isolaram e caracterizaram células tronco 

mesenquimais provenientes do tecido adiposo e da geleia de Wharton, substância 

gelatinosa presente no cordão umbilical, posteriormente demonstrado o potencial destas 

células como doadoras de núcleo na técnica de transferência nuclear. Além disso, as 

células mesenquimais têm como característica a capacidade de se diferenciar em outros 

tipos celulares, bem como, costumam apresentar uma facilidade de cultivo in vitro, que 

serviram como atrativos na sua escolha para este trabalho (Sharma et al., 2014). 

Já os fibroblastos foram selecionados por serem muito utilizados na clonagem 

animal tendo como vantagem a sua facilidade de coleta e cultivo in vitro, apresentando 

protocolos bem definidos, além de já terem sido empregados na produção de animais 

transgênicos (Melo et al., 2005; Meng et al., 2013; Lu et al, 2018). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Células de diferentes origens comportam-se de maneira distinta quanto à 

incorporação de um material genético exógeno e obtenção de uma célula transgênica. 

Tendo isto em vista, fibroblastos e células tronco mesenquimais bovinas isoladas do 

tecido adiposo e da geleia de Wharton foram submetidas a mais de um protocolo de 

transfecção.  

Baseado em estudos anteriores, verificou-se que o lipossoma lipofectamine® é 

bastante efetivo na transfecção de fibroblastos bovinos. Sugere-se que a adição de um 

coquetel de peptídeos disponível comercialmente reforce a ligação DNA/lipossoma.  O 

polímero catiônico de baixa toxicidade celular, Xfect™ (Clontec), também foi testado 

com fins comparativos. 

O anticorpo monoclonal anti-CD3 humanizado apresenta-se como uma 

possibilidade no tratamento de doenças autoimunes e em pacientes transplantados a fim 

de evitar rejeição ao órgão, sendo de relevância à saúde pública.  

O desenvolvimento de um protocolo eficiente para a produção de células 

transgênicas para este gene auxilia em pesquisas futuras nas quais estas poderão servir 

como células doadoras de núcleo na técnica de transferência nuclear, por exemplo. Esta 

técnica é considerada como uma opção para a produção de animais biorreatores para 

proteínas recombinantes de interesse, o que potencializaria a produção deste anticorpo 

em larga escala. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivos gerais 

Verificar e comparar o potencial de transfecção dos fibroblastos (FIB) e das 

células mesenquimais bovinas de duas diferentes origens:  geleia de Wharton (CMGW) 

e tecido adiposo (CMADP), além de estabelecer o melhor protocolo de transfecção 

dentre os dois métodos testados. 

 

3.2. Objetivos específicos 

• Construção do vetor de expressão pBC1 contendo o gene anti-CD3 

humanizado acrescido da sequência gênica IRES-FEO para expressão heteróloga em 

células da glândula mamária; 

• Testar a eficiência da lipofectamine® LTX com reagente PLUS™ 

(Thermo Scientific™) e do polímero catiônico Xfect™ (Clontech) na transfecção das 

células testadas; 

• Comparar a resposta dos fibroblastos e das células mesenquimais de duas 

diferentes origens (geleia de Wharton e tecido adiposo) à transfecção;  

• Avaliar a co-transfecção como alternativa para integração estável do 

DNA exógeno e posterior seleção e estabelecimento da linhagem celular transgênica. 

 

 

 

 

 



27 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Local de realização deste trabalho 

O isolamento e caracterização celular foram realizados no Centro de Tecnologias 

para Raças Zebuínas Leiteiras (CTZL) da Embrapa Cerrados, supervisionado pelo 

pesquisador Carlos Frederico Martins. Já os estudos para construção do vetor, cultivo e 

transfecção celular e comprovação da integração do DNA exógeno foram realizados no 

Laboratório de Imunologia Molecular da Universidade de Brasília (UnB) sob 

supervisão do professor Marcelo Brígido.  

 

4.2. Isolamento e caracterização das células tronco 

As células tronco mesenquimais da geleia de Wharton, do tecido adiposo e 

fibroblastos de pele foram isolados de animais da raça Gir Leiteiro provenientes do 

CTZL e caracterizadas em outros trabalhos desta equipe, conforme metodologia descrita 

por Silva e colaboradores, (2016a; 2016b; 2018 no prelo). Nestes estudos, as células 

mesenquimais da geleia de Wharton e do tecido adiposo foram caracterizadas para a 

presença de marcadores celulares (fenotipagem), pluripotência e quanto à habilidade de 

diferenciação em células adipogênicas, condrogênicas e osteogênicas. A fenotipagem 

foi realizada usando citometria de fluxo. As células foram incubadas com os anticorpos 

primários CD29 (anti-integrin β1), CD34 (hematopoietic precursor cells e MSCs); 

CD45 (anti-bone marrow lymphoid cells); CD73 (anti-nucleotidase), CD90 (anti-THy1 

antigen); CD105 (anti-endoglin) (Sigma-Aldrich®), considerados importantes para 

caracterizar a origem mesenquimal das células tronco. As células caracterizadas como 

tronco mensenquimais e fibroblastos, que não passaram pelo mesmo procedimento de 

caracterização, dos mesmos animais estavam armazenadas em nitrogênio líquido, sendo 
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descongeladas e, posteriormente, cultivadas nas passagens 7 (CMGW), 1 (CMADP) e 0 

(FIB), para serem utilizadas no presente estudo como descrito no item ‘4.6.1.’.  

 

4.3. Construção do vetor plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-FEO para 

expressão em glândula mamária 

A sequência polipeptídica referente à porção variável do anticorpo humanizado 

anti-CD3 (scFv), apresentando dupla mutação na porção variável da cadeia leve 

(dmVL), foi fusionada à região Fc da imunoglobulina IgA1 (arquivo gi:113584), 

resultando em uma sequência de 245 aminoácidos fora da influência da primeira região 

constante da cadeia pesada (CH1). 

