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TRANSFERÊNCIA TRANSIENTE DE GENES EM EMBRIÕES DE 

GALINHA POR MEIO DA BIOLÍSTICA 

RESUMO 

Autora: LUCIANA DE ANDREA RIBEIRO 

Orientador: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AzEVEDO 

A biolística é um método físico para a introdução de ácidos nucleicos e 

outras moléculas no interior de células e tecidos, devido à aceleração de micropartículas a 

altas velocidades. Esta técnica tem sido amplamente utilizada para a transferência de genes, 

em uma variedade de espécies animais, devido a alguns fatores como: baixa manipulação 

do alvo a ser bombardeado, simplicidade e rapidez no processo de bombardeamento, 

liberação de altas doses de DNA em alvos específicos, bombardeamento simultâneo de 

muitas células e possibilidade de co-transformação com dois ou mais plasmídeos. 

Este trabalho descreve o desenvolvimento e a otimização da biolística para a 

transferência de genes em embriões de galinha. Diferentes condições de bombardeamento 

foram testadas, visando a obtenção de altas taxas de transformação, máximo número de 

células transformadas e reduzido dano ao tecido bombardeado. Os parâmetros avaliados 

foram: tipo e tamanho das micropartículas, distância percorrida pelo DNA-micropartículas 

até o embrião, posicionamento dos embriões em relação ao centro do cone de dispersão das 

partículas, pressão de gás hélio e nível de vácuo na câmara de bombardeamento. 

As condições de bombardeamento foram otimizadas para a transformação 

de embriões de galinha, dentro do próprio ovo (bombardeamento in situ) ou cultivados em 

meio de cultura (bombardeamento in vitro ). As condições ótimas para o bombardeamento 

in situ foram obtidas com: partículas de ouro de 1,5 a 3,0 µm de diâmetro, distância de 11 
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cm percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião, posicionamento dos embriões a 1 

cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas, 600 psi de gás hélio e 600 

mmHg de vácuo. Sob estas condições, a eficiência de transformação e a taxa de 

sobrevivência foram, 68,7% e 31,2%, respectivamente. No bombardeamento in vitro, as 

condições ótimas foram: partículas de ouro de 1,5 a 3,0 µm de diâmetro, distância de 8 cm 

percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião, posicionamento dos embriões a 0,5 

cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas, 800 psi de gás hélio e 500 

mmHg de vácuo. A eficiência de transformação e a taxa de sobrevivência foram 98,5% e 

25,4%, respectivamente. Estes resultados demonstraram a viabilidade da biolística para a 

introdução de genes exógenos em embriões de galinha. 



TRANSIENT GENE TRANSFER TO CHICKEN EMBRYOS BY 

BIOLISTICS 

viii 

Author: LUCIANA DE ANDREA RIBEIRO 

Adviser: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AzEVEDO 

SUMMARY 

Biolistics is a physical method to introduce nucleic acids and other 

molecules into cells or tissues through highly accelerated microparticles. This method 

has been widely used as a means of gene transfer in various animal species due to some 

of its characteristics which include reduced manipulation of the target, simplicity and 

speed of the bombardment procedure, ability to release high doses of DNA to specific 

targets, possibility of simultaneously bombarding many cells, and the possibility of 

carrying out co-transformation with two or more plasmids. 

This work describes the development and optimization of the biolistic 

process for gene transfer to the chicken embryo. Different bombardment conditions were 

tested, aiming to obtain high transformation rate, maximum number of transformed 

cells, and reduced damage to bombarded tissue. The parameters evaluated were: 

microparticle type and size, DNA-coated microparticle flying distance to the embryo, 

position of the target in relation to the center of particle dispersion cone, helium gas 

pressure, and vacuum within the bombardment chamber. 

Bombardment conditions were optimized for the transformation of 

chicken embryos that were kept either in the eggs (in situ bombardment), or in culture 

medium (in vitro bombardment). Optimal in situ bombardment conditions were as 

follows: gold particles with diameter ranging from 1.5 to 3.0 µm, DNA-coated 
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microparticle flying distance to the embryo of 11 cm, embryo placed at 1 cm from the 

center of the particle dispersion cone, 600 psi helium gas pressure, and 600 mmHg 

vacuum pressure. Under these conditions, transformation efficiency and survival rate 

values were 68. 7% and 31.2%, respectively. For in vitro bombardment, the optimal 

conditions were: gold particles with diameter ranging from 1.5 to 3.0 µm, DNA-coated 

microparticle flying distance to the embryo of 8 cm, embryo placed at 0.5 cm from the 

center of the particle dispersion cone, 800 psi helium gas pressure, and 500 mmHg 

vacuum pressure. Transformation efficiency and survival rate values were 98.5% and 

25.4%, respectively. These results show that the biolistic process is a viable and efficient 

method for exogenous gene transfer to the chicken embryo. 



1 INTRODUÇÃO 

A biologia molecular vem proporcionando avanços significativos no estudo 

dos mecanismos básicos envolvidos na expressão e regulação gênica, assim como, na 

descoberta de novos genes. No entanto, ainda ocorrem limitações para aplicações práticas, 

como por exemplo, o desenvolvimento de espécies animais melhoradas por engenharia 

genética, devido a dificuldade de se transferir eficientemente genes economicamente 

importantes. A introdução de genes em células, tecidos ou órgãos depende da 

disponibilidade de sistemas confiáveis e eficientes de transferência de genes de interesse. 

Várias técnicas de transferência de DNA, em animais, têm sido 

desenvolvidas. Em aves, infecção por retrovírus tem sido utilizada com sucesso em 

células somáticas e germinativas, devido às altas taxas de transfecção obtidas. Entretanto, 

este procedimento apresenta algumas desvantagens que limitam o seu uso, tais como: o 

tamanho limitado do transgene a ser introduzido, as complexidades envolvidas na 

produção de vetores virais deficientes em replicação, a pequena aceitação pública e o 

risco de gerar recombinantes com vírus do tipo selvagem. Outras técnicas não virais, 

como: microinjeção de DNA em ovos recém fertilizados, lipofecção, eletroporação e 

biolística têm sido desenvolvidas e aplicadas em embriões de galinha, mostrando-se 

viáveis e úteis para a transferência de genes. 

A biolistica tem sido recentemente utilizada para a transferência de genes em 

embriões de galinha. As vantagens desta técnica são: rapidez, simplicidade, capacidade de 

liberar altas doses de DNA em alvos específicos, manipulação mínima do material a ser 

estudado, bombardeamento simultâneo de muitas células e possibilidade de co-transformação 

com dois ou mais plasmídeos. Neste sistema, micropartículas de ouro ou tungstênio, 
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conduzindo DNA adsorvido, são aceleradas em alta velocidade para penetrar nas células ou 

tecidos, introduzindo assim o DNA de forma não letal. Diversos aparelhos foram 

desenvolvidos para este fim, aplicando o conceito básico de uma onda de choque, que acelera 

um macrocarreador, contendo as partículas. No entanto, para assegurar a eficiência de 

liberação de DNA dentro da célula e diminuir os efeitos prejudiciais, faz-se necessário otimizar 

algumas variáveis da técnica, em função do tipo de célula alvo a ser bombardeado. 

Este trabalho descreve o desenvolvimento e a otimização de duas formas de 

transferência transiente de genes em embriões de galinha, por meio da biolistica: 

bombardeamento de embriões dentro do próprio ovo (bombardeamento in situ) e de embriões 

cultivados em meio de cultura (bombardeamento in vitro ). Diversas variáveis intrínsecas da 

biolistica foram analisadas, como: tipo de partícula (tungstênio ou ouro), tamanho das 

partículas, pressão de gás hélio, nível de vácuo na câmara de bombardeamento, distância entre 

a membrana carreadora e o embrião, posicionamento do embrião em relação ao centro do 

cone de dispersão das partículas e profundidade e área de expressão do gene repórter 

introduzido. 

Para atingir tais objetivos foram apresentados dois trabalhos, os quais são: 

- Transferência de DNA in situem embriões de galinha por meio da biolistica.

- Transferência de genes in vitro em embriões de galinha por meio da biolística.



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 TÉCNICAS DE TRANSFERÊNCIA DE GENES EM ANIMAIS 

O desenvolvimento de técnicas de introdução de genes em células 

somáticas e germinativas de animais de laboratório e animais domésticos, foi um dos 

principais avanços tecnológicos ocorridos nas últimas duas décadas. Animais 

geneticamente manipulados têm fornecido novos modelos de estudos da regulação 

gênica, da ação de oncogenes e das interações celulares envolvidas no sistema imune. 

Além disto, a tecnologia de transgênese animal possibilita a geração de modelos animais 

precisos para estudo de doenças genéticas humanas e a produção, em larga escala, de 

proteínas recombinantes de interesse farmacológico humano (Jaenisch, 1988; Pursel & 

Rexroad, 1993 e Wall, 1996). Uma outra aplicação, para um futuro próximo, é a 

produção de animais transgênicos (freqüentemente suínos), que expressem fatores imunes 

à rejeição, servindo como doadores de órgãos para transplante em humanos 

(xenotransplante) (Lanza et ai., 1997). Entretanto, a utilização de animais transgênicos 

para a produção de alimentos, permanece pouco explorada. Isto decorre devido ao 

reduzido número de genes de interesse para a agropecuária, que já tenham sido 

identificados, isolados, seqüenciados e clonados (Pursel & Rexroad, 1993). 

Animais transgênicos podem ser definidos como aqueles que contém 

moléculas de DNA exógeno, introduzidas por intervenção humana intencional, 

objetivando a expressão de novas características (Wall, 1996). Por analogia, o gene 

transferido, denomina-se transgene (Pursel & Rexroad, 1993). Entretanto, a integração 
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por si só não garante a expressão do transgene, e, uma outra definição seria, aquele 

animal que expressa o transgene e que quando acasalado com animais normais, produz 

progênies que herdarão este gene de forma mendeliana, devido a incorporação do 

transgene nas células germinativas (Gordon & Ruddle, 1981). 

O primeiro experimento com transgênese animal foi realizado com células 

da linhagem germinativa de camundongos, em 197 4. O genoma inteiro do vírus Sirnian 

foi rnicroinjetado, na cavidade blastocélica de embriões em estádio inicial do 

desenvolvimento (Jaenisch & Mintz, 1974). Entretanto, a integração de DNA virai só foi 

detectada, em estudos subsequentes, quando embriões de camundongos foram 

rnicroinjetados com o retrovírus da leucemia de Moloney, gerando a primeira linhagem de 

camundongos transgênicos (Jaenisch, 1977). A partir dessa data, vários protocolos tem 

sido desenvolvidos, buscando-se alterar o genótipo de animais de maneira estável. 

A expressão do DNA exógeno introduzido, por sua vez, foi obtida 

também em camundongos, no início da década de 80 (Gordon & Ruddle, 1981 e Palrniter 

et ai., 1982, 1983). Camundongos gigantes, gerados a partir da introdução do transgene 

(promotor da metalotioneína de camundongos e gene do hormônio do crescimento 

humano) em embriões de uma única célula, demonstraram que a integração foi estável e a 

expressão foi correta nos tecidos do animal adulto (Palrniter et ai., 1983). Estes 

resultados incentivaram a especulação, sobre a aplicação das técnicas de transgênese para 

aumentar o crescimento em espécies domésticas. 

Coelhos, ovelhas e porcos transgênicos foram obtidos, em meados da 

década de 80 (Hammer et ai., 1985) e bovinos e caprinos, no início dos anos 90 (Pursel 

& Rexroad, 1993). Entretanto, a eficiência de transformação obtida foi bem menor que a 

obtida em camundongos. 

Várias técnicas têm sido utilizadas para a introdução de genes tanto em 

células germinativas quanto em células somáticas de várias espécies de animais. Entre 

eles incluem: a) microinjeção de DNA em pronúcleo, b) infecção por retrovírus, c) 

células embrionárias indiferenciadas ("embryonic stem cells"), d) espermatozóides como 

vetores, e) eletroporação, f) co-precipitação com fosfato de cálcio, g) lipossomos, h) 
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lipofecção, i) transfecção de DNA mediada por dextran DEAE, j) transfecção de DNA 

mediada por polibrene, k) método utilizando laser, 1) injeção direta intramuscular de 

DNA, m) transferência de células da blastoderme transfectadas, n) transferência de 

células germinativas primordiais transfectadas e o) biolística. 

Dependendo da técnica utilizada, o animal produzido pode constituir-se 

totalmente de células que carregam o transgene (são os denominados animais 

transgênicos) ou de conjunto de células que carregam ou não o transgene ( animais 

quiméricos ou mosáicos). Os animais quiméricos são constituídos de células de origens 

distintas, enquanto que, os mosáicos são constituídos de células derivadas de um único 

blastocisto original. As técnicas que envolvem a introdução de células transformadas em 

um embrião receptor (por exemplo, a transfecção de células embrionárias indiferenciadas 

e, posterior, introdução destas células em embriões em estádio de blastocisto) darão 

origem a animais quiméricos. Por outro lado, técnicas que transfectam diretamente as 

células do animal a ser transformado, produzirão animais mosáicos. Nestas situações, os 

animais transgênicos só serão obtidos, após o cruzamento de indivíduos heterozigotos 

Fl, originados do cruzamento dos animais mosaicos ou quiméricos, com animais normais 

(Notarianni & Evans, 1992). 

As várias técnicas de transferência de genes são aplicadas dependendo do 

tipo de expressão do transgene que se deseja (estável ou transiente) e do tipo de células a 

serem transformadas ( células em cultura, expiante de órgãos ou no próprio animal), 

diferentes. Para a produção de animais transgênicos é necessário que o transgene esteja 

presente e integrado nas células germinativas (óvulos ou espermatozóides). No entanto, 

quando somente a expressão transiente é desejada, diversas técnicas são utilizadas 

visando a transferência de genes em células cultivadas em meio de cultura (transformação 

in vitro) ou no próprio animal (transformação in situ). 

a) Microinjeção de DNA em Pronúcleo

Esta técnica consiste na rnicroinjeção de genes, diretamente, dentro do 

pronúcleo de um ovo recém fertilizado (Gordon et ai., 1980). Geralmente, múltiplas 
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moléculas de DNA, arranjadas em tandem, integram-se estavelmente no genoma do 

hospedeiro, em um único sítio de inserção (Jaenisch, 1988). Rearranjos, deleções, 

duplicações ou translocações no DNA hospedeiro, podem ocorrer no sítio de inserção 

(Mahon et al., 1988). Entretanto, nem sempre o DNA injetado integra-se ao genoma. Por 

exemplo, Lacey et al. (1986) observaram que o vírus do papiloma de bovinos ou 

integrava-se, estavelmente, ao genoma de camundongos transgênicos ou mantinha-se 

como um epissomo, dependendo da estrutura do DNA injetado. 

A maior vantagem deste procedimento é a eficiência em gerar linhas 

transgênicas que expressem o transgene de maneira correta. Entretanto, esta técnica é 

limitada, não podendo ser utilizada em embriões, em estádio mais avançado do 

desenvolvimento (Gordon, 1980). Outras limitações observadas são: rearranjos causados 

no genoma da célula injetada e introdução de várias cópias do transgene, originando 

animais com expressão variável do transgene ( Gordon & Ruddle, 1981). Em animais 

domésticos, a proporção de indivíduos transgênicos, que se desenvolveram a partir de um 

ovo microinjetado, é menor do que aquela observada em camundongos. Isto ocorre 

devido a alguns fatores, tais como, dificil visualização do pronúcleo, disponibilidade de 

ovos recém fertilizados, sincronismo dos animais receptores e doadores, idade do animal 

doador e número de ovos transferidos, entre outros (Martin & Pinkert, 1994). 

Em aves, os pronúcleos feminino e masculino são mascarados pelo 

citoplasma opaco. É também dificil distinguir o pronúcleo masculino, que irá contribuir 

para a formação do zigoto, devido a presença de pronúcleos masculinos supranumerários. 

Não sendo possível injetar DNA, dentro do pronúcleo, injeta-se, então, no citoplasma 

próximo aos pronúcleos (Ginsburg & Eyal-Giladi, 1987). A expressão de DNA exógeno, 

injetado no citoplasma de ovos fecundados, foi verificada por Naito et al. (1991a) e Sang 

& Perry (1989). Os genes injetados mostraram-se, todavia, epissomais e perderam-se, 

gradativamente. A produção de galinhas transgênicas, por microinjeção de DNA, no 

disco germinal de zigotos e posterior cultura, ex vivo, do embrião até a eclosão, foi 

obtida, logo a seguir, por Love et al. (1994) e Naito et al. (1994a). Estes trabalhos 
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demonstraram transmissão estável do DNA exógeno para a progênie, mas com baixa 

eficiência (menos de 1% dos embriões iajetados apresentaram o DNA exógeno). 

b) Infecção por Retrovírus

Os retrovírus podem ser modificados, geneticamente, pela técnica de DNA 

recombinante e, então, utilizados como vetores de DNA. Ao contrário do DNA 

rnicroinjetado, os retrovírus integram o gene exógeno, por um mecanismo precisamente 

definido, no genoma da célula hospedeira. Somente uma cópia do vírus é inserida, em 

determinado sítio do cromossomo e nenhum rearranjo no genoma é induzido, exceto para 

uma pequena duplicação de um seqüência do genoma, no sítio de integração (Jaenisch, 

1988; Menck, 1998). A infecção por retrovírus pode ocorrer, por exposição das células a 

alta concentração do vírus, por co-cultura em monocamada de células infectadas com o 

retrovírus ou, no caso de aves, pela rnicroiajeção do retrovírus, diretamente, no 

blastodisco (Pursel & Rexroad, 1993). 