O segmento gênico sintético codificando o FvFc anti-CD3 foi obtido no programa 

backtranseq (pacote EMBOSS), por retro-transcrição, utilizando as preferências de 

códons bovinas presentes no arquivo Ebovin.cut. A região codificadora (CDS) do 

peptídeo sinal de beta caseína bovina (arquivo gi: 162796, posições 26 a 70) foi 

incorporada ao 5’ da construção e a sequência gênica referente ao IRES-FEO (gi: 

AF004665.1) foi incluída ajusante à construção gênica do anticorpo de interesse. Por 

fim, foram adicionados um consenso de Kozak em volta do ATG e dois sítios de Xho I 

flanqueando a construção. Esse material foi sintetizado sendo, posteriormente, clonado 

no vetor de expressão em glândula mamária pBC1 e sequenciado pela empresa GenOne. 

 

4.4. Obtenção do plasmídeo recombinante pBC1-anti-CD3-IRES-FEO em 

células de Escherichia coli 

4.4.1. Produção e seleção de colônias celulares recombinantes 
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Um inóculo com 5 mL de meio LB com tetraciclina (50 μg/mL) e 60 μL da 

bactéria XL10-Gold, do estoque -80 ºC, foi preparado. Esta solução ficou no agitador 

overnight a 37 ºC, 260 rpm. 

No dia seguinte, utilizando o inóculo, fez-se a transformação bacteriana por 

cloreto de cálcio (CaCl2) com o DNA pBC1-anti-CD3-IRES-FEO seguindo o protocolo 

descrito no manual de Azevedo e colaboradores (2003). Esta técnica consiste na 

neutralização da carga negativa tanto da membrana celular bacteriana quanto do DNA, 

pelos íons do CaCl2, com posterior formação de poros na membrana celular bacterina 

provocada por choque térmico, permitindo a entrada do DNA presente no meio para o 

interior do citoplasma (Azevedo et al., 2003). 

A solução final foi plaqueada em LB ágar com ampicilina (150 μg/mL), sendo 

uma placa de petri com 50 μL e outra com 100 μL de solução, bem como a solução que 

não foi exposta ao pBC1-anti-CD3-IRES-FEO, utilizada como controle negativo. Para 

finalizar, as placas foram armazenadas em estufa overnight a 37 °C. 

No dia seguinte elas foram estocadas a 4 ºC até serem utilizadas ou pelo período 

máximo de 2 semanas. 

 

4.4.2. Obtenção do DNA plasmidial 

Foram feitos de dois a cinco pré-inóculos com 5 mL de meio LB, contendo 

ampicilina (150 μg/mL), adicionado de uma colônia bacteriana isolada da placa de petri 

proveniente do protocolo descrito no item ‘4.4.1’. Estes ficaram no agitador a 37 ºC por 

aproximadamente 6 horas. O pré-inóculo que apresentou maior turbidez foi então 

utilizado para a produção de um inóculo contendo 500 mL de meio LB adicionado de 

500 µL do inóculo e ampicilina (100 μg/mL). Este ficou no agitador overnight a 37ºC, 

260 rpm. 
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Os inóculos que cresceram foram utilizados para a etapa de extração de DNA 

empregando o kit de maxiprep (QIAGEN®), seguindo o protocolo do fabricante. O 

DNA extraído foi estocado em mini tubos a -20 ºC. 

 

4.4.3. Quantificação e verificação de perfil eletroforético do DNA plasmidial 

Após passar pela extração, conforme descrito no item `4.4.2`, o DNA plasmidial 

obtido foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop™ One/One© Microvolume 

UV-Vis (Thermo Scientific™).  

Posteriormente, cerca de 150 ng de DNA foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose a 0,6% corado com brometo de etídeo, nos parâmetros de 30 V por 30 

minutos seguidos por 80 V por 1h30. Ao final, o gel de agarose foi analisado no E-Gel 

Imager (Life Technologies™) a fim de observar os padrões eletroforéticos do DNA 

plasmidial. 

 

4.4.4. Digestão do pBC1-anti-CD3-IRES-FEO para remoção do DNA bacteriano 

O pBC1-anti-CD3-IRES-FEO foi submetido a uma digestão dupla e simultânea 

utilizando as enzimas de restrição Sal I e Not I (Thermo Scientific™) com o tampão 0 

(Thermo Scientific™), que deveria produzir dois fragmentos de DNA: um de 19.453 

pb, referente ao fragmento a ser utilizado, e 5.877 pb, referente ao fragmento de DNA 

bacteriano a ser extraído.  

No sistema de digestão, foram adicionados 3,3 µg de DNA, 3 µL de cada enzima, 

5 µL de tampão 0 (volume final de 1X) e água suficiente para um volume final de 50 

µL. Este material ficou em banho-maria a 37 ºC overnight. 

Após este período, uma alíquota do sistema de digestão, contendo 

aproximadamente 100 ng de DNA, foi utilizada para confirmação de digestão e de 
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caracterização do perfil eletroforético pós-digestão em gel de agarose a 0,6% corado 

com brometo de etídeo utilizando os parâmetros de 30 V por 30 minutos + 80 V por 

1h30. 

Ao confirmar a digestão, o restante da reação foi aplicado em gel de agarose a 

0,6% corado com brometo de etídeo utilizando os parâmetros de 20 V por 6 h. A maior 

banda (19.453 pb) foi cortada e armazenada em mini tubos, tendo o DNA extraído 

utilizando o Kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel) seguindo o 

manual do fabricante. O DNA proveniente deste procedimento foi armazenado em mini 

tubos a -20 ºC. 

 

4.5. Obtenção do plasmídeo recombinante pEF-NEO-GFP em células de 

Escherichia coli 

O DNA pEF-NEO-GFP foi cedido pelo pesquisador Eduardo Melo da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília-DF. 

Este DNA foi submetido às etapas de produção e seleção de colônias celulares 

recombinantes, obtenção do DNA plasmidial em larga escala e quantificação e 

verificação de perfil eletroforético do DNA plasmidial obtido seguindo os protocolos 

descritos, respectivamente, nos itens ‘4.4.1’, ‘4.4.2’ e ‘4.4.3’ deste trabalho. 