A principal vantagem do uso de vetores retrovirais, para transferir genes 

em animais, é a facilidade de se introduzirem vírus em embriões, em vários estádios do 

desenvolvimento. No entanto, o tamanho do DNA a ser introduzido é limitado (menos de 

6 Kb) e, geralmente, pode apresentar problemas de expressão do gene, devido à alta 

instabilidade de tais vetores. Outras desvantagens desta técnica são: dificuldade em 

produzir o retrovírus portador do transgene; o animal resultante é um mosaico, sendo 

necessários, portanto, cruzamentos, para a obtenção de uma linhagem transgênica pura; a 

eficiência de transformação das células gerrninativas é baixa (Jaenisch, 1988; Pursel & 

Rexroad, 1993). 

Em aves, a transferência de genes, para linhagens gerrninativas, tem sido 

obtida, por infecção de retrovírus replicação-defectiva ou replicação-competente em 

embriões, logo após a postura dos ovos (Briskin et al., 1991; Bosselman et al., 1989a; 

Hughes et ai., 1986; Salter & Crittenden, 1989; Salter et ai., 1987, 1993 e Shuman & 

Shoflher, 1986), em óvulos não fecundados (Shuman & Shoflher, 1986) ou em células 

gerrninativas primordiais (Vick et al., 1993a). Embora tais vetores retrovirais sejam 
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apontados, como melhor técnica para a produção de galinhas transgênicas, ocorrem 

algumas desvantagens. Primeira: a proporção de embriões, oriundos de ovos infectados 

com vírus, que transmitem o DNA exógeno para as suas progênies, é relativamente baixa. 

Segunda: centenas ou milhares de ovos devem ser inoculados e um número similar de 

progênies deve ser examinado, quanto à presença do transgene, para identificar uma 

galinha transgênica. Terceira: vírus replicação-competente provocam viremia crônica, 

enquanto que vírus replicação-deficiente são dificeis de se propagarem eficientemente. 

Quarta: o tamanho do gene a ser introduzido, no vetor retroviral, é limitado para cerca de 

2 kb para vírus replicação-competente e cerca de 6 kb para vírus replicação-deficiente. 

Vetores retrovirais, no entanto, permanecem muito atrativos, pois integram somente uma 

cópia do DNA exógeno no genoma da célula infectada (Etches, 1996). 

Alguns dos problemas associados com a infecção por retrovírus já foram 

eliminados com a utilização da técnica denominada virofecção. Esta, consiste na co­

transfecção de dois plasmídeos, um dos quais possui somente o DNA exógeno e o outro, 

os genes que codificam para as proteínas necessárias para a replicação e integração do 

vetor. Neste sistema, não são produzidas moléculas de RNA do vírus e, portanto, não há 

a formação de novas partículas virais (Flamant et al., 1994). Este procedimento mostrou 

um grande potencial para a introdução de modificações genéticas em células da 

blastoderme, sem a produção de vírus infecciosos (Flamant et al., 1994). 

c) Células Embrionárias Indiferenciadas ("stem cells")

Concomitantemente com o desenvolvimento das técnicas de microinjeção 

e infecção por retrovírus, foram realizados estudos para estabelecer linhagens celulares, 

que pudessem participar da formação de animais quiméricos, colonizando as células 

germinativas. As células embrionárias indiferenciadas são estabelecidas in vitro, a partir 

do cultivo de células oriundas de embriões, em estádio de blastocisto. Estas células 

mantêm sua característica de pluripotência e conservam seu cariótipo normal, quando em 

cultura (Wagner et ai., 1985). Genes podem ser eficientemente introduzidos, nestas 

células, por transferência direta de DNA ou por meio de retrovírus (Jaenisch, 1988). 
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Quando injetadas em um blastocisto hospedeiro, estas células transformadas podem 

colonizar o embrião e contribuir para a formação da linhagem germinativa, originando um 

animal quimérico para o gene exógeno (Robertson et ai., 1986). A possibilidade de 

seleção prévia, in vitro, de um genótipo particular, antes da introdução das células no 

embrião, constitui o maior beneficio proporcionado por este procedimento. Ademais, esta 

técnica permite a inserção sítio-específica do transgene, por meio da recombinação 

homóloga (Capecchi, 1989). No entanto, a grande desvantagem para a produção de 

animais transgênicos, é que não se pode prever o destino das células e estas podem vir a 

não dar origem às células germinativas. Outro fator importante, é que os animais 

produzido são quiméricos e, como no caso da infecção por retrovírus, são necessários 

cruzamentos para a obtenção de uma linhagem transgênica pura (Gordon, 1989; Pursel & 

Rexroad, 1993). 

Nas espécies domésticas, a utilização desta técnica é limitada até os dias 

de hoje, pelo fato dos animais obtidos serem quiméricos. Isto implica em um aumento no 

tempo necessário para a obtenção do animal fundador homozigoto (pelo menos uma 

geração a mais), sendo, principalmente para bovinos, um importante obstáculo a ser 

considerado (Menck, 1998). 

d) Espermatozóides como Vetores

Espermatozóides podem ser utilizados, como vetores, para a introdução 

de genes exógenos no núcleo de ovócitos, no momento da fecundação. Camundongos e 

suínos transgênicos foram produzidos, a partir da incubação dos espermatozóides, em um 

meio contendo o DNA exógeno, e com a subsequente utilização destes espermatozóides 

para a fecundação in vitro (Lavitrano et ai., 1989) ou inseminação no oviduto (Lauria & 

Gandolfi, 1993). Trabalhos adicionais demonstraram a presença de genes exógenos em 

espermatozóides de camundongos (Hochi et ai., 1990), bovinos (Castro et al., 1991), 

insetos (Atkinson et ai., 1991) e galinhas (Nakanishi & Iritani, 1993; Rottmann et ai., 

1992 e Squires & Drake, 1993). No entanto, esta técnica é de dificil reprodução e pouco 
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eficiente para a produção de animais transgênicos (Pursel & Rexroad, 1993 e Squires & 

Drake, 1993). 

e) Eletroporação

Transfecção de DNA mediada por campo elétrico, comumente 

denominada de eletroporação, tem sido utilizada tanto para a transferência transiente de 

genes, quanto para transformação estável (Keown et al., 1990). Quando células são 

submetidas a um campo elétrico de voltagem, regiões da membrana citoplasmática 

sofrem quebras reversíveis, resultando na formação de poros suficientemente grandes 

para a passagem de macromoléculas. O DNA, que entra na célula, permanece livre no 

citosol e no nucleoplasma (Bertling et al., 1987). Devido a este fato, são observadas 

baixas taxas de mutação no genoma das células transformadas (Drinkwater & Klinedinst, 

1986). 

As vantagens desta técnica são: facilidade de operação, reprodutibilidade 

das condições, aplicabilidade às células que crescem em camadas ou em suspensão e 

capacidade de controlar o número de cópias de moléculas de DNA, a ser transfectada. 

Alterando-se os parâmetros para experimentos específicos, é possível introduzir uma ou 

mais cópias de DNA por eletroporação (Keown et ai., 1990). 

Muitos tipos de células, resistentes à transfecção por outras técnicas, são 

facilmente transformadas por eletroporação. Estas células incluem os linfócitos (Potter et 

al., 1984), células indiferenciadas do sistema hematopoético (Toneguzzo & Keating, 

1986) e células de hepatoma de ratos (Sureau et al., 1986). Recentemente, trabalhos 

demonstraram a aplicação da eletroporação para a transferência de genes em embriões de 

galinha (Muramatsu et al., 1997a e 1998). 

f) Co-precipitação com Fosfato de Cálcio

Esta técnica foi desenvolvida, originalmente, para aumentar a infectividade 

do DNA de adenovírus (Graham & Van Der Eb, 1973). Consiste na mistura de DNA 

purificado com tampões, contendo fosfato e cloreto de cálcio, resultando na formação de 
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um precipitado, que é exposto à cultura de células a serem transformadas (Keown et al., 

1990). O DNA é incorporado pela célula por vesículas fagocíticas, provocando rearranjos 

em suas seqüências durante o transporte até o núcleo. Transformação estável foi 

observada, em uma variedade de tipos celulares, com uma eficiência de transformação de 

10-3 a 10-4 (Chen & Okayama, 1987 e Keown et ai., 1990). 

g) Lipossomos

Esta técnica consiste na utilização de lipossomos, como carreadores de 

DNA, para a transfecção de células em cultura. Os lipossomos são vesículas 

fosfolipídicas unilamelares que podem ser carregadas com moléculas de DNA (Schaefer­

Ridder et al., 1982 e Wong et al., 1980). Estas vesículas fundem-se, com a membrana 

plasmática das células a serem transfectadas e o DNA atravessa o citoplasma e entra no 

núcleo (Itani et al., 1987). Este procedimento tem-se mostrado eficiente não só para 

expressão estável, como para transiente, e tem sido utilizado tanto para células em 

suspensão, quanto em camadas. Uma aplicação promissora desta técnica é a capacidade 

de transfecção in vivo (Nicolau et ai., 1983). Sua maior limitação, no entanto, é a 

complexidade no preparo dos lipossomos e a não especificidade dos lipossomos a um 

determinado tipo celular (Monastersky, 1994). 

h) Lipofecção

Esta técnica consiste na utilização de um lipídeo sintético catiônico para 

transportar DNA, através da membrana plasmática de células de mamíferos, após 

fagocitose ou fusão (Papahadjopoulos et al., 1975). Um dos componentes mais utilizados 

para a formação do lipídeo catiônico é a lipofectina. Esta molécula associa-se, 

espontaneamente, ao DNA e, durante o processo de sonicação, vesículas unilamelares 

são formadas, englobando o DNA. A lipofectina confere carga positiva às vesículas 

formadas. Quando estas são colocadas em contato com as células a serem transformadas, 

ocorre uma fusão com a membrana plasmática das células e o DNA é transferido para 

dentro do citoplasma. Lipofectina é relativamente não-tóxica, comparada a outros 
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produtos de transfecção, tais como: fosfato de sódio e dextran-DEAE. Felgner et al. 

(1987) descreveram altos níveis de expressão transiente do DNA introduzido, em três 

diferentes linhagens de células, utilizando a técnica de lipofecção, que apresentou uma 

eficiência de transfecção de 6 a 80 vezes maior que a co-precipitação com fosfato de 

cálcio. As vantagens deste procedimento em relação aos lipossomos são: maior eficiência 

de transformação e melhor incorporação de DNA dentro das vesículas lipídicas 

catiônicas. 

Em aves, esta técnica foi utilizada para a transfecção de embriões de 

galinha in situ (Demeneix et al., 1994; Muramatsu et ai., 1997a e Rosenblum & Chen, 

1995) e em cultura de células da blastoderme e de células primárias de fibroblastos de 

galinhas (Brazolot et ai., 1991). 

i) Transfecção de DNA Mediada por Dextran DEAE

Consiste na preparação de uma solução de dextran DEAE, a adição do 

DNA de interesse a esta solução e a transferência desta mistura para as células em cultura 

a serem transformadas (Lopata et al., 1984). Devido à facilidade em preparar as amostras 

e a possibilidade de transfectar um grande número de células, esta técnica tem sido mais 

utilizado para analisar a expressão de genes que codificam para proteínas secretadas ou 

de superficie celular (Kriegler, 1990). Os eventos químicos que levam à absorção celular 

do DNA não são claramente compreendidos (Kriegler, 1990). 

Este procedimento tem sido utilizado somente para a transfecção 

transiente de células em cultura, apresentando eficiência de transformação de cerca de 

80% (Lopata et al., 1984). Apesar desta alta eficiência de transformação, o DNA 

introduzido nas células está sujeito a altas taxas de mutação (Calos et al., 1983 e 

Razzaque et al., 1983). 

j) Transfecção de DNA Mediada por Polibrene

Esta técnica foi descrita, inicialmente, para transfectar fibroblastos de 

embriões de galinhas com o DNA do vírus do Rous Sarcoma (Kawai & Nishizawa, 
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1984 ), sendo utilizada, posteriormente, para a transformação estável de células CHO 

(células do ovário de hamster). Embora também produza transformantes estáveis em 

outras linhagens celulares, não foi demonstrado aumento na freqüência de transfecção 

destas células, quando comparado com a técnica de co-precipitação com fosfato de 

cálcio. Em células CHO, a freqüência de transformantes estáveis mediada por polibrene é 

cerca de 15 vezes maior que a obtida por co-precipitação com fosfato de cálcio (Chaney 

et al., 1986). 

k) Método utilizando Laser

Neste método, o DN� a ser transfectado nas células, é dissolvido no meio 

de cultura, onde as células serão cultivadas. A absorção do DNA pelas células é mediada 

pela introdução, na membrana plasmática, de minúsculas quebras obtidas, por breves 

pulsos de um laser. As células promovem, rapidamente, o reparo das membranas, mas o 

tempo é suficiente para a entrada do DNA exógeno. A eficiência de transfecção estável 

depende da concentração de DNA, no meio de cultura e foi observada ser da ordem de 

0,6% (Kurata et ai., 1986). 

1) Injeção Direta lntramuscular de DNA

Esta técnica baseia-se na injeção de vetores de DNA puros em células 

musculares esqueléticas de animais vivos. Foi primeiramente reportada por Wolff et al. 

(1990), onde plasmídeos não replicativos expressavam as proteínas sintetizadas em 

células musculares de camundongos. Neste experimento, foi observado que o DNA 

injetado não estava integrado no genoma das células musculares, que possuía forma 

circular e não se replicava. A partir deste trabalho, diversos outros surgiram utilizando 

esta técnica, como sistema de liberação de genes codificadores de antígenos (Hoffinan et 

ai., 1997; Schirmbeck et al., 1995; Ulmer et al., 1993 e Wang et ai., 1995). 
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m) Transferência de Células da Blastoderme Transfectadas

A blastoderme de embriões, no estádio X do desenvolvimento (Eyal-Giladi 

& Kochav, 1976), está no início da formação do hipoblasto e, portanto, é pluripotente e 

pode ser transferida de um embrião para outro (Marzullo, 1970). Aves, com células 

somáticas e germinativas quiméricas foram produzidas por injeção de células da 

blastoderme, diretamente, na cavidade subgerminal de embriões receptores (Naito et al., 

1991b; Petitte et al., 1990 e Watanabe et al., 1992). Uma galinha quimérica foi 

produzida, com células das linhagens White Leghorn e Barred Plymouth Roe� mas a 

freqüência de indivíduos da progênie, portadores das células da blastoderme transferida, 

foi de somente 0,3% (Petitte et al., 1990). Células da blastoderme podem também ser 

eficientemente transfectadas, por meio da lipofecção, sendo injetadas, posteriormente, 

nos embriões receptores (Brazolot et ai., 1991 e Fraser et al., 1993). A transferência de 

genes, em células embrionárias indiferenciadas derivadas da blastoderme ( células ES), 

após serem cultivadas in vitro por 48 horas, foi demonstrada por Etches et ai. (1993). A 

utilização da técnica de transferência de células da blastoderme transfectadas, para a 

produção de aves transgênicas, no entanto, depende da eficiência, com que as células da 

blastoderme transferidas irão colonizar as células germinativas do embrião receptor. 

n) Transferência de Células Germinativas Primordiais Transfectadas

As células germinativas primordiais ("primordial germ cells" - PGCs) são 

progenitoras dos óvulos e espermatozóides. Em galinhas, originam-se no epiblasto e 

movem-se para a região crescente germinal, onde se multiplicam. Em seguida, entram no 

sistema vascular embrionário em desenvolvimento e circulam temporariamente pelo 

embrião. Finalmente, migram para as futuras gônadas, onde proliferam e diferenciam-se 

em espermatogônias e ovogônias (Kuwana, 1993). A manipulação das células 

germinativas primordiais contribui, diretamente, para a introdução de DNA exógeno na 

linhagem germinativa. 

Vários trabalhos têm demonstrado a produção de galinhas, com células 

germinativas quiméricas, obtidas pela transferência de PGCs, oriundas da região 
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crescente germinal (Vick et ai., 1993a,b e Wentworth et ai., 1989) ou do sistema vascular 

embrionário (Petitte et al., 1991 e Simkiss et al., 1989). As PGCs transferidas 

diferenciam-se normalmente em células germinativas e proles viáveis são obtidas (Vick et 

al., 1993a,b e Wentworth et al., 1989). Entretanto, a produção de proles derivadas das 

PGCs é baixa, devido principalmente a dificuldade de obtenção das PGCs, que serão 

transferidas aos embriões receptores (Vick et al., 1993a). Para aumentar a eficiência de 

PGCs transferidas, foi desenvolvida uma nova técnica, baseada na centrifugação por 

gradiente de densidade de Ficol, visando à obtenção de altas concentrações de células 

germinativas primordiais, oriundas de sangue embrionário (Naito et ai., 1994b; Tajima et 

ai., 1993 e Yasuda et al., 1992). 

As células germinativas primordiais podem ser transfectadas in vivo, por 

me10 da injeção de uma mistura de DNA e lipossomos diretamente no sistema 

circulatório de embriões receptores (Watanabe et ai., 1994) ou serem transfectadas in

vitro por lipofecção e, então, transferidas para embriões receptores (Naito et al.., 1994b). 

o) Biolística

Neste sistema, micropartículas de ouro ou tungstênio, contendo o DNA 

exógeno adsorvido, são aceleradas em alta velocidade, penetrando as células-alvo e 

liberando o DNA, de forma não letal (Klein et al., 1987). Diversas espécies de animais 

foram transfectados, pela biolística, tais como: protozoários, insetos, peixes, anfibios, 

camundongos, ratos, coelhos, macacos, galinhas, bovinos, entre outros. Atualmente, a 

biolística tem recebido grande atenção, devido à facilidade, praticabilidade e rapidez nas 

operações, além da relativa independência, quanto ao uso de genótipos e de protocolos 

específicos de cultura de tecidos. Esta técnica será detalhada adiante. 
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2.2 PRINCÍPIOS BÁSICOS DA BIOLÍSTICA 

A biolística é um método fisico para a introdução de ácidos nucléicos e 

outras substâncias no interior de células e tecidos intactos, pela aceleração de 

micropartículas de metal a alta velocidade. Este processo tem sido descrito de diferentes 

formas e denominado de várias maneiras: bombardeamento de partículas, 

bombardeamento de micropartículas, aceleração de partículas, biobalística, "gene gun", 

entre outros. Os inventores deste processo, para uniformizar os diferentes termos e 

aparatos associados ao disparo de materiais biológicos no interior de células-alvos, 

denominaram-no biolística (Sanford et ai., 1993). 

O processo biolístico, inventado em 1984, por E. D. Wolf, N. K. Allen e J. 

C. Sanford, foi originalmente desenvolvido para introduzir genes exógenos, no genoma

nuclear de plantas superiores (Klein et al., 1987). Comparada com outras técnicas de 

transformação, a biolística pode ser considerada corno o sistema que demonstra a menor 

especificidade quanto uso de genótipos, permitindo trabalhar com espécies antes julgadas 

de difícil transformação. Apresenta ainda outras vantagens como: bombardeamento 

simultâneo de muitas células, liberação de altas doses de DNA, co-transformação com 

dois ou mais plasrnídeos, independência quanto ao uso de protocolos específicos de 

cultura de tecidos e relativa praticabilidade e eficiência da técnica (Klein et al., 1992; 

Sanford et ai., 1993). 

Além da transferência de genes em plantas, a biolística tem sido utilizada 

eficientemente na transformação de diversos microrganismos, tais corno: leveduras, 

fungos filamentosos (Armaleo et ai., 1990 e Fungaro et al., 1995), algas (Schiedlrneier et 

ai., 1994), bactérias (Smith et ai., 1992) e protozoários (Vainstein et ai., 1994). Também 

foi o primeiro método a tomar possível a transformação de genomas de organelas, corno 

cloroplastos (Boynton et ai., 1988; Svab et ai., 1990 e Y e et ai., 1990) e mitocôndrias 

(Fox et al., 1988 e Johnston et ai., 1988). 

Os primeiros trabalhos, demonstrando a aplicação da biolística para a 

transformação de células animais, surgiram no final da década de 80 e início da década de 
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90 (Williams et al., 1991; Yang et al., 1990 e Zelenin et ai., 1989). Desde então, muitos 

avanços foram conseguidos, como por exemplo, a transformação de células em cultura, 

de órgãos isolados e de tecidos de animais vivos. O desenvolvimento desta técnica tem-se 

mostrado importante para os campos da terapia e imunização gênica, assim como para o 

estudo básico da função e regulação de genes e promotores tecidos-específicos. 

Para assegurar a eficiência de liberação de DNA, dentro da célula e 

diminuir os efeitos prejudiciais intrínsecos da biolística, faz-se necessário otimizar os 

fatores, que afetam a eficiência de transferência de genes, obtendo-se dessa forma 

resultados repetitivos e consistentes (Birch & Franks, 1991 ). Independente da espécie a 

ser transformada, os principais fatores, que devem ser considerados, são: 1) escolha do . 

acelerador de micropartículas, 2) escolha das micropartículas, 3) parâmetros fisicos, 4) 

parâmetros biológicos (Sanford et ai., 1993). 

2.2.l ACELERADOR DE MICROPARTÍCULAS 

Há muitas formas de aceleração de partículas microscópicas a velocidade 

altas, como é exigido pelo processo biolístico. Dos vários métodos de aceleração, o que 

tem-se mostrado mais eficiente é o de aceleração de micropartículas na superficie de um 

carreador macroscópico ou macrocarreador. O macrocarreador, em todos os métodos, é 

impulsionado por uma onda de choque. Esta onda pode resultar de: explosão química, 

explosão elétrica de uma gota d'água, descarga de ar comprimido e choque de gás hélio 

ou de nitrogênio, gerado pelo mecanismo de ruptura de membrana. O macrocarreador 

pode ser qualquer objeto pequeno, cuja superficie frontal possa carregar micropartículas 

e, cuja superficie oposta apresente integridade coesiva bastante, para absorver a energia 

da onda de choque e suportar aceleração súbita seguida de desaceleração abrupta 

(Sanford et al., 1993). 

O primeiro equipamento desenvolvido utilizava pólvora para acelerar as 

micropartículas de metal. Estas micropartículas, cobertas de DNA, são colocadas em um 

macrocarreador de náilon, que é acelerado, dentro de um tubo, pela explosão da pólvora, 
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até atingir um anteparo de impacto. Somente as micropartículas continuam sua trajetória, 

por urna pequena abertura no anteparo, até atingirem o tecido-alvo (Klein et al., 1987). 

Todo esse processo ocorre, dentro de urna câmara, sob vácuo parcial. Este modelo 

básico não permite o controle da velocidade das partículas e, devido às variações na 

quantidade de pólvora, que acelera o rnacrocarreador, apresenta alto grau de 

variabilidade em cada bombardeamento. Este sistema causa também dano apreciável ao 

tecido-alvo, devido principalmente à onda de choque e ao choque acústico. O uso de 

peneiras, entre o anteparo de impacto e o tecido, minimiza o dano às células e melhora o 

perfil de distribuição das partículas (Russel et ai., 1992). 

Novos sistemas de aceleração foram desenvolvidos, com o objetivo de 

obter-se maior controle na velocidade, dispersão e penetração das rnicropartículas e de 

atenuar os danos causados aos tecidos-alvos. Sanford et ai. (1991) desenvolveram um 

sistema de bombardeamento, onde urna pressão controlada de gás hélio acelera urna 

membrana de plástico carregada de partículas (membrana carreadora). Após percorrer 

curta distância, a membrana carreadora é desacelerada, pelo impacto em urna tela fixa 

(tela de retenção) e somente as partículas continuam o seu percurso, até atingirem o 

expiante-alvo, sob vácuo parcial. A pressão é controlada por um disco de ruptura, que 

pode apresentar diferentes espessuras, de acordo com a pressão desejada. A distância, 

entre o disco de ruptura e a membrana carreadora, pode ser modificada, permitindo variar 

a velocidade das partículas, conforme o tipo de tecido-alvo a ser utilizado. 

Morikawa et al. (1989) utilizaram um sistema semelhante ao do gás hélio, 

mas, tendo o nitrogênio, como fonte de força propulsora. O mesmo grupo (lida et al., 

1990) também desenvolveu um equipamento pneumático de aceleração de partículas. O 

protótipo é bastante similar àquele, que emprega pólvora, mas o agente propelente é o ar 

comprimido, que permite controlar a velocidade das partículas. 

McCabe et al. (1988) desenvolveram um equipamento, que impulsiona as 

rnicropartículas, por meio de onda de choque gerada por descarga elétrica. A aceleração 

das partículas é obtida por um capacitor de alta voltagem, que vaporiza uma pequena 

gota d'água e cria urna explosão, que impulsiona urna membrana carregada de partículas 
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recobertas de DNA. Rech et al. (1991) desenvolveram um aparelho de descarga elétrica 

modificado, utilizando baixa voltagem e alta capacitância. Descreveram também a 

otimização de algumas variáveis associadas a este aparelho (Aragão et el., 1993). Takagi 

& Kimura (1997) demonstraram outro tipo de modificação para o aparelho de descarga 

elétrica, utilizando eletrodos (fio de metal) de descarga, em substituição à gota d'água. 

Um equipamento mais prático, de baixo custo e de fácil construção, foi 

desenvolvido por Finer et ai. (1992), empregando um suporte de filtro, adaptado a um 

tubo ligado a fonte de gás pressurizado. As partículas de metal com o DNA adsorvido 

são colocadas sobre o filtro, que recebe um pulso de gás hélio, controlado por uma 

válvula solenóide. 

Sautter et al. (1991) desenvolveram um sistema de bombardeamento de 

partículas, denominado "micro-targeting". Neste sistema, uma mistura de DNA e 

partículas de metal é vaporizada e acelerada, por um pulso de gás, em tubo capilar. O 

tubo capilar é direcionado para o tecido-alvo, com a ajuda da microscopia. Como o nome 

indica, este sistema foi desenvolvido para permitir o bombardeamento de tecidos, com 

diâmetro inferior a O, 15 mm, podendo ser regulado para a penetração das partículas, em 

camadas celulares específicas. 

Apesar dos avanços ocorridos nos aparelhos existentes, há necessidade de 

otimizarem-se os parâmetros associados a cada sistema de aceleração, quando este for 

utilizado em uma espécie ainda não transformada por qualquer um dos sistemas. A 

escolha do sistema de aceleração de micropartículas deve levar em consideração os 

seguintes atributos: segurança, repetibilidade, flexibilidade para ser utilizado em mais de 

uma aplicação e em mais de uma espécie, controle mais acurado sobre a velocidade e a 

dispersão das partículas, opção para ser utilizado como portátil, mínimo dano ao tecido­

alvo e uso de diferentes micropartículas (Sanford et ai., 1991). 

Nenhum dos sistemas, até agora discutidos, satisfaz a todos os requisitos 

acima indicados. O sistema de aceleração, utilizando pressão de gás hélio, é o que 

preenche maior número de atributos desejados (Sanford et al., 1991). 
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2.2.2 MICROPARTÍCULAS 

O tipo e o tamanho das micropartículas dependem do tecido a ser 

transformado. A princípio, qualquer partícula pode ser utilizada, como carreadora de 

DNA, desde que seja quimicamente pouco reativa, apresente alta densidade, seja 

biologicamente inerte e esteja disponível, em diferentes formatos e tamanhos adequados 

(Birch & Franks, 1991 e Lacorte et al., 1996). As micropartículas mais utilizadas, como 

carreadoras de DNA, são o tungstênio e o ouro. 

A escolha de partículas de tungstênio, como micropartícula, apresenta 

algumas vantagens, tais como: custo reduzido, disponibilidade em diversos tamanhos (0,2 

a 10 µm) e facilidade em ligar-se ao DNA. As desvantagens destas partículas, no entanto, 

são: potencialmente tóxicas para certos tipos de células (Armaleo et ai., 1990; Russel et 

al. 1992), suscetíveis à oxidação que pode alterar a ligação com o DNA, degradam 

catalítica e progressivamente sua associação com o DNA e são altamente heterogêneas, 

em tamanho e forma, impedindo a otimização do tamanho da partícula para um tipo 

celular particular. 

As partículas de ouro estão disponíveis, em uma limitada variação de 

tamanho ( de 1 a 3 µm), são uniformes em tamanho e formato e permitem a otimização do 

tamanho da partícula para determinado tipo de célula. Outras características positivas do 

ouro são: é biologicamente inerte, não é tóxico para as células, é aprovado pela FDA 

(Food and Drug Administration) como agente terapêutico em humanos e não degrada 

cataliticamente sua associação com o DNA. As maiores desvantagens do ouro são: é 

relativamente caro, não é estável em suspensões aquosas estéreis e as partículas 

aglomeram-se irreversivelmente com o tempo (Sanford et ai., 1993). 

Outras partículas de metal, como platina e irídio, foram utilizadas por 

Sanford et al. (1993), como carreadoras de DNA. Entretanto, ambas partículas 

mostraram baixa taxa de transformação, devido tanto ao diâmetro irregular das 

partículas, como sua baixa ligação ao DNA. Partículas de baixa densidade, como pedaços 

de vidro (1 mm de diâmetro e 3-30 mm de comprimento) e sílica também foram testadas 

por Sanford et ai. (1993). Sua baixa densidade, no entanto, reduz drasticamente a 
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aceleração e compromete a eficiência de penetração das partículas. Células desidratadas 

de Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens e leveduras, utilizadas como forma 

natural de encapsulação de DNA, também foram testadas (Sanford et al., 1993), 

apresentando a vantagem de eliminação dos problemas com heterogeneidade no tamanho 

das partículas, com protocolos de precipitação do DNA e com aglomeração das 

partículas. Experimentos realizados por Rasmussen et al. (1994) indicaram que células 

desidratadas de E. coli, portando um vetor de expressão, podem ser usadas para 

bombardear suspensão de células de tabaco ou milho, resultando em expressão da '3-

glucuronidase (GUS). 

2.2.2.1 Tamanho das Partículas 

O tamanho das partículas varia, em função do tamanho das células a serem 

transformadas. Corno regra geral, as partículas devem possuir tamanho, em tomo de 1/1 O 

do diâmetro da célula-alvo (Sanford et ai., 1993). No entanto, há experimentos que 

negam esta afirmativa, por exemplo: células da epiderme de camundongos, com diâmetro 

inferior a 20 µm, foram transformadas, com partículas de 3,9 µm (Sanford et ai., 1993). 

Habitualmente, bactérias e fungos têm sido transformados, com partículas de 0,1 a 1,0 

µrn; células vegetais, com partículas de 0,2 a 1,5 µrn; e células animais, com partículas de 

1,0 a 5,0 µm de diâmetro (Lacorte et ai., 1996). 

2. 2. 2. 2 Precipitação do DNA sobre as Micropartículas 

A precipitação do DNA sobre as micropartículas é uma das mais 

importantes fontes de variação da eficiência de transformação por biolística. A 

precipitação do DNA ocorre muito rapidamente, sendo impossível obter uma mistura de 

reação uniforme, pois ouro e tungstênio também precipitam facilmente. Sanford et ai. 

(1993) dernostrararn que o padrão de precipitação e agregação do DNA é único e não se 

reproduz. Eles observaram também que a taxa de transformação decai sensivelmente no 

verão, possivelmente devido à umidade do ar, responsável pela aglomeração das 

partículas. 
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Os procedimentos empregados para a precipitação do DNA, sobre as 

micropartículas, podem muitas vezes influenciar na interação DNA-partícula e na 

quantidade e forma como o DNA entra na célula. A formação de agregados de 

micropartículas danifica as células-alvos, resultando em baixa eficiência de 

transformação. Estes agregados são, principalmente, conseqüências do procedimento de 

precipitação utilizado (Klein & Fitzpatrick-McEUigott, 1993). 

Vários protocolos de precipitação de DNA às micropartículas têm sido 

publicados (Sanford et ai., 1993). O mais recomendado, desenvolvido por Klein et al. 

(1988), utiliza CaCh e espermidina. O DNA adsorvido às micropartículas é 

ressuspendido em etanol 100% e colocado sobre a membrana carreadora. O etanol 

evapora e as micropartículas com DNA permanecem secas, sobre a superficie da 

membrana. A quantidade de DNA e de partículas são fatores importantes. DNA, em 

excesso ou com impurezas, pode causar aglomeração das partículas (Aragão et ai., 1993 

e Klein et al., 1988). 

A quantidade de DNA influencia também o nível de expressão do gene 

introduzido. Alguns estudos mostram que pequenas quantidades de DNA são necessárias 

para máxima expressão do gene exógeno (Eisenbraun et al., 1993), outros descrevem 

uma associação positiva entre expressão transiente e aumento da concentração de DNA 

(Baldarelli & Lengyel, 1990). 

2.2.3 PARÂMETROS FÍSICOS 

Os parâmetros fisicos, a seguir discutidos, referem-se ao sistema de 

aceleração, que utiliza o gás hélio como fonte de força, por ser o mais amplamente 

utilizado e otimizado para diversas espécies. 

2.2.3. J Velocidade de Impacto 

A velocidade de impacto refere-se à velocidade das micropartículas, ao 

atingirem as células-alvo. Há muitos parâmetros, que interagem e afetam a velocidade de 
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impacto. Estes incluem pressão de choque do gás hélio, distância entre a membrana de 

ruptura e a membrana carreadora, distância da membrana carreadora até a tela de 

retenção e distância das células-alvo até a membrana carreadora ( também denominada 

distância percorrida pelo DNA-micropartículas). Em condições de altas pressões, a 

velocidade de impacto das micropartículas será mais alta, se a distância entre a fonte de 

força e a membrana carreadora for pequena ou, se a distância entre a membrana 

carreadora e a tela de retenção for longa. Grandes distâncias percorridas pelo DNA­

micropartículas reduzem a velocidade de impacto, mas, por outro lado, otimizam a 

dispersão das partículas e minimizam os efeitos da onda de choque nas células. 

Adicionalmente, o uso de partículas menores e de vácuo reduzido também atenuam a 

velocidade de impacto (Sanford et al., 1993). 

A utilização do gás hélio, como fonte de força, é funcional de 600 a 2400 

psi. De acordo com Sanford et ai. (1993), 600 psi é o suficiente para alguns casos de 

transformação, mas insuficiente para a maioria das aplicações. O valor de l 000 psi 

mostrou-se ideal para muitos organismos estudados. É oportuno salientar que a pressão 

do gás hélio influi diretamente na variação da velocidade, mas não necessariamente 

resulta em aumento da taxa de transformação. Sob condições de alta pressão, verificam­

se limites máximos distintos, entre as vantagens e os efeitos negativos, na eficiência de 

transformação. 

Foram testadas distâncias, variando de 1 a 20 mm, entre a fonte de força e 

a membrana carreadora. Verificou-se que distâncias menores incrementam a velocidade 

de impacto, ocasionando, porém, variação no percurso da membrana até a tela de 

retenção. Geralmente, o melhor coeficiente de transferência de energia efetiva, com 

mínima variabilidade, ocorre com distâncias de 6 a 12 mm (Sanford et al., 1993). 

Uma distância de 10 mm entre a membrana carreadora e a tela de retenção 

proporciona uma velocidade ótima, sem acentuadas variações na orientação do trajeto ou 

na freqüência de transformação. O aumento da distância altera, proporcionalmente, a 

velocidade e, por conseqüência, provoca variações na orientação do trajeto da membrana 

carreadora (Sanford et ai., 1993). 
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A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até as células-alvo não é 

muito crítica quando são utilizadas micropartículas grandes. Com micropartículas 

pequenas, porém, a situação é inversa, a exemplo do que ocorre com a transformação de 

bactérias, onde a distância deve ser minimizada para manter-se velocidade adequada 

(Sanford et al., 1993). 

Estes parâmetros citados interagem todos, entre si. Por exemplo, o 

aumento da pressão do gás hélio pode ser compensado: pelo incremento da distância 

entre a fonte de força e a membrana carreadora, pelo decremento da distância entre a 

membrana carreadora e a tela de retenção ou pelo incremento da distância percorrida 

pelo DNA-micropartículas até o alvo (Klein et al., 1992; Sanford et al., 1993). 