 

4.6. Comparação do potencial de transfecção dos tipos celulares estudados 

utilizando os diferentes kits: lipofectamine® LTX com reagente PLUS™ e Xfect™  

4.6.1. Culturas celulares 

Para a realização deste experimento as células foram descongeladas durante 5 s ao 

ar e 20 s em banho-maria a 37 °C. Posteriormente, as células foram centrifugadas e o 

sedimento resultante foi suspenso em meio de cultivo (DMEM com 10% de soro fetal 
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bovino (SFB) e 1% de Antibiótico-Antimicótico (Gibco®) – Solução que contém 

penicilina, estreptomicina e anfotericina B). Cada uma das soluções finais foi despejada 

em uma garrafa individual própria para o cultivo celular. O material ficou em estufa a 

37º C com 5% de CO2 e 70% de umidade tendo o meio de cultivo trocado 2 vezes por 

semana. 

 

4.6.2. Produção de células geneticamente modificadas  

4.6.2.1. Preparo das células para os protocolos de transfecção celular 

O meio de cultivo presente nas garrafas foi descartado e uma quantidade adequada 

de meio tripsina, variando dependendo do tamanho da garrafa, foi adicionada ficando 

em repouso de 3 a 5 min a 37 ºC. As garrafas foram analisadas em microscópio óptico 

e, quando necessário, as células foram descoladas de forma manual por pipetagens.  

O meio foi coletado em tubos de 15 mL e centrifugado a 1.800 rpm por 15 min. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado em 2 mL de meio DMEM, 

repetindo a centrifugação. Ao final do processo as células foram suspensas em 1 mL de 

meio DMEM. 

A contagem celular foi realizada na Câmara de Neubauer e para encontrar a 

concentração final (CF) foi aplicada a fórmula: 

CF(Células/mL) = nº de células contadas x fator de diluição* x 104 

* O fator de diluição utilizado neste trabalho foi de 1:10 

Cada tipo celular foi plaqueado na concentração de 5,0x105 em placas de cultura 

de 12 poços, prevendo o experimento em duplicata para cada tratamento com 1 mL de 

meio de cultivo completo. As passagens nas quais as células foram transfectadas foram, 

respectivamente, P 7, P 5 e P 4 para as células mesenquimais da geleia de Wharton, do 

tecido adiposo e para os fibroblastos. As placas foram incubadas em estufa a 37 ºC com 

5% de CO2 e 70% de umidade overnight. 
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4.6.2.2. Protocolos de transfecção celular empregando os diferentes kits a serem 

testados 

As células foram transfectadas no dia seguinte seguindo os protocolos descritos 

pelos fabricantes do lipossomo lipofectamine® LTX com reagente PLUS™ (Thermo 

Scientific™) e do polímero catiônico Xfect™ (Clontech). As quantidades de reagentes e 

DNA foram adaptados para a placa de 12 poços. 

Para cada um dos kits de transfecção foram realizados 2 tratamentos: no primeiro 

grupo apenas o DNA pEF-NEO-GFP foi utilizado (identificado como GFP), já no 

segundo grupo realizou-se uma co-transfecção contendo tanto o pEF-NEO-GFP quanto 

o pBC1-anti-CD3-IRES-FEO em quantidades iguais (identificado como pBC1-GFP). O 

controle foi feito com células que não passaram por nenhum tratamento. 

 

4.6.3. Análises pós-transfecção nos diferentes grupos celulares 

4.6.3.1. Análise de expressão de GFP 

As células foram analisadas em microscópio de fluorescência 24 e 48 horas após a 

transfecção celular, utilizando o laser próprio para a identificação da GFP com 

excitação a 488 nm. Fotos em aumento de 10x foram obtidas de forma aleatória de 

todos os poços a fim de visualizar a presença ou não de células transfectadas. 

 

4.6.3.2. Análise da mediana de fluorescência e da morfologia celular 

 Após a análise de 48 h em microscopia de fluorescência, um dos poços de cada 

tratamento foi preparado para a análise por citometria de fluxo. Estas células tiveram o 

meio de cultivo removido e substituído por solução de tripsina, ficando em repouso a   
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37 ºC por 2 min. Após este período, elas foram analisadas em microscópio óptico e, 

havendo necessidade, foram descoladas manualmente. 

 A solução contendo as células ressuspensas foi coletada em mini tubos e 

centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e 500 µL de meio 

PBS com 2% de SFB foi adicionado para fazer a lavagem do precipitado de células 

formado, repetindo a centrifugação. A etapa de lavagem foi realizada 5 vezes e, ao final, 

o material foi ressuspenso em 1 mL de meio PBS com 2% de SFB.  

As amostras foram analisadas no citômetro de fluxo BD Accuri C6 (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) utilizando principalmente o canal de leitura FL1-H, 

que identifica a fluorescência emitida pela GFP gerando um gráfico da mediana de 

fluorescência dos diferentes tratamentos. 

 

4.6.3.3. Verificação da presença do pBC1-anti-CD3-IRES-FEO nas células 

transformadas por reação em cadeia de polimerase (PCR) 

4.6.3.3.1. Preparo das células transformadas e selecionadas para análise por PCR 

Os poços que não foram utilizados para a análise de citometria de fluxo foram 

submetidos à pressão seletiva em meio contendo geneticina (1 mg/mL), sendo trocado 

duas vezes por semana. 

Ao completar as duas semanas do início do tratamento as células foram 

preparadas para a análise de PCR em processo semelhante ao descrito no item ‘4.6.3.2’, 

mudando apenas o meio utilizado para as lavagens que, neste caso, foi o meio DMEM 

puro e o número de lavagens, que foram apenas duas. Ao final do protocolo todo o 

sobrenadante foi removido e os tubos foram armazenados a -80 ºC até a realização do 

próximo procedimento. 



35 

 

 

 O DNA genômico das linhagens celulares transfectadas e não-transfectadas com 

o plasmídeo pBC1-anti-CD3-IRES-FEO foi extraído utilizando o protocolo adaptado de 

Medina-Acosta e Cross (1993). O material foi quantificado no espectrofotômetro 

NanoDrop™ One/One© Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific™) e estocado a        

-20 ºC. 