2. 2. 3. 2 Vácuo/Gás Residual

O gás residual, que recobre as amostras, dentro do aparelho de biolística, 

deve ser retirado. Este gás pode afetar a eficiência de transformação, por duas razões. 

Primeira: as micropartículas perdem, drasticamente, aceleração ao passarem por qualquer 

gás. Esta perda será tão mais acentuada, quanto menor for a partícula. Por conseqüência, 

a remoção do gás minimiza a perda de aceleração e viabiliza o uso de micropartículas 

extremamente pequenas, exigidas na transformação bacteriana. Segunda razão: o gás 

residual pode transmitir, potencialmente, uma perigosa onda de choque. O gás hélio, por 

seu baixo peso molecular, atenua a intensidade desta onda de choque (Sanford et ai., 

1993). 

Comumente, o gás residual é retirado, por uma bomba de vácuo, até que 

atinja valores, entre 710 a 740 mmHg (28-29"Hg). Pressões de vácuo maiores não são 

geralmente práticas, em decorrência da pressão do vapor d'água formada pela própria 

amostra biológica. A intensidade do vácuo deve ser reduzida para certas aplicações, 

como por exemplo: o bombardeamento de pele de rato in situ requer pequena quantidade 

de vácuo de aproximadamente 51 O mmHg, caso contrário, a sucção no tecido pode 

causar danos às células e reduzir o nível de expressão do gene inserido (Williams et al., 
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1991). Pela mesma razão, tecido de figado de rato não tolera nenhum vácuo (Williams et 

ai., 1991 ). 

A eficiência de transformação de certos tecidos pode ser aumentada, 

preenchendo a câmara de bombardeamento com gás hélio antes da aplicação do vácuo, 

de forma que o residual seja de gás hélio e não de ar. Esta vantagem é mais bem 

observada em microrganismos, onde a taxa de transformação pode ser aumentada, de 

cinco a seis vezes, em bactérias (Smith et ai., 1992) e quatro vezes, em leveduras 

(Sanford et al., 1993). No entanto, este procedimento não se aplica indiscriminadamente 

a todos organismos. Em suspensão de células de tabaco, por exemplo, o beneficio é 

muito pequeno ou ausente. 

2. 2. 3. 3 Onda de Choquei Choque Acústico

O choque acústico e a onda de choque, gerados durante a aceleração da 

membrana carreadora, podem causar sérios danos as células e até destruí-las (Russel et 

ai., 1992). Mesmo não sendo letal, estes prejudicam a subsequente divisão, crescimento e 

regeneração celular. Substituir o gás residual é importante para manter a velocidade das 

partículas, mas seu efeito, na redução da intensidade da onda de choque, é pequeno 

(Sanford et al., 1993 ). 

Os maiores efeitos da onda de choque e do choque acústico, na eficiência 

de transformação, são verificados nos aparelhos que utilizam pólvora, diferentemente do 

que ocorre nos aparelhos com gás hélio, onde os efeitos não são limitantes (Sanford et 

al., 1993). Os danos nas células, provocados pela onda de choque, podem ser reduzidos 

com a aplicação de filtros, peneiras e outras formas de cobertura para o tecido-alvo. Em 

aparelhos, que utilizam pólvora, esta técnica produziu resultados. Em sistemas com gás 

hélio, não se verificou o mesmo efeito, em termos de incremento no número de células 

transformadas (Russel et ai., 1992). 
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2.2.4 PARÂMETROS BIOLÓGICOS 

Alguns parâmetros biológicos são importantes para o sucesso da 

transformação por biolística. Primeiro: com genes marcadores compatíveis com o tipo de 

célula e organismo a ser transformado, deve-se construir um vetor com promotor forte e 

de expressão efetiva no tecido-alvo desejado. Segundo: as células-alvos devem estar 

prontas e receptivas para a transformação. Terceiro: deve ocorrer altas taxas de 

penetração das partículas, de sobrevivência e de crescimento celular após o 

bombardeamento. 

2.2.4.1 Vetores 

Os vetores utilizados, nos experimentos de biolística, devem ser 

adequados para otimizar os protocolos de transformação e para introduzir seqüências de 

interesse, de forma estável. A expressão de genes heterólogos, em um organismo, requer 

elementos estruturais, que sejam reconhecidos pelo sistema de transcrição do organismo 

transformado, tais como: promotores apropriados que possam ser replicativos ou 

integrativos, amplificadores ("enhancers"), sinais de terminação e poliadenilação, além de 

genes marcadores e/ou de seleção apropriados. A biolística permite o estudo da 

expressão gênica em tecidos intactos, sendo, portanto, uma técnica adequada para o 

estudo de promotores com regulação temporal ou tecidos-específicos. Alguns trabalhos 

demonstraram a importância da escolha de um promotor adequado para otimizar os 

protocolos de transformação e para introduzir seqüências de interesse, de forma estável 

(Burkholder et ai., 1993; Cheng et al., 1993 e Tang et ai., 1992). Para a transformação de 

células animais in vitro e in vivo, os genes marcadores mais utilizados são os genes da 13-

galactosidase (/3-gal) e o gene da luciferase (luc ), sob o controle do promotor 

constitutivo do citomegalovírus (CMV) ou do vírus de símios 40 (SV 40) (Baldarelli & 

Lengyel, 1990; Burkholder et ai., 1993; Cheng et ai., 1993; Jiao et ai., 1993; Williams et 

ai., 1991 e Yang et al., 1990). 

O tamanho do vetor não parece ser um fator limitante para a biolística. 

Vetores de fago À (50 Kb) possuem tamanho superior aos outros vetores mais 
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comumente utilizados e, no entanto, apresentam altas taxas de transformação (Rasmussen 

et al., 1994). Da mesma forma, células intactas, por exemplo E. coli, podem ser liberadas 

como micropartículas, indicando que cromossomos ou genomas inteiros podem ser 

introduzidos, por meio da biolística (Sanford et ai., 1993). DNA ou RNA, na forma 

circular ou linear, e como fita simples ou dupla podem ser introduzidos, pela biolística 

(Sanford et al., 1993). 

2.2.4.2 Fisiologia e Idade das Células 

Em geral, os alvos ideais para biolística são células saudáveis, que sejam 

receptivas para transformação e suportem o estresse causado pelo bombardeamento. Em 

outras palavras, as mais apropriadas são as células jovens, em intensa divisão celular. Há, 

entretanto, exceções e a idade da célula para cada espécie deve ser determinada 

empiricamente (lida et al., 1991). 

2.2.4.3. Tamanho das Células 

O tamanho das células não parece ser um fator limitante para a 

transformação, por meio da biolística. Uma variedade de células animais e vegetais, de 

vários tamanhos e formatos, já foram transformadas, bem como microrganismos, 

medindo menos de l µm (E. coli) e organelas citoplasmáticas ( cloroplastos e 

mitocôndrias). Este parâmetro torna-se mais importante, na seleção do tamanho 

apropriado das micropartículas e da melhor distância da membrana carreadora até as 

células-alvos (Sanford et ai., 1993). 

2.2.4.4 Densidade Celular 

A densidade celular é um importante parâmetro para a transformação, 

tanto de microrganismos, quanto de culturas de células em suspensão. Geralmente, 

camadas uniformes de células fornecem um número maior de alvos e apresentam melhor 

eficiência de transformação (Sanford et ai., 1993). 
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2.2.4.5 Tratamento Pré e Pós Bombardeamento 

O tratamento dos expiantes, no caso do bombardeamento in vitro, pode 

influir na freqüência de transferência de genes. O incremento da pressão osmótica do 

meio de cultura das células, antes do bombardeamento, pode elevar significativamente a 

taxa de transformação, além de diminuir a variabilidade do sistema entre experimentos 

(Russel et al., 1992). O aumento da osmolaridade do meio evita a extrusão do 

protoplasma pela plasmólise das células, devido a diminuição da turgidez, assim como, 

aumenta a penetração das partículas (Sanford et ai., 1993). 

Os beneficias da introdução dos fatores osmóticos, no meio de cultura 

(manitol, sorbitol, etc.), também são observados em bactérias e fungos (Armaleo et al., 

1990 e Sanford et al., 1993). O dessecamento das células, antes do bombardeamento e o 

uso de frascos/placas de cultura, que permitem trocas gasosas, são outros artificias 

usados para aumentar a eficiência do sistema (Vain et al., 1993). Estes resultados 

mostram que a alteração das condições fisiológicas das células provoca modificações, na 

eficiência do bombardeamento. 

2.2.4.6 Toxicidade do Tungstênio 

Em alguns casos, partículas de tungstênio são tóxicas para as células. 

Russel et al. (1992) demonstraram que partículas de tungstênio, adicionadas ao meio de 

cultura de células de tabaco, mesmo em concentrações 1 O a 20 vezes menores que as 

liberadas em um bombardeamento, reduziram o crescimento celular. Em altas 

concentrações, o tungstênio pode causar extensiva morte celular (Russel et al., 1992). 

Tungstênio pode também acidificar, severamente, o meio de cultura. Apesar de não ter 

sido detectada nas células de tabaco, a acidificação pode causar sérios problemas para 

células pH sensitivas (Sanford et al., 1993). 

Quando tungstênio for tóxico para um determinado tipo de célula, deve-se 

utilizar ouro ou outra partícula inerte. Em suspensão de células de tabaco, Russel et ai. 

(1992) verificaram que o bombardeamento, com partículas de ouro em substituição ao 

tungstênio, triplicou a taxa de transformantes estáveis. 
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2.3 TRANSFERÊNCIA DE GENES EM CÉLULAS E TECIDOS ANIMAIS POR MEIO 

DA BIOLÍSTICA 

O primeiro trabalho de transferência de genes em animais apareceu em 

1989, onde uma linhagem de células de camundongos foi transformada com o gene neo,

que confere resistência ao antibiótico geneticina (Zelenin et ai., 1989). Desde então, a 

biolística tem sido utilizada para a transformação de células em cultura, de órgãos 

isolados e de tecidos de animais vivos (Johnston et ai., 1991; Yang et ai., 1990 e Zelenin 

et ai., 1991b). O potencial de aplicação desta técnica reside na viabilização da análise da 

expressão de genes e promotores tecidos-específicos, na produção de células e animais 

transgênicos e, principalmente, na terapia e imunização genéticas (Klein & Fitzpatrick­

McElligott, 1993). 

2.3.1 TRANSFERÊNCIA DE GENES lN VITRO

Apesar da fragilidade da membrana celular, a biolística tem-se mostrado 

muito eficiente na transferência de genes, em muitas culturas de células animais testadas. 

A expressão de genes repórteres já foi demonstrada, em linhagens de células derivadas do 

epitélio, endotélio, fibroblastos, glândula mamária, rim e linfócitos de camundongos, 

ratos e humanos (Burkholder et ai., 1993; Fitzpatrick-McElligott, 1992; Yang et ai., 1990 

e Zelenin et ai., 1989). 

A expressão transiente de genes em cultura de células, utilizando 

diferentes construções gênicas, mostrou taxas de eficiência variando de 0,5 a 7,0%. O 

comprimento relativo de promotores, o tipo de célula e as condições de 

bombardeamento, causaram variações na taxa de transformação (Yang et al., 1990 e 

Zelenin et ai., 199 I b ). Não obstante a fragilidade das células de mamíferos, a viabilidade 

das células em cultura permaneceu alta (85 a 97%), após o bombardeamento. 

Esta técnica mostra-se verdadeiramente eficaz, quando usada para 

introduzir genes, em células ou tecidos animais, com os quais outras técnicas não 
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lograram êxito. Tais células e tecidos incluem: linhagens de células de linfócitos de 

camundongos que infiltram tumor (Fitzpatrick-McElligot, 1992 ), preadipócitos, 

macrófagos e células pré-B (Heiser, 1994), células primárias derivadas de glândulas 

mamárias (Yang et al., 1990) e células primárias derivadas de tecido cerebral (Jiao et al., 

1993). Genes também têm sido liberados, diretamente, em expiantes de tecidos sólidos, 

tais como: glândulas mamárias, figado e rim (Thompson et ai., 1993 e Zelenin et al., 

1991b ). 

Clones transformantes estáveis, de várias linhagens de células de 

mamíferos, têm sido obtidos, após o bombardeamento com o gene neo. A freqüência 

destes transformantes estáveil variou de 6x l 04 para células MCF .. 7 (Unhâgém otlular de 

carcinoma de mama de humanos) (Yang et ai., 1990), CHO (células do ovário de hamster 

chineses) (Fitzpatrick-McElligot, 1992) e NIH3T3 (linhagem celular de camundongos) 

(Zelenin et al., 1989) até l,7xl0-4 nas linhagens de linfócitos T (Fitzpatrick-McElligot, 

1992). 

O bombardeamento de tecidos foi também utilizado, como ferramenta 

para a caracterização de promotores específicos, em culturas primárias de células 

epiteliais mamárias de ratos (Thompson et al., 1993) e em expiantes da glândula mamária, 

figado e rim de ratos e camundongos (Zelenin et ai., 1991b). 

A biolística também pode ser utilizada como uma estratégia eficiente para 

a terapia genética, por meio da transferência de genes em células e tecido in vitro, 

seguida por transplantes destas células transformadas no órgão de origem. Jiao et al. 

(1993) transformaram cultura de células primárias de cérebro fetais de ratos com o gene 

que codifica para a tirosina hidroxilase, uma enzima deficiente em pacientes com Mal de 

Parkinson. O tecido cerebral fetal é, então, transplantado na região caudal e intracortical 

do cérebro de ratos adultos. Após duas semanas, 2% das células transplantadas 

apresentaram atividade enzimática. 
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2.3.2 TRANSFERÊNCIA DE GENES IN VIVO 

A habilidade de transferir DNA, diretamente, em células somáticas de 

animais vivos, abre uma nova possibilidade de aplicação da biolística (Johnston et ai., 

1991; Yang et al., 1990 e Williams et ai., 1991). Diversas construções gênicas têm sido 

transferidas para tecidos somáticos de animais vivos, por meio de aparelhos, que utilizam 

pólvora (Johnston et al., 1991 e Zelenin et al., 1991b, 1997), descarga elétrica (Cheng et 

ai., 1993 e Yang et ai., 1990), pressão de gás hélio (Johnston et ai., 1991; Kerr et al., 

1996; Li et al., 1995; Williams et al., 1991 e Yoshida et ai., 1997) e nitrogênio 

(Muramatsu et ai., 1997a, b e 1998). 

Inúmeros trabalhos têm demonstrado a expressão de genes repórteres em 

órgãos, como: pele dos membros e do abdômen, derme, fígado, orelha, músculo, 

pâncreas e testículo de camundongos e ratos (Cheng et al., 1993; Johnston et al., 1991; 

Muramatsu et ai., 1997b, Williams et al., 1991; Yang et ai., 1990; Yoshida et al., 1997 e 

Zelenin et al., 1991b, 1997); epiderme, derme, fígado e músculo de coelho e macaco 

rhesus (Cheng et ai., 1993); glândula mamária e músculo de ovelha (Kerr et ai., 1996); 

oviduto e fígado de galinhas poedeiras (Muramatsu et ai., 1998). 

Utilizando o gene da luciferase, sob o controle do promotor da f3-actina, 

Williams et al. (1991) e Cheng et ai. (1993), mediram os níveis da expressão do 

transgene, após o bombardeamento de camundongos e ratos vivos. A epiderme da pele 

abdominal e o fígado mostraram os mais altos níveis de expressão do transgene. A 

profundidade da penetração também variou, com o tipo de tecido. Por exemplo, na 

epiderme, as micropartículas foram encontradas, somente nas primeiras camadas 

celulares; em orelhas bombardeadas, as micropartículas atingiram a derme e algumas 

camadas da cartilagem; e no fígado, as partículas restringiam-se às l O primeiras camadas 

celulares. A expressão na pele foi observada, em 1 O a 20% das células bombardeadas 

(Williams et ai., 1991 e Yang et al., 1990), sendo que a expressão do transgene persistiu, 

até o quarto dia, após o bombardeamento. Dos tecidos bombardeados, o fígado manteve 

a expressão, por 14 a 23 dias (Williams et al., 1991) e a derme da pele abdominal, por 

um ano e meio (Cheng et al., 1993). Células musculares bombardeadas, com o gene da 
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cloranfenicol acetil transferase (Yang et al., 1990) ou com o gene da luciferase (Cheng et 

al., 1993) ou com o gene da f3-galactosidase (Zelenin et ai., 1997), apresentaram baixo 

nível de expressão inicial, com apenas l a 3% das células expressando o transgene (Yang 

et al., 1990). Zelenin et ai. (1997) observaram que somente os músculos superficiais 

apresentavam expressão do transgene, devido à limitada penetração das partículas. Testes 

com mistura de partículas de ouro e tungstênio mostraram que quanto maior a 

concentração de partículas de tungstênio na mistura, maior a intensidade da expressão do 

transgene. Uma proporção de ouro e tungstênio, de 1:4, atingiu uma profundidade de 4 

mm e evidenciou a presença da atividade do transgene por 3 meses. A expressão do gene 

da distrofia humana também foi detectada em células musculares, persistindo até 2 meses, 

após o bombardeamento (Zelenin et ai., 1997). Estes trabalhos relataram danos mínimos 

aos tecidos bombardeados, mesmo aos mais frágeis. 

A aplicabilidade da biolística para outras espécies de mamíferos, que não 

munnos, foi avaliada, por meio do bombardeados, in vivo, da epiderme e derme 

abdominal, orelha, figado e músculo de coelhos, macaco rhesus, cobaias, bovinos e 

ovelhas (Cheng et al.,1993; Rech et al., 1996 e Zelenin et al., 1997). As células, 

expressando o transgene, apresentavam-se homogeneamente distribuídas, da epiderme 

até o tecido cartilaginoso da orelha de bovinos (Rech et al., 1996). A expressão 

transiente da luciferase foi detectada, em todos os tecidos dos dois animais testados, 

sendo que a atividade da luciferase na epiderme de macaco foi mais alta que em coelhos 

(Cheng et ai., 1993). 

O bombardeamento de partículas, in vivo, também pode ser utilizado para 

a análise da atividade de promotores, em diferentes tecidos. Em ratos, a atividade do 

promotor do citomegalovírus ( CMV) foi, consistentemente, o mais alto em cada tecido 

bombardeado ( epiderme, derme, músculo, fígado e pâncreas), enquanto que outros 

quatro promotores virais e cinco celulares apresentaram atividade tecido-específico. Em 

células musculares, os promotores SV 40 ("Simian vírus 40") e RSV (''Rous sarcoma 

virus") apresentaram altos níveis de expressão, comparáveis ao CMV (Cheng et al., 
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1993). O mesmo foi observado por Zelenin et ai. ( 1997) em músculos esqueléticos de 

camundongos. 

A análise da funcionalidade de promotores tecidos-específicos também 

pode ser realizada, por meio da biolística. Muramatsu et ai. (1998) testaram várias 

regiões do promotor do gene da ovalbumina, no oviduto e fígado de galinhas poedeiras. 

Os resultados demonstraram que, no oviduto, a expressão do gene repórter foi alta, 

independente do tamanho do promotor, enquanto que, no fígado, promotores maiores 

suprimiam substancialmente a expressão do gene repórter. Os autores propuseram a 

presença de um elemento silenciador tecido-específico no fígado, mas ausente no 

oviduto. 

Outra aplicação da biolística para a transferência de genes, in vivo, é a 

liberação de genes, que codificam antígenos para a produção de anticorpos. Em 

conseqüência, novas expectativas surgem, no campo da imunização genética (Oliveira et 

al., 1999 e Tang et al., 1992). 

2.3.3 TRANSFERÊNCIA DE GENES EM Ovos E EMBRIÕES 

Ovos fertilizados de três espécies de peixe (Misgurnus fossilis, Salmo 

gairdneri, Brachydanio rerio) foram bombardeados, com os genes lacZ e neo (Zelenin et 

ai., 1991a). Sob as condições utilizadas neste experimento, cerca de 70% dos embriões 

sobreviveram ao bombardeamento. Três dias após o bombardeamento, 5% dos embriões 

apresentavam atividade da enzima J3-gal. Os embriões, que apresentavam o gene de 

resistência à geneticina, sobreviveram por mais tempo que os controles. Ainda dentro dos 

vertebrados, a expressão transiente do gene lacZ foi detectada em ovócitos de Xenopus 

(Cheng & Joho, 1994). 

Embriões de drosófilas foram também transformados, por meio da 

biolística (Baldarelli & Lengyel, 1990 e Mialhe & Miller, 1994). Altos níveis de expressão 

transiente do gene repórter lacZ, sob o controle do promotor da actina 5C, foram 

verificados nos embriões. Também foi obtido um único embrião, com as células 
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germinativas transformadas. A maior vantagem, nesta aplicação, é a possibilidade de 

bombardeamento simultâneo de muitos ovos e embriões, o que não ocorre com a 

microinjeção, que é uma técnica precisa, mas trabalhosa (Baldarelli & Lengyel, 1990). 

2.3.4 TRANSFERÊNCIA DE GENES EM INVERTEBRADOS 

A aplicação, a viabilidade e a efetividade da biolística, em duas espécies de 

protozoários (Leishmania e Crithidia fasciculata), foram demonstradas em dois 

trabalhos (Sbicego et al., 1998 e Vainstein et al., 1994). Com o bombardeamento do gene 

neo, aplicado nas duas espécies, os autores obtiveram tanto expressão transiente quanto 

estável. 

O gene da luciferase, sob o controle do promotor da proteína de choque 

térmico de Drosophila melanogaster (hsp 70), foi utilizado para o bombardeamento de 

embriões de crustáceos (Gendreau et ai., 1995) e de ostras (Cadoret et ai., 1997). Os 

resultados mostraram que a expressão da enzima foi transiente e que persistiu somente 

por 24 horas, após o bombardeamento. 

2.3.5 TRANSFERÊNCIA DE GENES EM EMBRIÕES DE GALINHA IN Ovo

Dois trabalhos reportaram a transferência de genes em embriões de 

galinhas, por meio da biolística. Li et al. (1995) transformaram as células germinativas 

primordiais de embriões, de 50 horas de incubação, com um vetor contendo os genes neo 

e o que codifica para a ovalbumina. Após a incubação destes ovos, até sua maturidade 

sexual, foi verificada a presença do DNA exógeno nos espermatozóides dos frangos 

nascidos. Estes foram cruzados com galinhas normais e, dos 45 indivíduos G 1 nascidos, 

10 apresentavam o transgene (22%). Na maioria dos casos, o DNA exógeno desapareceu 

da prole G 1, quando seus indivíduos alcançaram a maturidade sexual, sugerindo que, 

nestes casos, não houve integração e a transmissão do transgene foi epissomal. A taxa de 

sobrevivência foi de 20%. 
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Muramatsu et al. (1997a) bombardearam embriões de galinha, de 48 

horas de incubação, com o gene lacZ, sob o controle dos promotores do RSV-LTR 

("Rous sarcoma virus - long terminal repeat") e do gene da f3-actina de galinhas. 

Utilizando partículas de tungstênio e 285 psi de nitrogênio, eles obtiveram uma taxa de 

sobrevivência de 42,9% e uma eficiência de transformação de 45,8%. A expressão da 

enzima foi transiente e não foi verificada a integração do gene exógeno no genoma. 



Cap. I: TRANSFERÊNCIA DE DNA IN SITUEM EMBRIÕES DE GALINHA 

POR MEIO DA BIOLÍSTICA 

(ln situ DNA transfer to chicken embryos by biolistics) 

RIBEIRO, L.A.; AZEVEDO, J.L.; ARAGÃO, F.J.L.; RECH, E.L.; SCHMIDT, G.S.; 

COUTINHO, L.L. ln situ DNA transfer to chicken embryos by biolistic. Genetics and 

Molecular Biology, 1999 (aceito para publicação). 
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3. TRANSFERÊNCIA DE DNA IN SITUEM EMBRIÕES DE GALINHA POR

MEIO DA BIOLÍSTICA 

(ln situ DNA transfer to chicken embryos by biolistics) 

RESUMO 

Ovos fertilizados de galinha foram bombardeados através da técnica da 

biolística. Expressão transiente do gene lacZ, sob o controle do promotor humano 

citomegalovírus, foi verificada após a transferência in situ. Diferentes níveis de pressão 

de gás hélio, vácuo e tipos de partículas foram testados. A taxa de sobrevivência 

aumentou à medida que a velocidade das partículas diminuiram, entretanto, o nível de 

expressão foi menor. Os melhores resultados, combinando taxa de sobrevivência e 

expressão, foram obtidos com partículas de ouro, 600 psi de hélio e 600 mmHg de 

vácuo. Nestas condições, todos os embriões bombardeados apresentaram atividade da P­

galactosidase, indicando que esta técnica é eficiente para a transformação de embriões 

de galinhas. 

SUMMARY 

Fertilized chicken eggs were bombarded with a biolistic <levice. Transient 

expression of the lacZ gene under the control of a human cytomegalovirus (CMV) 

promoter was assessed after in situ gene transfer using this approach. The influence of 

different pressures, vacuum leveis and particles was tested. Survival rate improved as 

particle velocity decreased, but resulted in lower leveis of expression. The best survival 

and expression were obtained with gold particles, a helium gas pressure of 600 psi and a 

vacuum of 600 mmHg. Under these conditions, all bombarded embryos showed P­

galactosidase activity, indicating that this was an effective method for transformation of 

chicken embryos. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

A técnica de transferência de DNA tem permitido avanços significativos 

na expressão de genes exógenos. Animais transgênicos têm sido utilizados tanto como 

modelos de estudos das funções dos genes, como para a produção de proteínas de alto 

valor comercial. 

A técnica de microinjeção é a mais bem estudada forma de produção de 

mamíferos transgênicos, mas há consideráveis problemas na sua aplicação em aves (Li 

et al., 1995). A principal dificuldade deve-se ao fato que, no momento da ovoposição, o 

embrião já possui mais de 60.000 células. Para resolver este problema, a estratégia 

utilizada é a transformação de pronúcleos de ovos recém-fertilizados. 

Outros métodos utilizados com sucesso em aves são a transfecção de 

células embrionárias indiferenciadas utilizando-se vetores retrovirais, lipofecção in ovo, 

eletroporação e biolística (Muramatsu et al., 1997a). Quando expressão gênica estável e 

prole transgênica são desejáveis, a técnica de transfecção de células embrionárias 

indiferenciadas, utilizando-se vetores retrovirais, é a mais conveniente e a mais 

empregada (Petitte et ai., 1990). As células embrionárias indiferenciadas que têm sido 

mais utilizadas são células da blastoderme ou células germinativas primordiais. Quando 

as células da blastoderme são utilizadas, estas são transfectadas in ovo com retrovírus e, 

os embriões quiméricos resultantes, que contêm os genes exógenos em suas células 

germinativas, são capazes de gerar proles transgênicas (Bosselman et ai., 1989). Quando 

as células germinativas primordiais são utilizadas, o DNA exógeno é inserido nas células 

previamente isoladas, utilizando-se retrovírus defectivos. Estas células, então, são 

transferidas para embriões receptores, colonizando as gônadas. Os embriões quiméricos 

resultantes serão capazes de originar uma prole transgênica (Vick et ai., 1993a). 

Há, entretanto, dois problemas com estes métodos. Primeiro, a 

manipulação dos embriões é complicada, aumentando a taxa de mortalidade, 

especialmente nos primeiros estádios de incubação. Segundo, é muito dificil predizer o 

destino potencial das células da blastoderme e, consequentemente, calcular a 

probabilidade destas células colonizarem as gônadas (Petitte et ai., 1990). 
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Quando deseja-se expressão transiente, os métodos de lipofecção in ovo, 

eletroporação e biolística têm sido utilizados para transfectar embriões de galinha 

(Muramatsu et ai., 1997a). Em particular, a biolística tem sido bastante empregada em 

uma variedade de tecidos animais (Yang et ai., 1990; Williams et ai., 1991, Klein & 

Fitzpatrick-McElligott, 1993; Rech et ai., 1996). 

O presente trabalho propõe o desenvolvimento e a otimização de um 

método para a introdução e expressão transiente de genes em embriões de galinha 

bombardeados in situ. 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

Embriões de galinha 

Ovos fertilizados de galinhas foram incubados a 38º

C por 30 horas. 

Embriões no estádio 1 O de desenvolvimento (Hamburger & Hamilton, 1951) foram 

bombardeados in situ. Uma pequena abertura ( l O a 15 mm) foi feita na superfície mais 

robusta das cascas destes ovos, expondo, desta forma, os embriões para o 

bombardeamento. Após o bombardeamento, as cascas foram seladas com filme PVC e 

os ovos incubados por mais 24 horas em uma estufa a 38ºC. 

Plasmídeo 

O plasmídeo utilizado foi o pCMVJ3 (CLONTECH, Palo Alto, CA, USA), 

que contém o gene da J3-galactosidase (J3-gal) de Escherichia coli sob o controle do 

promotor do citomegalovírus humano (CMV). O protocolo para a precipitação do 

plasmídeo em partículas de ouro ou tungstênio foi o descrito por Aragão et ai. (1996). 

Bombardeamento 

Um aparelho de alta pressão de gás hélio foi utilizado para o 

bombardeamento dos embriões. As distâncias utilizadas foram: 0,6 cm entre os discos de 
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ruptura e o rnacrocarreador; 2,0 cm entre o macrocarreador e a tela de retenção; e 11,0 

cm entre o rnacrocarreador e o embrião. 

Foram testados três tipos de partículas para a precipitação do plasmídeo: 

ouro com um diâmetro de 1,5 a 3,0 µrn (Aldrich no. 32.658-5) e tungstênio com 

diâmetros de 0,2 µm (M5, Sylvania Inc.) e 1,2 µm (MIO, Sylvania Inc.). As condições 

de bombardeamento, utilizando-se ouro, foram: com vácuo de 600 mrnHg, foram 

testadas as pressões de 400, 500 e 600 psi de gás hélio; com vácuo de 400 mrnHg, foram 

testadas as de 800, 900, 1000 e 1500 psi de hélio. Com partículas de tungstênio de 0,2 

�tm, foram testadas as pressões de 600, 900 e 1200 psi, com vácuo de 600 mrnHg. Com 

partículas de tungstênio de 1,2 µm, foram testadas as pressões de 600 e 900 psi, com 

vácuo de 600 rnmHg. 

O posicionamento dos embriões no momento do bombardeamento, em 

relação ao centro do cone de dispersão das partículas (zona de morte), foi calculado com 

o auxílio de urna caneta a laser, que delimitou o centro. Os embriões foram colocados

em duas posições: na zona de morte e a 1 cm de distância da zona de morte. A mira dos 

embriões com caneta a laser só foi realizada quando utilizou-se partículas de tungstênio. 

Atividade da fi-galactosidase 

A atividade da 13-galactosidase foi detectada por coloração histoquírnica. 

Vinte e quatro horas após o bombardeamento, os embriões foram fixados em urna 

-solução de formaldeído 4% por 5 minutos a 4ºC. Os embriões foram corados, durante 4

horas a 3 7°C, com um substrato crornogênico contendo: 100 rnM de fosfato de sódio,

1,3 mM MgCh, 3 mM K$e(CN)6, 3 mM K3fe(CN)6 e 1 mg/ml X-gal (5-brorno-4-

cloro-3-indolil-j3-galactosidase). A detecção da expressão da 13-galactosidase foi

realizada através de análise histoquímica, baseada na hidrólise do X-gal. Os produtos da

hidrólise são convertidos a índigo insolúvel. A cor azul gerada por essa hidrólise facilita

a localização da atividade da 13-gal nos embriões transformados. A transformação foi

verificada através da presença ou ausência de pontos azuis (unidades de expressão), que

representam urna célula ou conjunto de células que estão expressando o gene.
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Independente do número de unidades de expressão, todos os embriões que apresentavam 

pontos azuis foram considerados nas análises. Os embriões que apresentaram atividade 

gênica foram classificados em duas categorias de expressão: 1) expressão nas células do 

corpo do embrião e/ou no tecido extra-embrionário ( expressão total), 2) expressão nas 

células do corpo do embrião. 

Embriões não bombardeados foram utilizados corno controles negativos e 

não apresentaram coloração alguma. A sobrevivência dos embriões, determinada pela 

presença de batimento cardíaco, foi observada 24 horas após o bombardeamento. 

3.3 RESULTADOS 

Neste trabalho, uma série de experimentos foram conduzidos para 

otimizar a transferência de DNA para embriões de galinha, visto que cada espécie ou 

tipo celular requer diferentes condições (Gendreau et ai., 1995; Zelenin et ai., 1991b; 

Williams et al., 1991). 

Nos primeiros experimentos conduzidos foram utilizados partículas de 

ouro, vácuo de 600 rnrnHg e pressões de 400, 500 e 600 psi. Foram bombardeados 36 

embriões, sendo 1 O com 400 psi, 1 O com 500 psi e 16 com 900 psi (Tabela 1 ). Os 

resultados obtidos mostraram que, aproximadamente, 30% dos embriões sobreviveram 

as três pressões utilizadas. Aproximadamente, 53% dos embriões apresentaram 

expressão da f3-galactosidase nas células do corpo, sendo que 19,4% apresentaram mais 

de 100 unidades de expressão (pontos azuis). O número de gemas furadas foi em tomo 

de 30% para as três condições. 
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Tabela 1. Efeito da pressão de hélio na expressão da f3-gal em embriões bombardeados 

com partículas de ouro e vácuo de 600 mmHg. 

Pressão 
Eficiência de transformação 

Taxa de 
de Hélio % embriões % embriões com Gemas 

sobrevivência n 
(psi) com expressão expressão nas furadas(%) 

(%) 
total

1 
células do corpo 

400 10 80,0 (8/10)
2

50,0 (5/10)3 20,0 (2/10)
4

40,0 (4/10)5

500 10 60,0 (6/10) 50,0 (5/10) 40,0 (4/10) 20,0 (2/10) 

600 16 68,7(11/16) 56,2 (9/16) 31,2 (5/16) 31,2 (5/16) 
1 
Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 

2 No. de embriões expressando f3-gal /No. total de embriões bombardeados. 
3 
No. de embriões expressando /3-gal nas células do corpo/No. total de embriões bombardeados. 

4 No. de gemas estouradas no momento do bombardeamento/ No. total de ovos bombardeados. 
5 No. embriões com coração batendo 24 horas após o bombardeamento/No. total de embriões 
bombardeados. 

Com o objetivo de reduzir o dano aos embriões e aumentar a 

sobrevivência, foi realizado uma nova série de experimentos, utilizando-se menor vácuo 

(400 mmHg ao invés de 600 mmHg). Neste caso, a resistência do ar foi maior e a 

velocidade das partículas reduzida. Foram bombardeados 48 embriões, sendo 14 com 

600 psi, 11 com 800 psi, 6 com 900 psi, 11 com 1000 psi e 6 com 1500 psi (Tabela 2). 

Não foram testadas pressões maiores, pois muitas gemas romperam-se com 1500 psi. A 

sobrevivência dos embriões foi maior do que a do experimento anterior, alcançando 50% 

em média. A pressão de 1500 psi foi bastante prejudicial aos embriões, sendo que 

somente um embrião de seis sobreviveu ao bombardeamento. A eficiência de 

transformação, no entanto, foi pequena. Somente um único embrião com 20 pontos azuis 

nas células do corpo foi obtido na pressão de 1500 psi. Nas demais pressões, expressão 

no tecido extra-embrionário foi observada em 28,6% dos embriões bombardeados. 