 

4.6.3.3.2. Análise das amostras 

O programa Primer3 foi usado para desenhar os iniciadores (Tabela 2) com a 

finalidade de identificar a presença, ou não, do pBC1-anti-CD3-IRES-FEO no DNA 

genômico extraído das amostras. Uma vez identificados e sintetizados eles foram 

utilizados, juntamente com o DNA genômico previamente extraído, nas reações de 

PCR. O controle positivo foi realizado com o pBC1-anti-CD3-IRES-FEO proveniente 

da maxiprep e o controle negativo foi realizado com o material extraído das células que 

não foram transfectadas com este plasmídeo. 

 

Tabela 2: Sequência e anelamento de ambos os iniciadores e tamanho do amplicon 

resultante da reação em cadeia de polimerase. 

 

 Sequência Anelamento Amplicon 

Primer for 5’ - GCC TCG ATC CTC CCT TTA TC - 3’ 54,7 ºC 

255 pb 

Primer rev 5’ - AGA CCC CTA GGA ATG CTC GT - 3’ 57,7 ºC 

 

A PCR foi realizada contendo 1 µL de cada dNTP (0,2 mM cada), 2 µL de MgCl2 

(2 mM), 5 µL de tampão da Taq polimerase platinum (1X), 1,5 µL de cada iniciador 

(0,3 µM), 0,2 µL de Taq polimerase platinum (1U), 1 µL de DNA genômico (≈ 20 ng) 

em um volume final de 50 µL. 



36 

 

 

Os parâmetros de amplificação consistiram em: 1 ciclo de 94 °C/5min, 30 ciclos 

de 94 °C/1 min + 58 °C/30 s + 72 °C/2 min, finalizando com 1 ciclo de 72 °C/5 min em 

um termociclador. Ao final do processo as amostras foram analisadas, juntamente com 

o marcador de massa molecular 100 pb DNA ladder, por eletroforese em gel de agarose 

a 2% corado com brometo de etídio (50 ng/ml) e as imagens foram digitalizadas 

utilizando E-Gel Imager (Life Technologies™). 

 

4.7. Análise estatística 

Os dados da mediana de fluorescência encontrados na análise de citometria de 

fluxo para ambos tratamentos foram avaliados utilizando o programa Sigma Plot 12. 

Para verificação estatística foi utilizado a Análise de Variância (ANOVA) e teste T, ao 

nível de probabilidade de 5%. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Obtenção dos DNA de interesse em células e Escherichia coli 

 Os DNA plasmidiais pBC1-anti-CD3-IRES-FEO e pEF-NEO-GFP passaram 

tanto pela a etapa de transformação bacteriana pelo método de CaCl2, quanto pela etapa 

de multiplicação empregando o kit de maxiprep. Ambas as etapas foram bem-sucedidas, 

de forma que quantidades suficientes destes DNA foram obtidas (> 100 µg) para 

utilização nas demais etapas do trabalho. 

 

5.2. Remoção do DNA de origem bacteriana do plasmídeo pBC1-anti-CD3-

IRES-FEO 

A digestão do DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-FEO realizada utilizando as 

enzimas de restrição Sal I e Not I foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose 

(Fig. 3). O material por vezes apresentou uma digestão parcial, sendo necessário deixar 

a digestão proceder por mais tempo. 

O DNA digerido foi submetido a análise por eletroforese em gel de agarose 

apresentando as duas bandas de tamanhos esperados, sendo a maior delas, de 19.453 pb, 

cortada. Após ser purificado em kit, o DNA foi quantificado no espectrofotômetro 

mostrando quantidades insatisfatórias. 

A taxa de recuperação do plasmídeo para cada digestão foi inferior a 20%, desta 

forma, a quantidade de DNA acumulada (cerca de 5 µg) foi insuficiente para a 

realização da etapa de transfecção celular, mesmo após repetir este protocolo por 

diversas vezes. Pela quantidade insuficiente deste DNA plasmidial digerido para a 

realização do protocolo de transfecção dos diferentes tipos celulares a serem testados, 

optou-se pelo uso do DNA plasmidial intacto nas próximas etapas do presente trabalho. 



38 

 

 

 

Figura 3: Perfil eletroforético de digestão do DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-

FEO com as enzimas de restrição Not I e/ou Sal I. 1- Controle negativo de digestão 

(DNA plasmidial intacto); 2- DNA plasmidial digerido apenas com Not I (linearização 

do DNA plasmidial); 3- DNA plasmidial digerido apenas com Sal I (linearização do 

DNA plasmidial); 4- DNA plasmidial digerido com Not I e Sal I / (*) – Resquício de 

DNA intacto; 5- Marcador de peso molecular 1 kb plus DNA ladder. 

 

5.3. Cultivo celular 

Os fibroblastos e as células mesenquimais das duas diferentes origens 

apresentaram perfis de crescimentos distintos, de forma que as células mesenquimais 

isoladas do tecido adiposo (CMADP) cresceram mais rapidamente, seguidos pelos 

fibroblastos (FIB) e, por último, pelas células mesenquimais isoladas da geleia de 

Wharton (CMGW). 

Em questão de menos de uma semana as CMADP e os FIB apresentaram-se 

confluentes em garrafas de cultivo pequenas. Por este motivo, elas foram transferidas 

para uma garrafa grande a fim de evitar manipulações frequentes e, também, para 

conseguir uma quantidade de células adequada para a etapa de transfecção celular. 
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Já as CMGW apresentaram um desenvolvimento muito lento, mesmo em garrafa 

pequena, ficando em crescimento por 3 semanas sem atingir confluência, mesmo assim, 

elas foram passadas para uma garrafa média a fim de conseguir uma quantidade de 

células satisfatória para a transfecção celular. 

 

5.4. Transfecção celular 

Ao analisar as CMADP e os FIB em microscópio óptico antes de realizar o 

protocolo de transfecção, observou-se que a grande maioria das células se encontravam 

aderidas aos poços da placa de cultivo. Já as CMGW apresentaram uma grande 

quantidade de células em suspensão no meio de cultivo antes mesmo do tratamento ser 

realizado. 

 

5.5. Análises pós-transfecção 

5.5.1. Microscopia de fluorescência 

As CMADP foram as únicas que apresentaram fluorescência em todos os 

tratamentos (Fig. 4) já nas primeiras 24 h após a transfecção. Nestas células o 

tratamento GFP XFECT (Fig. 4C) aparentou ter um maior número de células 

transfectadas, no entanto, o tratamento pBC1-GFP LTX (Fig. 4D) aparentou uma maior 

intensidade de fluorescência.  

Já os FIB apresentaram uma quantidade de células transfectadas notoriamente 

inferior às CMADP em todos os tratamentos (Fig. 5) na análise de 24 h. No tratamento 

GFP LTX (Fig. 5B) não foi detectada nenhuma célula transfectada. 

Nota-se que ambas as células, CMADP e FIB, multiplicaram-se rapidamente no 

curto período de tempo entrando em confluência, impedindo a contagem celular. 
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Figura 4: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas do tecido 

adiposo após 24 h da transfecção celular. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- 

Tratamento GFP XFECT; D- Tratamento pBC1-GFP LTX; E- Tratamento pBC1-GFP 

XFECT. 
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Figura 5: Microscopia de fluorescência dos fibroblastos após 24 h da transfecção 

celular. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- Tratamento GFP XFECT; D- 

Tratamento pBC1-GFP LTX; E- Tratamento pBC1-GFP XFECT. 
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As CMGW não responderam bem ao tratamento (Fig. 6), apresentando muitas 

células mortas e debris celulares. Apenas o tratamento pBC1-GFP XFECT (Fig. 6E) 

apresentou uma única célula fluorescente, nos demais tratamentos apenas artefatos 

foram encontrados. 

 

Figura 6: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas da geleia de 

Wharton após 24 h da transfecção celular. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- 

Tratamento GFP XFECT; D- Tratamento pBC1-GFP LTX / → - Artefato; E- 

Tratamento pBC1-GFP XFECT / » única GW transfectada. 

→ 

→ 

→ 

» 
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Após 48 h do protocolo de transfecção celular ser realizado, as células foram 

novamente avaliadas e fotografadas. As CMADP permaneceram sendo o grupo celular 

que apresentou a melhor resposta aos tratamentos, além de aparentar um aumento 

considerável na expressão de GFP entre as avaliações realizadas (Fig. 7). 

 

Figura 7: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas do tecido 

adiposo após 48 h da transfecção celular. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- 

Tratamento GFP XFECT; D- Tratamento pBC1-GFP LTX; E- Tratamento pBC1-GFP 

XFECT. 
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Os FIB apresentaram, de forma geral, uma melhora na expressão da GFP na 

análise de 48 h (Fig. 8), inclusive no tratamento GFP LTX (Fig. 8B), que não havia 

apresentado nenhum indício de fluorescência na avaliação anterior. No entanto, o 

tratamento pBC1-GFP LTX (Fig. 8D) não apresentou melhora nos resultados. 

 

Figura 8: Microscopia de fluorescência dos fibroblastos após 48 h da transfecção 

celular. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- Tratamento GFP XFECT; D- 

Tratamento pBC1-GFP LTX; E- Tratamento pBC1-GFP XFECT. 
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As CMGW permaneceram com resultados insatisfatórios, apresentando apenas 

uma célula fluorescente e muitas células em suspenção (Fig. 9). 

 

Figura 9: Microscopia de fluorescência das células mesenquimais isoladas da geleia de 

Wharton após 48 h da transfecção celular. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- 

Tratamento GFP XFECT; D- Tratamento pBC1-GFP LTX; E- Tratamento pBC1-GFP 

XFECT / » única GW transfectada. 

 

Pela dificuldade de cultivo celular, impossibilitando a repetição do experimento 

para confirmação dos padrões apresentados, e pelos resultados insatisfatórios na 

transfecção, as CMGW não passaram por outras avaliações. 

» 
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5.5.2. Análise em citometria de fluxo 

Analisando os gráficos de pontos das amostras de células mesenquimais isoladas 

do tecido adiposo, observa-se que todos os tratamentos apresentam um aumento notório 

no tamanho (eixo FSC-A) e na granulosidade (eixo SSC-A) celular quando comparados 

ao controle (Fig. 10). 

As curvas de mediana de fluorescência (MF) de todas as amostras das CMADP 

foram analisadas e apresentaram um deslocamento a direita, em maior ou menor grau, 

quando comparadas à curva de MF do controle (Fig. 10). Esse deslocamento representa 

um aumento da fluorescência nas amostras analisadas referente à expressão de GFP nas 

células transfectadas. 

Dentre os tratamentos realizados com este grupo celular, quando comparados ao 

controle (MF= 11.690,0), o tratamento GFP XFECT (Fig. 10C) apresentou o melhor 

resultado (MF = 21.203,0), já o tratamento pBC1-GFP XFECT (Fig. 10F) apresentou o 

pior resultado (MF= 18.911,5). 

As amostras dos FIB também apresentaram uma alteração na morfologia celular 

dos diferentes tratamentos em relação ao controle, representada no gráfico de pontos 

(Fig. 11). Esta alteração foi mais significante em relação à granulosidade celular e não 

tanto em relação ao seu tamanho. 

As curvas de fluorescência dos diferentes tratamentos dos FIB demonstraram um 

deslocamento muito discreto a direita, por vezes, quase se sobrepondo a curva de MF do 

controle, demonstrando uma baixa taxa de transfecção. 