Portanto, tentativas em aumentar a taxa de sobrevivência, reduzindo o vácuo, foi 

contrabalançada por uma redução na expressão e, aumento na pressão de hélio, como 

medida para melhorar a baixa eficiência de transformação, resultou na redução da 

sobrevivência dos embriões. 
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Tabela 2. Efeito da pressão de hélio na expressão da f3-gal em embriões bombardeados 

com partículas de ouro e vácuo de 400 mmHg. 

Pressão 
Eficiência de transformação 

Taxa de 
de Hélio % embriões % embriões com Gemas 

sobrevivência n 
furadas(%) 

(em psi) com expressão expressão nas (%) 
total1 

células do corpo 

600 14 21,4 (3/14)2 78,6 (11114)5 

800 11 27,3 (3/11) 27,3 (3/11)4 45,4 (5/11) 

900 6 50,0 (3/6) 33,3 (2/6) 

1000 11 27,3 (3/11) 18,2(2/11) 72,7 (8/11) 

1500 6 66,7 (4/6) 16,7 (1/6)3 33,3 (2/6) 16,7 (1/6) 
1 
Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 

2 No. de embriões expressando f3-gal /No. total de embriões bombardeados. 
3 
No. de embriões expressando f3-gal nas células do corpo/No. total de embriões bombardeados. 

4 No. de gemas estouradas no momento do bombardeamento/ No. total de ovos bombardeados. 
5 

No. embriões com coração batendo 24 horas após o bombardeamento/No. total de embriões 
bombardeados. 

A Figura 1 mostra uma comparação entre embriões bombardeados com 

diferentes níveis de vácuo, utilizando-se partículas de ouro e 600 psi de hélio. O embrião 

bombardeado com 600 mmHg apresentou um número maior de unidades de expressão 

que o bombardeado com 400 mmHg, porém mostrou um desenvolvimento anormal dos 

tecidos. 

Com o objetivo de aumentar a sobrevivência dos embriões, partículas de 

tungstênio de 0,2 µm foram testadas, pois o tamanho, formato e material das partículas 

influenciam a eficiência de transformação (Klein et al., 1992). A Tabela 3 mostra os 

resultados obtidos com 600 mmHg de vácuo e pressões de 600, 900 e 1200 psi de hélio. 

Pressões mais altas não foram utilizadas devido a alta taxa de gemas furadas ( 66, 7% ). A 

taxa de sobrevivência média nas três pressões foi de 42%. A pressão de 1200 psi causou 

o maior decréscimo na taxa de sobrevivência. Somente um dos nove embriões

bombardeados sobreviveu. Em todas as pressões testadas, o número de unidades de 

expressão foi pequeno e nenhum embrião apresentou mais de 1 O unidades de expressão 

nas células do corpo. 
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Figura 1. Embriões bombardeados com partículas de ouro, 600 psi de gás hélio e 600 

mmHg (A) ou 400 mmHg (B) de vácuo. Os pontos azuis indicam expressão da 

P-galactosidase. (A, 16X; B, l lX).
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Tabela 3. Efeito da pressão de hélio na expressão da f3-gal em embriões bombardeados 

com partículas de tungstênio M5 e vácuo de 600 mmHg. 

Pressão 
Eficiência de transformação 

Taxa de 
de Hélio % embriões % embriões com Gemas 

sobrevivência n 
furadas(%) 

(em psi) com expressão expressão nas (%) 
total1 

células do corpo 

600 9 88,9 (8/9)2 33,3 (3/9)3 11,1 (1/9)
4

66,7 (6/9)
5 

900 15 60,0 (9/15) 13,3 (2/15) 33,3 (5/15) 46,7 (7/15) 

1200 9 22,2 (2/9) 66,7 (6/9) 11,1 (1/9) 
1 
Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 

2 
No. de embriões expressando f3-gal /No. total de embriões bombardeados. 

3 No. de embriões expressando f3-gal nas células do corpo/No. total de embriões bombardeados. 
4 
No. de gemas estouradas no momento do bombardeamento/ No. total de ovos bombardeados. 

5 No. embriões com coração batendo 24 horas após o bombardeamento/No. total de embriões 
bombardeados. 

Diante da persistência da baixa eficiência de transformação, passamos a 

considerar que as partículas de 0,2 µm, não atingiam a velocidade necessária para 

penetrar as células, em função de sua pequena massa. Conduzimos, então, um outro 

experimento, utilizando partículas de tungstênio de maior tamanho (1,2 µm). Foram 

bombardeados seis embriões com 600 psi de hélio e 600 mmHg de vácuo. Uma mira a 

laser também foi adotada para demarcar o centro do cone de dispersão das partículas. Os 

embriões foram posicionados debaixo do ponto vermelho gerado pela caneta a laser, ou 

seja, diretamente no centro do cone. A eficiência de transformação foi de 100%. Os seis 

embriões bombardeados apresentaram expressão nas células do corpo. Entretanto, o 

número de pontos azuis não foi muito grande, com somente 50% dos embriões 

apresentando mais de 100 unidades de expressão nas células do corpo. A taxa de 

sobrevivência foi baixa ( 16, 7% ), sendo que somente um embrião sobreviveu ao 

bombardeamento. O desenvolvimento normal dos tecidos e órgãos foi severamente 

afetado. Estes resultados indicaram que o posicionamento dos embriões no centro do 

cone de dispersão das partículas deveria ser evitado. 

Um último experimento foi conduzido modificando-se o posicionamento 

dos embriões para 1 cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas. 

Dezoito embriões foram bombardeados sob vácuo de 600 mmHg, seis com 600 psi e 12 
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com 900 psi (Tabela 4). As taxas de sobrevivência foram de 33,3% e 16,6%, em 

embriões bombardeados com 600 psi e 900 psi, respectivamente. Na pressão de 900 psi, 

58,3% das gemas romperam-se no momento do bombardeamento. A eficiência de 

transformação foi de 66, 7% para os embriões bombardeados com 600 psi e 41, 7% para 

os bombardeados com 900 psi. 

Tabela 4. Efeito da pressão de hélio na expressão da 13-gal em embriões posicionados a 1 

cm de distância da zona de morte, utilizando-se partículas de tungstênio MIO 

e vácuo de 600 mmHg. 

Pressão 
Eficiência de transformação 

Taxa de 
de Hélio % embriões % embriões com Gemas 

sobrevivência n 
furadas(%) 

(psi) com expressão expressão nas (%) 
total1

células do corpo 

600 6 66,7 (4/6)2
16,7 (1/6)

3 33,3 (2/6)
4 33,3 (2/6)5

900 12 41,7 (5/12) 25,0 (3/12) 58,3 (7/12) 16,7 (2/12) 
1 
Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 

2 
No. de embriões expressando f3-gal /No. total de embriões bombardeados. 

3 No. de embriões expressando f3-gal nas células do corpo/No. total de embriões bombardeados. 
4 
No. de gemas estouradas no momento do bombardeamento/ No. total de ovos bombardeados. 

5 No. embriões com coração batendo 24 horas após o bombardeamento/No. total de embriões 
bombardeados. 

Uma comparação entre embriões bombardeados com diferentes partículas 

de tungstênio é apresentada na Figura 2. Os embriões bombardeados com tungstênio de 

0,2 µm apresentaram menor número de unidades de expressão, quando comparados aos 

bombardeados com partículas de maior tamanho (1,2 µm). 

O posicionamento dos embriões em relação ao centro do cone de 

dispersão das partículas, foi um parâmetro importante considerado nestes experimentos, 

visto que embriões posicionados no centro sofreram sérios danos no desenvolvimento 

dos tecidos. Os embriões bombardeados com partículas de maior tamanho e a 1 cm de 

distância do centro do cone de dispersão apresentaram desenvolvimento normal dos 

tecidos e um número intermediário de unidades de expressão. 
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Figura 2. Embriões bombardeados com partículas de tungstênio de 0,2 �Lm (A) e 1,2 µm 
(B e C) de diâmetro, utilizando-se 600 psi de hélio e 600 mmHg de vácuo. Em 
(A e B), os embriões foram posicionados no centro do cone de dispersão das 
partículas, enquanto que em (C), o embrião foi posicionado a 1 cm de 
distância do centro do cone de dispersão das partículas. (D) representa um 
embrião não bombardeado (embrião controle). (A e C, 12X; B, 16X; D, l 7X). 
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3.4 DISCUSSÃO 

A transferência de DNA em embriões de galinha in situ foi obtida com 

relativo sucesso. O promotor do CMV utilizado produziu forte expressão em muitas 

regiões do embrião, e o gene repórter lacZ foi facilmente detectado. Urna eficiência de 

transformação de 68, 7% e urna taxa de sobrevivência de 31,2% foram obtidas com 

partículas de ouro, 600 mmHg de vácuo e 600 psi de gás hélio. Todos os esforços para 

aumentar o nível de transformação, utilizando maiores pressões de gás hélio ou de 

vácuo, resultaram em maior expressão, mas, em contrapartida, a taxa de sobrevivência 

decresceu. O uso de partículas menores para reduzir os danos aos embriões resultou em 

menores taxas de eficiência de transformação. 

Trabalhos previamente publicados, utilizando a técnica de biolística para 

a transferência de genes exógenos em embriões de galinha in ovo, foram conduzidos 

com sucesso (Li et ai., 1995; Muramatsu et ai., 1997a). Li et ai (1995) transformaram 

células gerrninativas primordiais, utilizando urna seringa cirúrgica adaptada e 

conseguiram detectar o gene exógeno em 20% dos frangos da prole G 1. Muramatsu et 

ai. (1997a) utilizaram partículas de tungstênio e 285 psi de nitrogênio, obtendo urna 

eficiência de transformação de 45,8% e uma taxa de sobrevivência de 42,9%. Entretanto, 

o número e a intensidade de unidades de expressão foram baixos. Sob as nossas

condições, maiores taxas de eficiência de transformação e nível de expressão foram 

obtidas. A alta pressão de gás hélio empregada em nossos experimentos, podem ter 

contado para a diferença observada entre os nossos resultados e os obtidos pelos outros 

trabalhos. 
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Embriões de galinha, cultivados em me10 de cultura, foram 

bombardeados, utilizando-se um aparelho de biolística de alta pressão de gás hélio. O 

gene lacZ, sob o controle do promotor do citomegalovírus (CMV) humano, foi utilizado 

como gene repórter para a otimização dos fatores que afetam a eficiência de 

transformação. Os resultados mostraram uma relação inversa entre a taxa de 

sobrevivência e a eficiência de transformação. As melhores condições, associando 

sobrevivência dos embriões e eficiência de transformação, foram obtidas com 800 psi de 

gás hélio, 500 mmHg de vácuo, partículas de ouro, distância de 8 cm percorrida pelo 

DNA-micropartículas até o embrião e posicionamento dos embriões a 0,5 cm de 

distância do centro do cone de dispersão das partículas. Com estas condições, a 

eficiência de transformação foi de 98,5%; a taxa de sobrevivência, de 25,4%; e o número 

de unidades de expressão nas células do corpo dos embriões variou de 100 a 1. 000 

pontos azuis. A expressão do gene que codifica para a proteína verde fluorescente 

("green fluorescent protein"- GFP) também foi verificada em embriões bombardeados 

sob as condições ótimas de bombardeamento. Com os resultados obtidos, pode-se 

considerar a biolística como um método eficiente para a transformação de embriões de 

galinha, podendo ser utilizada como um sistema modelo para o estudo da expressão 

gênica e de promotores tecido-específicos. 
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SUMMARY 

Chicken embryos kept in culture medium were bombarded using a high 

helium gas pressure biolistic <levice. To optimize the factors that affect transformation 

efficiency, the lacZ gene under control of human cytomegalovirus (CMV) immediate 

early enhancer/promoter was used as a reporter gene. Results showed an inverse 

relationship between survival rate and transformation efficiency. The best conditions 

obtained associating embryo survival and transformation efficiency were achieved with 

800 psi helium gas pressure, 500 mmHg vacuum, gold particles, 8 cm DNA-coated 

microparticle flying distance to the embryo and embryo placement 0.5 cm from the 

center of the particle dispersion cone. Under these conditions, transformation efficiency 

was 98.5%, survival rate 25.4% and the number of expression units in the embryo body 

cells varied between 100 and 1,000. Expression of green fluorescent protein (GFP) was 

also verified in embryos bombarded under optimal conditions. Based on the results 

obtained, biolistic can be considered an efficient method for transformation of chicken 

embryos and therefore can be used as a model system to study transient gene expression 

and tissue-specific promoters. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

Várias técnicas têm sido utilizadas e desenvolvidas para a introdução de 

genes exógenos em células animais, visando tanto o estudo básico de função e regulação 

gênica, quanto a produção de animais transgênicos. Os métodos de infecção por 

retrovírus e microinjeção de pronúcleos de ovos recém-fertilizados são utilizados, 

quando integração e expressão gênica estáveis são desejadas, para a produção de animais 

transgênicos (Gordon, 1989). No entanto, quando expressão gênica transiente é 

desejada, outros métodos, tais como co-precipitação com fosfato de cálcio, lipofecção, 

eletroporação e biolística, podem ser utilizados para a transferência de DNA em uma 

variedade de espécies animais (Keown et ai., 1990; Sanford et ai., 1993; Demeneix et 

ai., 1994; Muramatsu et al., 1997a). 

Em galinhas, a técnica de infecção por retrovírus tem sido utilizada, com 

sucesso, para a introdução de genes exógenos na linhagem germinativa de embriões 

jovens (Salter et al., 1986; Bosselman et al., 1989). Da mesma forma, têm sido obtidas 

transferências de DNA para células da blastoderme (Petitte et al., 1990), células 

germinativas primordiais (Wentworth et al., 1989; Vick et al., 1993a) e células 

somáticas (Mima et al., 1995; Itoh et ai., 1996). Microinjeção direta de DNA exógeno 

em ovos recém-fertilizados também tem sido desenvolvida. Entretanto, a integração do 

DNA na linhagem germinativa é um evento raro (Sang and Peny, 1989; Love et ai., 

1994). Outros métodos, tais como lipofecção in ovo (Demeneix et al., 1994), 

eletroporação (Muramatsu et ai., 1997a) e biolística (Li et al., 1995; Muramatsu et al., 

1997a; Ribeiro et ai., 1999), têm sido utilizados em embriões de galinha e, somente, 

expressão transiente tem sido verificada. 

A biolística é um método fisico para a introdução de ácidos nucleicos e 

outras substâncias no interior de células ou tecidos intactos, através da utilização de 

micropartículas aceleradas a alta velocidade. Este método, desenvolvido por Sanford e 

colaboradores (Klein et al., 1987), tem sido amplamente aplicado e otimizado em várias 

espécies animais (ver revisões em Klein and Fitzpatrick-McElligott, 1993; Furth, 1997), 

devido à algumas vantagens como: bombardeamento simultâneo de muitas células, 
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liberação de altas doses de DNA, possibilidade de co-transformação com dois ou mais 

plasmídeos e independência quanto ao uso de genótipos e protocolos específicos de 

cultura de tecidos (Yang et ai., 1990; Klein et al., 1992; Sanford et al., 1993). 

Para assegurar a eficiência de liberação de DNA dentro das células e 

diminuir os efeitos prejudiciais desta técnica, faz-se necessário otimizar os fatores 

fisicos e biológicos, para que os resultados obtidos sejam repetitíveis e consistentes 

(Birch and Franks, 1991; Sanford et al., 1993 ). O presente trabalho descreve o 

desenvolvimento e a otimização da biolística, para a transferência de genes, in vitro, em 

embriões de galinha cultivados em meio de cultura. 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

Embriões de Galinha 

Ovos de galinha fertilizados da linhagem AgRoss foram incubados por 42 

horas a 38°C. Embriões possuindo de 13 a 16 somitos (estádio 11 ou 12 do 

desenvolvimento, Hamburger and Hamilton, 1951) foram retirados dos ovos, 

transferidos para uma placa de petri contendo meio de cultura (0,36% NaCl, 1 % de 

bacto-ágar e 50% de clara fina do ovo), bombardeados e incubados novamente a 38°C. 

Vetores de Expressão 

Dois plasmídeos foram utilizados para avaliar a expressão transiente de 

dois genes exógenos, o gene lacZ de Escherichia coli (pCMVP) e o GFP ("green 

fluorescent protein") da água-viva Aequorea victoria (pEGFP-Nl). Ambos os genes 

estavam sob o controle do promotor humano citomegalovírus (CMV). O plasmídeo 

pCMVP foi utilizado para os experimentos de otimização das condições de 

bombardeamento. O protocolo de precipitação dos plasmídeos em partículas de ouro ou 

tungstênio, utilizando CaCh e espermidina, foi o descrito por Aragão et al. (1996). 
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Condições de Bombardeamento 

Um aparelho de alta pressão de gás hélio, baseado no modelo descrito por 

Sanford et al. (1991 ), foi utilizado para o bombardeamento dos embriões. A distância 

entre o disco de ruptura e a membrana carreadora foi de 0,6 cm e, da membrana 

carreadora até a tela de retenção, de 2 cm. As distâncias da membrana carreadora até o 

embrião, correspondente à distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião, 

foram de 8,0 e 11,0 cm. 

Dois tipos de partículas foram testadas para a precipitação dos 

plasmídeos: ouro com diâmetro de 1,5 a 3,0 µm (Aldrich no. 32.658-5) e tungstênio com 

diâmetro de 1,2 µm (MIO, Sylvania Inc.). 