Foi observado também que os resultados obtidos pelas CMADP se repetiram com 

os FIB. Os tratamentos GFP XFECT (Fig. 11C) (MF= 11.098,0) e pBC1-GFP XFECT 

(Fig. 11C) (MF= 10.104,0) representam o melhor e o pior resultado, respectivamente, 

quando comparados ao controle (MF= 8.487.0). 
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Figura 10: Gráfico de pontos e gráfico da mediana de fluorescência (MF) referentes à análise por citometria de fluxo dos diferentes tratamentos 

para as células mesenquimais isoladas do tecido adiposo. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- Tratamento GFP XFECT; D- Junção das 

curvas de MF dos gráficos A, B e C; E- Tratamento pBC1-GFP LTX; F- Tratamento pBC1-GFP XFECT; G- Junção das curvas de MF dos 

gráficos A, E e F. 
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Figura 11: Gráfico de pontos e gráfico da mediana de fluorescência (MF) referentes à análise por citometria de fluxo dos diferentes tratamentos 

para os fibroblastos. A- Controle; B- Tratamento GFP LTX; C- Tratamento GFP XFECT; D- Junção das curvas de MF dos gráficos A, B e C; E- 

Tratamento pBC1-GFP LTX; F- Tratamento pBC1-GFP XFECT; G- Junção das curvas de MF dos gráficos A, E e F.
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A análise estatística (Tabela 3) demonstrou que houve diferença significativa 

entre os tipos celulares utilizados, ou seja, o tipo celular interfere na taxa de transfecção 

celular. Neste experimento as células mesenquimais isoladas do tecido adiposo 

apresentaram taxas de transfecção superiores aos fibroblastos. No entanto, os diferentes 

kits de transfecção utilizados não apresentaram diferença significativa. 

 

Tabela 3. Mediana de fluorescência para os diferentes tratamentos de transfecção em 

células mesenquimais isoladas do tecido adiposo e fibroblastos bovinos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diferenças significativas (p < 0,05) são indicadas por letras minúsculas diferentesab nas 

colunas e letras maiúsculas diferentesAB nas linhas. 

 

5.5.3. Análise de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Ao final do processo de extração de DNA genômico das amostras de co-

trasnfecção e de controle das CMADP e dos FIB o DNA extraído foi quantificado 

apresentando DNA genômico suficiente para a realização da análise por PCR. 

No primeiro teste realizado com o controle positivo – pBC1-anti-CD3-IRES-FEO 

proveniente de maxiprep – a fim de verificar a funcionalidade dos iniciadores e 

confirmar o protocolo de PCR, um fragmento de 255 pb foi amplificado, como era 

esperado (Fig. 12). 

Tratamentos 
Fluorescência 

Adipócitos 

Fluorescência 

Fibroblastos 

XFECT 
20.057±1.620,7aA 10.601±702,86B 

 

LTX 
19.590±113,84aA 10.518±442,65B 

 

Controle 
10.089±2.264,9b 10.089±2.264,9 
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Figura 12: Perfil eletroforético do DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-FEO 

proveniente da maxiprep (Controle positivo) após realização da análise por reação em 

cadeia da polimerase. 1- Fragmento do DNA pBC1-anti-CD3-IRES-FEO (controle 

positivo) amplificado em PCR; 2 – Marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder. 

 

Com o protocolo estabelecido as amostras de DNA genômico extraídas das 

CMADP e dos FIB transfectados com o DNA de interesse foram submetidas à análise 

por PCR. 

Tanto os FIB (Fig. 13) quanto as CMADP (Fig. 14) tiveram todas as amostras 

amplificadas. Este experimento comprova a presença do DNA de interesse nas células 

transfectadas após as duas semanas de cultivo sob pressão seletiva com geneticina. 

 

Figura 13: Perfil eletroforético da análise por PCR realizada com as amostras de 

material genômico extraídas dos fibroblastos após duas semanas em cultivo sob pressão 

seletiva com geneticina. 1- Controle Positivo; 2- Controle Negativo; 4- Marcador de 

massa molecular 100 pb DNA ladder; 3, 5, 8, 9 e 12 – Amostras do tratamento pBC1-

GFP LTX de diferentes transfecções; 6, 7, 10, 11 e 13 - Amostras do tratamento pBC1-

GFP XFECT de diferentes transfecções. 
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Figura 14: Perfil eletroforético da análise por PCR realizada com as amostras de 

material genômico extraídas das células mesenquimais isoladas do tecido adiposo após 

duas semanas em cultivo sob pressão seletiva com geneticina. 1- Controle Positivo; 2- 

Controle Negativo; 3 e 18- Marcador de massa molecular 100 pb DNA ladder; 4, 5, 8, 

9, 12, 13, 16 - Amostras do tratamento pBC1-GFP LTX de diferentes transfecções; 6, 7, 

10, 11, 14, 15, 17 - Amostras do tratamento pBC1-GFP XFECT de diferentes 

transfecções. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 

 

 

6. DISCUSSÃO 

A demanda por biofármacos vem crescendo a cada ano levando a uma busca tanto 

por sistemas mais eficientes para a sua síntese em larga escala quanto por estratégias 

que apresentem um baixo custo de produção, refletindo nos altos preços dos 

medicamentos. 

A secreção de proteínas recombinantes no leite bovino pode possibilitar altos 

rendimentos na produção heteróloga de fármacos e justificar a tecnologia de produção 

destes animais transgênicos biorreatores.  

A comercialização do primeiro fármaco produzido por animal biorreator, ATryn® 

– forma recombinante da antitrombina humana produzida no leite de cabras 

transgênicas, foi autorizada na União Europeia em 2006 (Schmidt, 2006) e, 

posteriormente, nos Estados Unidos em 2009 (Kling, 2009), sendo um grande incentivo 

para investimentos nesta tecnologia. 

No presente trabalho foi hipotetizado que a construção de um vetor de expressão 

em glândula mamária contendo o gene anti-CD3 humanizado poderia ser integrada em 

células tronco mesenquimais bovinas. Estas, uma vez desenvolvidas, poderiam ser 

utilizadas na técnica de transferência nuclear a fim de produzir fêmeas transgênicas 

produtoras do anticorpo monoclonal de interesse no leite, que, por sua vez, seria isolado 

e processado.  

No entanto, esta abordagem apresenta etapas complexas e alguns desafios 

necessitam ser superados previamente, tais como: o tipo celular de eleição para 

transfecção e uso na clonagem de bovinos; introdução do plasmídeo no genoma e 

expressão do transgene a nível desejado, além do aumento da taxa de embriões 

reconstruídos e de gestações de embriões transgênicos (Lisauskas et al., 2007). 
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Dentro deste contexto, este estudo desenhou e construiu o gene do anti-CD3 

humanizado (IgA) clonando-o no vetor comercial para expressão em glândula mamária: 

pBC1. Testou a eficiência de dois kits de transfecção, lipofectamine® LTX com 

reagente PLUS™ (Thermo Scientific™) e o Xfect™ (Clontech), com a intenção de 

integrar o DNA plasmidial ao genoma celular. Bem como, avaliou a estratégia de co-

transfecção em células tronco mesenquimais do tecido adiposo bovino. Desta forma, 

este trabalho configura-se no primeiro estudo para a avaliação do potencial de 

transfecção e co-transfecção em células tronco mesenquimais adultas de bovino, 

prevendo um aumento da eficiência da produção de embriões transgênicos clonados. 

Em estudos anteriores, melhor explorados na introdução do presente trabalho, 

demonstrou-se a eficiência do anti-CD3 na prevenção e tratamento contra a rejeição de 

órgãos transplantados. Por ser de origem murina, os pacientes desenvolviam uma reação 

imunogênica contra o medicamento (efeito HAMA), que perdia a sua eficiência e, por 

esta razão, seu uso foi descontinuado (Chatenoud et al., 1986; Kimball et al., 1995).  

Desde então muitos esforços foram gerados para a produção do anti-CD3 

humanizado, tendo em vista a sua relevância à saúde pública. No laboratório de 

Imunologia Molecular da Universidade de Brasília, este anticorpo já é estudado e 

produzido a níveis celulares pela equipe dos professores Marcelo Brígido e Andrea 

Maranhão. Este trabalho traz a possibilidade de aumento significativo na produção deste 

bioproduto por meio de bovinos biorreatores. 

Para registrar um animal transgênico é indicado que ele apresente o mínimo de 

alterações possíveis em seu genoma. Não é recomendado que o animal apresente DNA 

de origem bacteriana e, visando às etapas futuras, optou-se por realizar a digestão deste 

plasmídeo.  



54 

 

 

Após a análise em espectrofotômetro observou-se quantidades muito baixas do 

DNA plasmidial, com taxa de recuperação inferior a 20%. Isso pode ter acontecido em 

decorrência do tamanho do DNA, que supera em aproximadamente 5 kb o tamanho 

máximo indicado pelo protocolo (20 kb). Por este motivo, ele pode ter ficado retido na 

coluna de eluição, o que prejudica a sua taxa de recuperação. Como o material era 

insuficiente para realizar a transfecção celular, foi decidido utilizar o DNA intacto na 

realização desta etapa. 

A técnica de transfecção celular consiste na introdução de um material genético 

exógeno na célula de interesse e pode ocorrer de forma estável ou transiente, ou seja, o 

material pode ser introduzido ao genoma celular e continuar sendo expresso após 

replicação celular ou pode ser expresso de forma passageira pela célula transfectada 

(Kim e Eberwine, 2010). 

Esta técnica pode ser classificada como: biológica, quando mediada, por exemplo, 

por vírus; química, quando polímeros catiônicos, lipídeos catiônicos, aminoácidos 

catiônicos, entre outras substâncias, são empregados na produção da célula 

geneticamente modificada; ou física, quando se realiza metodologias como a 

eletroporação ou a microinjeção, por exemplo (Kim e Eberwine, 2010). 

Neste trabalho a transfecção química por lipossomo e polímero catiônicos foi a 

metodologia eleita. Esta escolha se deu pelas características de baixa citotoxicidade, não 

promoção de mutação celular e permissão de uso de DNA maiores (Kim e Eberwine, 

2010). A literatura consultada também apresentou relatos positivos na transfecção de 

fibroblastos de diferentes animais de produção utilizando polímero catiônico (Zhu et al., 

2016) e lipossoma catiônico (Shim et al., 2013), com resultados superiores quando 

associado ao reagente PLUS™ (Oliveira et al., 2005), influenciando nesta escolha. 



55 

 

 

Tendo em vista que os kits de transfecção, lipofectamine® LTX com reagente 

PLUS™ e Xfect™, utilizados neste estudo indicam o pico de expressão com 48 h após, 

foi observado precocemente (nas primeiras 24 horas) células fluorescentes em todos os 

tratamentos de transfecção realizados nas células mesenquimais isoladas do tecido 

adiposo (CMADP). Mesmo essa expressão podendo ser transiente, estes achados 

comprovam o sucesso da transfecção e da co-transfecção neste grupo celular.  

Contrariamente, uma resposta inferior foi observada para todos os tratamentos 

realizados nos fibroblastos nas primeiras 24 h. Este achado não indica que o 

procedimento não foi bem-sucedido para este grupo celular, mesmo apresentando um 

dos tratamentos sem nenhuma célula com expressão de GFP, pois, para ter uma 

avaliação definitiva, é necessário aguardar 48 h após a transfecção ser realizada.  

Tanto a lipofectamine® LTX quanto o Xfect™ aparentaram ser mais citotóxicos 

para as células mesenquimais isoladas da geleia de Wharton (CMGW) já na primeira 

avaliação, uma vez que foram observadas muitas células em suspensão e debris 

celulares, indicando morte celular, em todos os tratamentos. Apenas o tratamento 

pBC1-GFP XFECT apresentou expressão de GFP, os demais apresentaram apenas 

artefatos. Estes achados são indicadores desfavoráveis à transfecção destas células. 

 Na segunda análise de microscopia de fluorescência, realizada 48 h após a 

transfecção, verificou-se um aumento tanto no número de células fluorescentes quanto 

na intensidade de fluorescência, ratificando o sucesso de todos os tratamentos de 

transfecção e co-transfecção para as CMADP.  

Este dado corrobora com os achados de Enlund e colaboradores (2014), que 

demostraram a eficiência da transfecção de adipócitos humanos utilizando lipossomas 

catiônico, onde a lipofectamine® 2000 foi mais eficiente que o SreenFact A. Um 

resultado positivo também foi observado em adipócitos bovinos, no entanto, o método 
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de transfecção utilizado foi o GeneJamer transfection reagent, uma formulação de 

poliaminas em solução alcoólica (Indo et al., 2009). 