Atividade da /3-galactosidase e da GFP 

A atividade da J3-galactosidase (J3-gal) foi detectada por coloração 

histoquímica. Doze, dezoito e vinte e quatro horas após o bombardeamento, os embriões 

foram fixados em uma solução de paraformaldeído 4%, por 5 minutos a 4ºC. Os 

embriões foram corados, durante 4 horas a 3 7ºC, com um substrato cromogênico 

contendo: 100 mM de fosfato de sódio, 1,3 mM MgCb, 3 mM KiFe(CN)6, 3 mM 

K3Fe(CN)6 e 1 mg/ml X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-f3-galactopiranoside). A 

detecção da expressão da f3-gal foi realizada através de análise histoquímica, baseada na 

hidrólise do X-gal. Os produtos da hidrólise são convertidos a índigo insolúvel. A cor 

azul, gerada por essa hidrólise, facilita a localização da atividade da f3-gal nos embriões 

transformados. Para a realização de cortes transversais de 6 µm de espessura, os 

embriões foram emblocados na resina "LR White" e, a visualização ocorreu em 

microscópio óptico. 

A atividade da GFP foi analisada 24 horas após o bombardeamento, não 

sendo necessário nenhum procedimento de fixação ou coloração. A detecção desta 

proteína foi realizada em embriões vivos, com o auxílio de um microscópio de 

fluorescência. A proteína fluorescente sintetizada possui excitação máxima a 488 nm e 

emissão máxima a 507 nm. 
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A transformação foi verificada através da ausência ou presença de pontos 

azuis (no caso da f3-gal) ou pontos verdes fluorescentes (no caso da GFP), representando 

uma célula ou conjunto de células que estão expressando os genes (unidades de 

expressão). Os embriões que apresentaram atividade gênica foram classificados em duas 

categorias: l )  expressão nas células do corpo do embrião e/ou no tecido extra­

embrionário (expressão total), 2) expressão nas células do corpo do embrião. 

Embriões, completamente degenerados no momento da fixação, foram 

descartados, pois não era possível determinar se expressavam J3-gal. A taxa de 

sobrevivência e a porcentagem de embriões, expressando f3-gal, foram calculadas, 

excluindo-se estes embriões do total da amostra. A taxa de sobrevivência foi 

determinada pelo número de embriões que possuíam o coração batendo no momento da 

fixação. Embriões não bombardeados foram utilizados como controles negativos e não 

apresentaram coloração ou fluorescência. 

Análises Estatísticas 

A significância das diferenças entre as porcentagens de embriões 

descartados, taxa de sobrevivência e eficiência de transformação foi examinada pelo 

teste do qui-quadrado (Luginbuke and Schlotzhauer, 1987). 

4.3 RESULTADOS 

Diferentes condições de bombardeamento foram testadas, visando 

aumentar o número de células transformadas, associado a um nível aceitável de danos 

aos tecidos bombardeados. Isto se faz necessário, pois, para cada espécie ou tipo de 

célula, diferentes condições de transferência de DNA são exigidas (Birch and Franks, 

1991; Zelenin et ai., 1991 b; Williams et ai., 1991; Klein et al., 1992). 

Dentre os parâmetros que afetam a eficiência de transformação, podemos 

citar a velocidade com que as micropartículas atingem o alvo, a quantidade de células 

transformadas e os efeitos da onda de choque no tecido-alvo. Estes parâmetros são 
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controlados por um grupo de fatores que interagem entre si, tais como: posicionamento 

do alvo em relação ao centro do cone de dispersão das partículas, tamanho das 

micropartículas, distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o alvo, pressão do 

gás hélio e nível de vácuo dentro da câmara de bombardeamento (Sanford et al., 1993). 

Estes fatores foram avaliados, visando a obtenção das condições ótimas de 

bombardeamento, para a transferência transiente de genes em embriões de galinha in 

vitro. 

Posicionamento dos Embriões em Relação ao Centro do Cone de Dispersão das Partículas 

Os experimentos foram iniciados com partículas de ouro, distância de 8 

cm percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião, três pressões de gás hélio (900, 

1200 e 1500 psi), vácuo parcial de 500 mmHg e dois posicionamentos dos embriões em 

relação ao centro do cone de dispersão das partículas (1 e 2 cm). Os embriões não foram 

posicionados no centro, pois segundo Russel et al. (1992), nesta área, as células sofrem 

sérios danos, tornando-se incapazes de posterior divisão ou crescimento. 

Os resultados, na Tabela 1, mostraram que todos os embriões 

posicionados a 1 cm de distância apresentaram atividade enzimática, sendo que a 

pressão de 900 psi foi a que mostrou maior índice de embriões expressando J3-gal nas 

células do corpo (88,9%). Por outro lado, em embriões posicionados a 2 cm de distância, 

a pressão de 1500 psi foi a que apresentou melhor eficiência de transformação (100%), 

enquanto que 62,5% dos embriões bombardeados com 1200 psi apresentaram expressão 

da J3-gal. 
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Tabela 1. Efeito da pressão de hélio na expressão da P-gal em embriões posicionados a 1 

e 2 cm do centro do cone de dispersão das partículas, utilizando partículas de 

ouro e 500 mm Hg de vácuo. 

1 c m 2c m 

%embriões N
º deu .e 

* %embriões N
º deu.e 

Pressão de %embriões %embriões 
com nas com nas 

*

Hélio (psi) com 
expressão nas células do 

com 
expressão nas células do n 

expressão 
n 

expressão 
total1 

células do corpo do 
total1 

células do 
corpo embrião corpo 

900 9 100 88,9 44 

1200 9 100 66,7 45 8 62,5 12,5 

1500 9 100 77,8 59 6 100 50,0 

• u.e. = unidades de expressão
1 Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido ex tra-embrionário.
A di stân cia per corrida pe lo DNA-micropartículas até o embri ão foi de 8 cm. 

corpo do 
embrião 

3 

9 

Embora tenha sido observado melhor eficiência de transformação e maior 

número de células transformadas nos embriões posicionados a 1 cm de distância do 

centro do cone de dispersão das partículas, estes sofreram sérios danos no 

desenvolvimento dos tecidos (Figura IA, B). Por outro lado, embriões posicionados a 2 

cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas apresentaram 

desenvolvimento normal dos tecidos mas, um menor número de células transformadas 

(Figure lC). Estes resultados mostraram uma relação inversa entre número de células 

transformadas e danos no desenvolvimento dos embriões, ou seja, quanto maior o 

número de células transformadas, maiores foram os danos sofridos pelos embriões. O 

mesmo foi observado por Russel et ai. (1992) e Gendreau et ai. (1995). Outra 

observação importante foi o reduzido número de células transformadas em embriões 

posicionados a 2 cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas. A causa 

provável pode ter sido a dispersão heterogênea das micropartículas, visto que somente 

um pequeno número de partículas atingiu os embriões mais distantes. 
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Figura 1. Embriões bombardeados com partículas de ouro, 500 mmHg de vácuo e 
posicionados a 1 cm (A e B) ou 2 cm (C) do centro do cone de dispersão das 
partículas. Em A e C, os embriões foram bombardeados com 1500 psi de 
hélio, enquanto que, em B, os embriões foram bombardeados com 900 psi. 
D) Embrião não bombardeado (controle negativo). Os pontos azuis indicam

expressão da P-gal. A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o
embrião foi de 8 cm. (A, B e D, 12 X; C, 9X).
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Micropartículas de Tungstênio 

Com o objetivo de reduzir os danos ocorridos no desenvolvimento dos 

tecidos dos embriões bombardeados, partículas de tungstênio de menor diâmetro ( 1,2 

µm) do que o ouro, foram testadas. Doze embriões bombardeados com 900 psi de gás 

hélio, 500 mmHg de vácuo e posicionados a 1 cm de distância do centro de dispersão 

das partículas, foram analisados quanto à expressão da P-gal. Os resultados mostraram 

que 75% dos embriões bombardeados foram transformados e que todos apresentaram 

expressão da P-gal nas células do corpo. O número de unidades de expressão variou de 5 

a 20, no corpo do embrião e de 20 a 50, no tecido extra-embrionário. A maioria dos 

embriões apresentava batimento cardíaco 24 horas após o bombardeamento, assim 

como, um pequeno atraso no desenvolvimento dos tecidos (Figura 2). 

Distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião 

Visando aumentar o número de unidades de expressão no corpo do 

embrião, a distância percorrida pelo DNNmicropartículas foi aumentada de 8 para 11 

cm, visto que quanto maior a distância percorrida pelas micropartículas, maior é a área 

de dispersão destas ao atingirem o alvo (Sanford et ai., 1993). 

As pressões de 900 e 1200 psi de gás hélio e vácuo parcial de 500 mmHg 

foram utilizadas para avaliar a expressão da P-gal nos embriões bombardeados a 1 e 2 

cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas (Tabela 2). Os resultados 

mostraram que somente a pressão de 1200 psi apresentou expressão da P-gal nas células 

do corpo dos embriões. A pressão de 900 psi mostrou-se bastante ineficiente para a 

transformação de embriões posicionados a 2 cm de distância, pois nenhum embrião 

expressou atividade da P-gal. A maioria dos embriões, independente das condições 

utilizadas, apresentou desenvolvimento normal dos tecidos e batimento cardíaco no 

momento da fixação (24 horas após o bombardeamento). O número de unidades de 

expressão variou de 4 a 30, no corpo do embrião e de 1 O a 40, no tecido extra­

embrionário (Figura 3). 
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Figura 2. Embrião posicionado a 1 cm do centro do cone de dispersão das partículas e 

bombardeado com partículas de tungstênio de 1,2 µm, 900 psi de hélio e 500 

mrnHg de vácuo (17X). A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até 

o embrião foi de 8 cm
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Figura 3. Embriões bombardeados com partículas de tungstênio de 1,2 µm e vácuo de 
500 mmHg e posicionados a 1 cm (A e B) ou 2 cm (C e D) do centro do cone 
de dispersão das partículas. Em A e C, os embriões foram bombardeados com 
900 psi de hélio enquanto que, em B e D, os embriões foram bombardeados 
com 1200 psi. A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião 
foi de 11 cm. (A, 6X; B e C, 12X; D, 18X). 
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Tabela 2. Efeito da pressão de hélio na expressão da P-gal em embriões posicionados a 1 

e 2 cm do centro do cone de dispersão das partículas, utilizando partículas de 

tungstênio MIO e vácuo de 500 mmHg. 

lcm 2cm 

Pressão de %embriões 
%embriões 

Nº deu.e 
* 

%embriões 
% embriões 

Nº deu.e 
,. 

Hél io (psi) 
com 

nas células 
com 

nas células com 
expressão nas 

com 
expressão nas n 

expressão do corpo 
n 

expressão 
total 1 

células do 
do embrião t otai

1 células do 
corpo corpo 

900 6 50,0 0,0 o 4 0,0 0,0 

1200 22 72,7 27,3 17 20 35,0 30,0 

* u.e. = w1idades de expressão
1 Embriões com expressão da [3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário.
A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 11 cm 

do corpo do 
embrião 

o 

9 

Com este experimento, os danos aos embriões foram minimizados, mas a 

eficiência de transformação e o número de células transformadas foram reduzidas. 

Embriões Posicionados a O, 5 cm do Centro do Cone de Dispersão das Partículas 

Visto que partículas de menor diâmetro e maior distância percorrida pelo 

DNA-micropartículas (11 cm) reduziram os danos aos embriões bombardeados, uma 

nova série de experimentos foi realizada para avaliar a eficiência de transformação e a 

sobrevivência dos embriões posicionados a 0,5 cm de distância do centro do cone de 

dispersão das partículas. As condições de bombardeamento utilizadas foram: pressões de 

gás hélio de 600 e 900 psi e vácuo parcial de 500 mmHg. Os resultados mostraram que a 

eficiência de transformação foi baixa para as duas pressões testadas (37,5% com 600 psi 

e 45,4% com 900 psi). O número de unidades de expressão também foi bastante 

pequeno, tanto nas células do corpo dos embriões, quanto no tecido extra-embrionário 

(menos de 10 pontos azuis). A maioria dos embriões, no entanto, apresentou 

desenvolvimento normal dos tecidos e batimento cardíaco no momento da fixação (24 

horas após o bombardeamento). 

O pequeno número de unidades de expressão e a baixa eficiência de 

transformação obtidos neste experimento, podem estar associados à desaceleração das 



63 

partículas, em virtude da distância percorrida de 11 cm. Não foram realizados testes 

aumentando a pressão de gás hélio, pois quanto maior a pressão empregada, maiores são 

os danos causados ao embrião (Russel et al., 1992; Sanford et al., 1993). Desta forma, 

optou-se por diminuir a distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião 

para, novamente, 8 cm. Outra modificação realizada foi a utilização de partículas de 

ouro, em substituição ao tungstênio. O material das partículas foi mudado, pois o ouro 

apresentou melhores resultados em experimentos anteriores, e também tem sido o mais 

utilizado pela literatura em células animais (Johnston et al., 1991; Rech et al., 1996). 

Utilizando-se partículas de ouro, 11 embriões foram bombardeados com 

900 psi de gás hélio, 500 mmHg de vácuo e posicionados a 0,5 cm de distância do centro 

do cone de dispersão das partículas e a 8 cm da membrana carreadora. Os resultados 

mostraram que todos os embriões bombardeados apresentaram atividade enzimática, 

tanto nas células do corpo, quanto no tecido extra-embrionário, representando l 00% de 

eficiência de transformação. O número de unidades de expressão variou de 20 a 200, no 

corpo do embrião e de 150 a 300, no tecido extra-embrionário, mostrando um padrão de 

dispersão bastante homogêneo. No momento da fixação (18 horas após o 

bombardeamento), nenhum dano sério aos tecidos foi verificado, entretanto, os embriões 

não apresentavam batimentos cardíacos e um pequeno atraso no desenvolvimento dos 

tecidos foi detectado (Figura 4). 

Com base nestes resultados, pode-se concluir que as condições 

empregadas neste experimento, quando comparadas com as demais testadas, 

apresentaram os melhores resultados, quanto a eficiência de transformação, número de 

células transformadas e distribuição homogênea das unidades de expressão por todo o 

embrião e tecido extra-embrionário. Entretanto, os embriões apresentavam ainda um 

atraso no desenvolvimento dos tecidos e baixa taxa de sobrevivência. 
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Figura 4. Embrião posicionado a 0,5 cm do centro do cone de dispersão das partículas e 

bombardeado com partículas de ouro, 900 psi de hélio e 500 mmHg de vácuo 

(12X). A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 

8 cm. 
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Pressões de Gás Hélio 

Com o objetivo de reduzir os danos causados aos embriões, menores 

pressões de gás hélio foram testadas, mantendo-se as outras variáveis não alteradas. 

Cinquenta e dois embriões foram bombardeados com 600, 700 e 800 psi de gás hélio, 

vácuo de 500 mmHg, partículas de ouro e posicionados a 0,5 cm do centro do cone de 

dispersão das partículas e a 8 cm da membrana carreadora. No momento da fixação (12 

horas após o bombardeamento), a quantidade de embriões descartados variou de 18, 7% 

a 44,4% e a taxa de sobrevivência, de 33,3% a 60,0% (Tabela 3). No entanto, estas 

diferenças não foram estatisticamente significativa entre as três pressões empregadas, 

tanto para a quantidade de embriões descartados, quanto para as taxas de sobrevivência 

(x2 
= 2,545 n.s. e 1, 783n.s., respectivamente, G.L.=2). 

Tabela 3. Efeito da pressão de hélio na porcentagem de embriões descartados, na taxa de 

sobrevivência e na expressão da 13-gal em embriões posicionados a 0,5 cm do 

centro do cone de dispersão das partículas, utilizando partículas de ouro e 

vácuo de 500 mmHg. 

Pressão Taxa de 
de Hélio % embriões 

Sobrevivência 
(psi) n descartados 

(%) 

600 16 18,7 (3/16)
1 

53,8 (7/13)2 

700 18 44,4 (8/18) 60,0 (6/1 O) 

800 18 33,3 (6/18) 33,3 (4/12) 

Eficiência de Transformação 

% embriões com 
~ 

i
3 expressao tota 

100 (13113)
4 

100 (10/10) 

100 (12/12) 

% embriões com 
expressão nas 
células do corpo 

100,0 (13/13)
5 

90,0 (9/10) 

91,7 (11/12) 

No. de embriões degenerados 12 horas após o bombardeamento /No. total de embriões bombardeados. 
2 No. de embriões com batimento cardíaco 12 horas após o bombardeamento/No. de embriões 
bombardeados, excluindo os descartados. 
3 Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 
4 No. de embriões expressando f3-gal/No. de embriões bombardeados, excluindo os descartados. 
5 No. de embriões expressando f3-gal nas células do corpo/No. de embriões bombardeados , excluindo os 
descartados. 
A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 8 cm. 

Quanto à expressão da 13-gal, os resultados mostraram que todas as 

pressões utilizadas apresentaram 100% de transformação e que somente a pressão de 

600 psi mostrou 100% de embriões expressando 13-gal nas células do corpo. Entretanto, 
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estatisticamente não houve diferença entre as três pressões empregadas (x
2 = 1,282 n.s.,

G.L.=2). No entanto, quando observou-se o número de unidades de expressão nas

células do corpo, somente a pressão de 800 psi apresentou mais de 1. 000 pontos azuis 

(Tabela 4). A Figura 5 mostra uma comparação da eficiência de transformação entre as 

pressões testadas, evidenciando a quantidade de unidades de expressão em cada embrião 

e a morfologia destes. 

Tabela 4. Efeito da pressão de hélio no número de unidades de expressão nas células do 

corpo de embriões posicionados a 0,5 cm do centro do cone de dispersão das 

partículas, utilizando partículas de ouro e 500 mmHg de vácuo. 

Pressão de Hélio 
(psi) Il

i 

600 13 
700 10 
800 12 

% Embriões com expressão nas células do corpo 
10 a 100 u.e.* 100 a 1.000 u.e. Mais de 1.000 u.e. 

53,8 (7/13) 
70,0 (7/10) 
16,7 (2/12) 

46,2 (6/13) 
20,0 (2/10) 
41,7 (5/12) 33,3 (4/12) 

No. de embriões bombardeados, excluindo os descartados. 
* u.e. = unidades de expressão.
A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 8 cm

Com base nestes resultados, pode-se determinar como ótima para este 

experimento, a pressão de 800 psi. Entretanto, no momento da fixação, foi observado 

que a maioria dos embriões bombardeados nesta pressão, apesar de não terem sofrido 

nenhum dano sério aos tecidos, possuíam um atraso no desenvolvimento dos tecidos. 