Os fibroblastos também mostraram melhora na expressão de GFP apresentando 

fluorescência em todos os tratamentos, no entanto, os resultados continuaram inferiores 

aos visualizados nas CMADP. O resultado insatisfatório neste grupo celular vai contra 

ao que é observado na literatura, tendo em vista que este é um dos tipos celulares mais 

estudados para a produção de animais transgênicos (Melo et al., 2005; Lipinski et al., 

2012; Meng et al., 2013). 

 No estudo de Lu e colaboradores (2018) foi demonstrado a eficiência deste grupo 

celular, no entanto, dos três protocolos testados a eletroporação apresentou o melhor 

resultado (35,5%), o lipossoma X-tremeGENE ficou em segundo lugar (25,4%) e a 

lipofectamine® LTX ficou em último (11,7%). 

Já as CMGW mantiveram o padrão de fluorescência observado na primeira 

análise, aumentando apenas o número de células em suspensão e debris presentes nos 

poços. Isto demonstra uma baixa resposta tanto à transfecção quanto à co-transfecção 

destas células, além de indicar uma possível intolerância aos métodos de transfecção 

utilizados neste trabalho. 

Apesar de ainda não haver relatos na literatura de células mesenquimais da geleia 

de Wharton bovinas sendo transfectadas, Mellot e colaboradores (2014) obtiveram 

resultados interessantes na transfecção deste tipo celular de origem humana utilizando a 

metodologia de Nucleofection™, uma técnica de eletroporação.  

Estes autores demonstraram que, quando associada a um inibidor de Rho-quinase 

– proteína envolvida na regulação de diversas funções biológicas da célula, as taxas de 

tranfecção e de viabilidade celular aumentaram 4,6 e 3,3 vezes, respectivamente, após 

24 h da realização da transfecção. Na análise de 48 h esses valores foram de 4,8 e 3,2 
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vezes, respectivamente, quando comparadas com o grupo que não recebeu o mesmo 

tratamento. 

Na análise de citometria de fluxo, a curva da mediana de fluorescência mostrou 

um resultado semelhante ao observado na análise de microscopia de fluorescência, em 

que as células mesenquimais isoladas do tecido adiposo mostram um melhor 

desempenho no processo de transfecção em relação aos fibroblastos para os tratamentos 

LTX e XFECT. Esta análise também demonstrou que não houve diferença significativa 

(p > 0,05) entre os diferentes kits de transfecção utilizados para os dois tipos celulares. 

Analisando o gráfico de pontos da citometria de fluxo, foi possível observar uma 

alteração na morfologia celular após a transfecção. Esta deformação ocorreu em ambos 

os tipos celulares analisados, sendo mais perceptível nas CMADP, que tiveram tanto o 

seu tamanho quanto a sua granulosidade aumentados. Já os fibroblastos apresentaram 

um aumento basicamente em sua granulosidade, quase não sendo observada alterações 

em seu tamanho. No estudo de Mellott e colaboradores (2014) também foi observado 

um aumento na granulosidade celular após os tratamentos de transfecção. 

A lipofectamine® LTX e o Xfect™ agem formando complexos lípideo-DNA ou 

polímero-DNA, respectivamente. A presença destes complexos no interior celular pode 

ser responsável pelo aumento da granulosidade observada no teste de citometria de 

fluxo. Já a deformação do tamanho da célula pode ser consequência não apenas do 

aumento do conteúdo intracitoplasmático provocado pela presença destas estruturas, 

mas, também, pelo aumento na taxa de síntese proteica, que ocorre no citoplasma. 

Por fim, na análise por PCR, todas as amostras de co-transfecção dos dois tipos 

celulares foram positivas para o pBC1-anti-CD3-IRES-FEO. Isto indica que este DNA 

continuou presente nas células transfectadas após as duas semanas de cultivo sob 
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pressão seletiva com geneticina. No entanto, este teste é insuficiente para afirmar que 

este DNA está integrado ao material genômico.  

Para este fim, a análise por Southern blot seria a mais indicada, pois é empregada 

na identificação de uma sequência de DNA de interesse em uma amostra de DNA. Para 

isso, o DNA analisado passa por digestão com enzimas de restrição com posterior 

análise por eletroforese em gel de agarose. O DNA presente no gel passa, então, pelo 

processo de desnaturação e é transferido para uma membrana de nitrocelulose que, por 

sua vez, é tratada com uma sonda complementar ou idêntica à sequência de interesse 

permitido ou não a sua identificação.  
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7. CONCLUSÕES  

Este trabalho demonstrou que as células tronco mesenquimais isoladas do tecido 

adiposo apresentaram uma melhor resposta à transfecção quando comparadas aos 

fibroblastos, independente do método utilizado.  

Ficou comprovada também a presença do DNA pBC1-anti-CD3-IRES-FEO no 

material extraído de ambas as células referentes aos tratamentos de co-transfecção 

(pBC1-GFP), validando esta abordagem para experimentos futuros. 

As células da geleia de Wharton apresentaram um crescimento celular mais lento 

antes dos tratamentos, o que pode dificultar uma rotina de clonagem. Além disso, foram 

sensíveis aos diferentes tratamentos de transfecção testados. 
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8. PERSPECTIVAS 

Buscando melhorias para experimentos futuros sugere-se: 

• Retirar o DNA de origem bacteriana do DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-

IRES-FEO utilizando as enzimas de restrição Not I e Sal I; 

• Realizar o experimento de Southern blot a fim de verificar a integração do 

plasmídeo no DNA genômico, ou realizar um cultivo prolongado (mais de 

3 semanas) das células transfectadas sob pressão seletiva com geneticina; 

• Utilizar as células co-transfectadas com o pBC1-anti-CD3-IRES-FEO mais 

pEF-NEO-GFP, cultivadas sob pressão seletiva com geneticina, para 

produção de embriões bovinos; 

o Realizar biópsia no embrião a fim de confirmar a presença do DNA 

de interesse no DNA genômico do animal antes de transferir para 

uma vaca receptora. 

• Fazer testes in vitro de transfecção com células bovinas da glândula 

mamária com o DNA plasmidial pBC1-anti-CD3-IRES-FEO para observar 

o comportamento celular ao tratamento e verificar a taxa de expressão do 

DNA inserido. 
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