Níveis de Vácuo 

Com o objetivo de diminuir o atraso no desenvolvimento dos embriões, 

diferentes níveis de vácuo foram testados com a pressão de 800 psi. Foram avaliados três 

níveis de vácuo: 400, 500 e 600 mmHg. 

Os resultados mostraram que o vácuo de 400 mmHg apresentou menor 

quantidade de embriões descartados e maior taxa de sobrevivência (Tabela 5). Isto já era 

esperado, pois, quanto menor o nível de vácuo, maior é a resistência do ar e, portanto, 

menor é a velocidade com que as partículas atingem o embrião. Consequentemente, os 



67 

Figura 5. Embriões posicionados a 0,5 cm do centro do cone de dispersão das partículas 

e bombardeados com partículas de ouro, 500 mmHg de vácuo e 600 psi (A) ou 
700 psi (B) ou 800 psi (C) de hélio. D) Embrião controle (não 
bombardeado).A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião 
foi de 8 cm. (A, 9X; B, 8X; C, 13X; D, 15X). 
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efeitos da onda de choque, provocados pela pressão de hélio, são minimizados, causando 

menos danos aos embriões. Estatisticamente, no entanto, não houve diferença 

significativa entre os níveis de vácuo empregados no número de embriões descartados 

(X2
= 3,18ln.s., G.L.= 2), na taxa de sobrevivência (x2= 4,031n.s., G.L.= 2) e na expressão 

da f3-gal (X2
= 2,726 n .s., G.L.=2). Somente quando observa-se o número de unidades de 

expressão nas células do corpo, é que pode-se distinguir o efeito do vácuo na expressão 

da f3-gal. Dos três níveis de vácuo testados, somente o de 400 mmHg não apresentou 

nenhum embrião com mais de 1.000 unidades de expressão nas células do corpo (Tabela 

6). A diferença entre 500 e 600 mmHg de vácuo foi verificada em função dos danos 

provocados aos tecidos dos embriões. Embriões bombardeados com 600 mmHg 

apresentaram maiores danos aos tecidos no momento da fixação (24 horas após o 

bombardeamento). Por outro lado, embriões bombardeados com 500 mmHg 

apresentaram um pequeno atraso no desenvolvimento, mas nenhum dano sério nos 

tecidos (Figura 6). 

Tabela 5. Efeito do nível de vácuo na quantidade de embriões descartados, na taxa de 

sobrevivência e na expressão da f3-gal, em embriões bombardeados com 

partículas de ouro, 800 psi de hélio e posicionados a 0,5 cm centro do cone de 

dispersão das partículas. 

Nível de Taxa de 
Eficiência de Transformação 

Vácuo %embriões 
Sobrevivência % embriões com 

% embriões com 
(mmHg) n descartados 

(%) expressão totaI3
expressão nas 
células do cotpo 

400 18 11,1 (2/18)
1 

62,5 (10/16)
2 

100 (16/16)
4 

100 (16/16)
5 

500 18 33,3 (6/18) 33,3 (4/12) 100 (12/12) 91,7 (11/12) 

600 24 33,3 (8/24) 31,3 (5/16) 100 (16/16) 100 (16/16) 

No. de embriões degenerados 12 horas após o bombardeamento /No. total de embriões bombardeados. 
2 No. de embriões com batimento cardíaco 12 horas após o bombardeamento/No. de embriões 
bombardeados, excluindo os descartados. 
3 Embriões com expressão da j3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 
4 No. de embriões expressando j3-gal/No. de embriões bombardeados, excluindo os descartados. 
5 No. de embriões expressando j3-gal nas células do corpo/No. de embriões bombardeados, excluindo os 
descartados. 
A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 8 cm. 
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Figura 6. Embriões posicionados a 0,5 cm do centro do cone de dispersão das partículas 

e bombardeados com partículas de ouro, 800 psi de hélio e 500 mmHg (A) ou 

600 mmHg (B) de vácuo. A distância percorrida pelo DNA-micropartículas 

até o embrião foi de 8 cm. (A, 13X; B, 14X). 
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Tabela 6. Efeito do nível de vácuo na quantidade de unidades de expressão nas células 

do corpo de embriões bombardeados com partículas de ouro, 800 psi de hélio 

e posicionados a 0,5 cm centro do cone de dispersão das partículas. 

Nível de Vácuo 
(mmHg) Il

i 

400 16 
500 12 
600 16 

% Embriões com expressão nas células do corpo 
10 a 100 u.e.• 100 a 1.000 u.e. Mais de 1.000 u.e. 

62,5 (10/16) 
16,7 (2/12) 
31,3 (5/16) 

37,5 (6/16) 
41,7 (5/12) 
43,7 (7/16) 

33,3 (4/12) 
25,0 (4/16) 

No. de embriões bombardeados, excluindo os descartados . 
.. u.e. = unidades de expressão 

Tempo de Incubação em Meio de Cultura 

Para verificar se o tempo de incubação, que os embriões permaneciam em 

meio de cultura após o bombardeamento, estava diminuindo a viabilidade destes, uma 

nova série de experimentos foi conduzida. Foram avaliadas as taxas de sobrevivência 12 

e 24 horas após o bombardeamento. A quantidade de embriões descartados e a expressão 

da f3-gal nos embriões, também, foram verificadas. 

Os resultados representados na Tabela 7, demonstraram que as taxas de 

sobrevivência obtidas (29,6% com 12 horas e 40,0% com 24 horas) não diferiram entre 

si estatisticamente (x2 =0,617"·s·, G.L.=1 ), significando que a sobrevivência dos embriões 

não foi afetada pelo tempo de incubação em meio de cultura. A quantidade de embriões 

descartados e a expressão da f3-gal nas células do corpo dos embriões, também, não 

foram estatisticamente diferentes (x
2
= 1,146 n.s. e 1,416 n.s, G.L.=l). Os embriões, 

independente do tempo de permanência no meio de cultura, apresentaram um atraso no 

desenvolvimento dos tecidos (Figura 7). 

Com base nestes resultados, os próximos experimentos foram realizados 

incubando os embriões por 24 horas em meio de cultura após o bombardeamento. 
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Figura 7. Embriões posicionados a 0,5 cm do centro do cone de dispersão das partículas 

e bombardeados com partículas de ouro, 800 psi de hélio, 500 mrnHg de vácuo 

e incubados por 12 horas (A) ou 24 horas (B) após o bombardeamento. A 

distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 8 cm. (A, 

13X; B, 19X). 
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Tabela 7. Efeito do tempo de incubação na quantidade de embriões descartados, na taxa 

de sobrevivência e na expressão da B-gal, em embriões bombardeados com 

800 psi de pressão de hélio e 500 mmHg. 

Tempo de 
% embriões Incubação 

(horas) n descartados 

12 35 22,9 (8/35)1 
24 38 34,2 (13/38) 

Taxa de 
Sobrevivência 
(%) 

29,6 (8/27)2

40,0 (10/25) 

Eficiência de Transformação 

% embriões com
~ 

13expressao tota 

100 (27/27)4 

100 (25/25) 

% embriões com 
expressão nas 
células do corpo 

96,3 (26/27)5 

100 (25/25) 
No. de embriões degenerados após o bombardeamento /No. total de embriões bombardeados. 

2 No. de embriões com batimento cardíaco após o bombardeamento/No. de embriões bombardeados, 
excluindo os descartados. 
3 Embriões com expressão da /3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 
4 No. de embriões expressando f3-gal/No. de embriões bombardeados, excluindo os descartados. 
5 No. de embriões expressando f3-gal nas células do corpo/No. de embriões bombardeados, excluindo os 
descartados. 
A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 8 cm. 

Condições Ótimas 

Para verificar a repetibilidade dos dados gerados com as condições de 

bombardeamento otimizadas, 70 embriões posicionados a 0,5 cm do centro do cone de 

dispersão das partículas e a 8 cm da membrana carreadora, foram bombardeados com 

800 psi de hélio e 500 mmHg de vácuo e, incubados por 24 horas em meio de cultura, 

antes da detecção da atividade da f3-gal. 

A Tabela 8 mostra os resultados quanto a sobrevivência, número de 

embriões descartados e expressão da f3-gal. Os resultados mostraram uma diminuição na 

taxa de sobrevivência, quando comparado com a Tabela 4 (de 40,0% para 25,4%). No 

entanto, esta diferença não foi estatisticamente significativa (x2=I,88Q11·5·, G.L.=I). O

mesmo foi obtido para expressão total e expressão nas células do corpo. Apesar da 

diminuição dos valores obtidos, de 100% para 98,5% (expressão total) e 94,0% 

( expressão nas células do corpo), os valores de x2 obtidos não foram significativos (x2 
= 

l ,003"·5·e 1,560"·5·, respectivamente, G.L.=I ). A maioria dos embriões apresentava

batimento cardíaco no momento da fixação, assim como, mais de 100 unidades de 

expressão nas células do corpo. 



73 

Tabela 8. Efeito da pressão de hélio na porcentagem de embriões descartados, na taxa de 

sobrevivência e na expressão da f3-gal em embriões bombardeados com 800 

psi de gás hélio, 500 mmHg de vácuo e posicionados a 0,5 cm do centro do 

cone de dispersão das partículas. 

Pressão Taxa de 
de Hélio % embriões 

Sobrevivência 
(psi) 

n descartados 
(%) 

800 70 4.3 (3170)1 25.4 (17/67)2 

Eficiência de Transformação 

% embriões com 
-

I
3 expressao tota 

98.5 (66/67)4 

% embriões com 
expressão nas 
células do corpo 

94.0 (63/67)5 

No. de embriões degenerados 24 horas após o bombardeamento /No. total de embriões bombardeados. 
2 No. de embriões com coração batendo 24 horas após o bombardeamento/No. de embriões 
bombardeados, excluindo os descartados. 
3 Embriões com expressão da f3-gal nas células do corpo e/ou no tecido extra-embrionário. 
4 No. de embriões expressando f3-gal/No. de embriões bombardeados, excluindo os descartados. 
5 No. de embriões expressando f3-gal nas células do corpo/No. de embriões bombardeados, excluindo os 
descartados. 
A distância percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião foi de 8 cm, utilizando partículas de ouro. 

Com base em todos os experimentos realizados, determinou-se que as 

seguintes condições de bombardeamento: 800 psi de gás hélio, 500 mmHg de vácuo, 

distância de 8 cm percorrida pelo DNA-micropartículas e posicionamento dos embriões 

a 0,5 cm do centro do cone de dispersão das partículas, foram as que apresentavam os 

melhores resultados, associando alta taxa de transformação, grande número de células 

transformadas e mínimos danos aos tecidos bombardeados. Estas foram consideradas 

como as condições ótimas de bombardeamento para a transferência de genes in vitro em 

embriões de galinha. 

Cortes Histológicos 

Cortes histológicos, visando analisar a profundidade da expressão da 

enzima f3-gal, foram realizados em embriões bombardeados sob as condições ótimas de 

bombardeamento. Cortes transversais da região mediana do embrião revelaram que a 

maioria das células, expressando f3-gal, restringiam-se às primeiras camadas celulares 

dorsais dos somitos (Figura 8). Isto demonstra que a profundidade da expressão da f3-gal 

foi pequena, pois, os embriões foram posicionados dorsalmente no momento do 
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bombardeamento. Estes resultados foram também observados na pele, orelha, fígado 

(Williams et al.,1991) e musculatura esquelética de camundongos (Zelenin et ai., 1997), 

onde os genes introduzidos encontravam-se entre 0,2 e 0,5 mm de profundidade da 

superficie do tecido. 

GFP Expression 

A técnica otimizada, utilizada para o gene lacZ, foi então aplicada para 

novos bombardeamentos com o gene GFP. Os resultados obtidos foram muito similares 

aos obtidos com o da í3-gal. A proteína sintetizada foi detectada, tanto nas células do 

corpo dos embriões, quanto no tecido extra-embrionário. A quantidade de células 

expressando a proteína variou de 1 O a 100 unidades de expressão (pontos verdes) nas 

células do corpo dos embriões e no tecido extra-embrionário. A Figure 9 mostra a região 

mediana dorsal de um embrião, evidenciando a expressão da GFP no tubo neural, nos 

somitos e no tecido extra-embrionário. Estes resultados já eram prevsitos, uma vez que 

ambos os genes estão sob o controle do mesmo promotor e foram transferidos sob as 

mesmas condições de bombardeamento. 
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Figura 8. Cortes transversais da região mediana de um embrião bombardeado sob as 

condições ótimas, evidenciando a expressão da �-gal nas primeiras camadas 

dos somitos (A); e de um embrião não bombardeado (B). Abreviações: NT, 

tubo neural; N, notocorda; S, somitos. (lOOX). 
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Figura 9. Região mediana de um embrião bombardeado com o gene da GFP, 

evidenciando tubo neural, somitos e tecido extra-embrionário. A) Somente 

luz U.V. B) Sobreposição de imagens de luz U.V. e luz visível. Os pontos 

verdes representam as células expressando GFP. (l00X). 
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4.4 DISCUSSÃO 

A transferência de DNA em embriões de galinha, cultivados em meio de 

cultura, foi obtida com sucesso. O promotor do CMV utilizado resultou em forte 

expressão por todo o embrião e tecido extra-embrionário e os genes repórteres lacZ e 

GFP foram facilmente detectados. Uma eficiência de transformação de 98,5% e uma 

taxa de sobrevivência de aproximadamente 25% foram obtidas com: partículas de ouro, 

distância de 8 cm percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião, posicionamento 

dos embriões a 0,5 cm de distância do centro do cone de dispersão das partículas, 800 

psi de gás hélio e 500 mmHg de vácuo. Todos os esforços para aumentar a eficiência de 

transformação, utilizando pressões de hélio ou vácuo maiores, resultaram em maior 

expressão, mas menores taxas de sobrevivência foram observadas. O uso de partículas 

menores, para reduzir os danos aos embriões, resultou em menores taxas de 

transformação. O posicionamento dos embriões em relação ao centro do cone de 

dispersão das partículas foi um importante parâmetro a ser otimizado, visto que 

embriões posicionados a 2 cm de distância do centro apresentaram menor eficiência de 

transformação. Tentativas de aumentar a dispersão das partículas, aumentando a 

distância percorrida pelas micropartículas até o embrião, resultaram em menor número 

de células transformadas. 

Trabalhos previamente publicados demonstraram que a biolística pode ser 

utilizada para a transferência de genes em embriões de galinha in ovo (Li et al., 1995; 

Muramatsu et ai., 1997 a; Ribeiro et ai., 1999). Li et ai ( 199 5) transformaram células 

germinativas primordiais, utilizando uma seringa cirúrgica adaptada e detectaram o gene 

exógeno em 7 ,5% dos embriões bombardeados. Muramatsu et al. (1997 a) utilizaram 

partículas de tungstênio e 285 psi de nitrogênio, obtendo uma eficiência de 

transformação de 45,8% e uma taxa de sobrevivência de 42,9%. Entretanto, o número e 

a intensidade de unidades de expressão foram menores do que os obtidos por Ribeiro et 

ai. (1999). Estes autores obtiveram eficiência de transformação de 68, 7%, taxa de 

sobrevivência de 31,2% e média de 100 unidades de expressão nas células do corpo dos 

embriões, utilizando partículas de ouro, 600 mmHg de vácuo e 600 psi de gás hélio. Sob 
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as nossas condições, uma maior intensidade e maior número de unidades de expressão 

foram obtidas. O fato de os embriões terem sido retirados dos ovos e bombardeados em 

meio de cultura, sem a presença de uma camada de albumen recobrindo-os, pode ter sido 

o responsável pela diferença observada entre os nossos resultados e os obtidos pelos

outros trabalhos. 

Este é o primeiro trabalho demonstrando a possibilidade de introdução e 

expressão transiente de genes exógenos em embriões de galinha, cultivados em meio de 

cultura, utilizando a biolística. As condições ótimas de bombardeamento foram obtidas, 

visando estabelecer um sistema de transformação em galinhas, para o estudo de 

pesquisas básicas, utilizando um vetor não infeccioso e não replicativo. A expressão 

transiente de genes in vivo em células somáticas, pode ser adequada ou desejada para 

muitas aplicações, tais como: estudo da expressão e regulação de genes exógenos, 

análise de elementos regulatórios da transcrição, expressão de fatores circulantes por um 

determinado período e caracterização de promotores tecido-específicos. 



5 CONCLUSÕES GERAIS 

As condições de bombardeamento, associando altas taxas de 

transformação, máximo número de células transformadas e reduzidos danos aos tecidos 

bombardeados, foram otimizadas para as duas formas de transferência de genes em 

embriões de galinha. 

No bombardeamento in situ, os melhores resultados foram obtidos com as 

seguintes condições: partículas de ouro de 1,5 a 3,0 µm de diâmetro, distância de 11 cm 

percorrida pelo DNA-micropartículas até o embrião, posicionamento dos embriões a 1 cm 

de distância do centro do cone de dispersão das partículas, 600 psi de gás hélio e 600 

mmHg de vácuo. 

No bombardeamento in vitro, as condições ótimas foram obtidas com: 

partículas de ouro de 1,5 a 3,0 µm de diâmetro, distância de 8 cm percorrida pelo DNA­

micropartículas até o embrião, posicionamento dos embriões a 0,5 cm de distância do 

centro do cone de dispersão das partículas, 800 psi de gás hélio e 500 mmHg de vácuo. 

O bombardeamento in vitro demonstrou maior eficiência de 

transformação e maior número de células transformadas, do que o bombardeamento in 

situ. Entretanto, as taxas de sobrevivência obtidas foram similares nas duas formas de 

transferência gênica. 

Os resultados evidenciaram a viabilidade da biolística, como técnica 

eficiente, para a introdução de genes exógenos em embriões de galinha. 
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