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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue comparar la eficiencia de la microinyeccion
de un vector lentiviral portador del gen eGFP en ovocitos maduros (PRE) y en
cigotos (POS) seis horas después de la fertilizacion in vitro (FIV). Para ello, 1777
ovocitos maduros, fueron distribuidos en 7 tratamientos, uno control (T1), tres
PRE (T2, T3, ¥ T4y v tres POS (T2, T3, y T4, ) los cuales fueron mi-
croinyectados antes (PRE) y después (POS) de la FIV. Los tratamientos T4, y
T4, fueron microinyectados con el vector lentiviral. Se evalud la tasa de pro-
duccién de blastocistos al dia ocho y la expresion de la proteina eGFPen T4,
y T4, No se encontraron diferencias en la tasa de produccién de blastocistos
entre el tratamiento T1 (20,2%), los controles de cultivo (T2, y T2,.J) vy los
controles de microinyeccion (T3, y T3,.J). La presencia del vector lentiviral
disminuyé (p<0,05) la tasa de formacion de blastocistos en los grupos T4, y
T4, (5,5y 3,5%, respectivamente). Todos los blastocistos producidos en T4,,,.
y el 71,4% producidos en el T4, . expresaron la proteina eGFP (p<0,05), prin-
cipalmente en el trofoectoderma y en la masa celular interna del blastocisto.

ABSTRACT

The objective of this research was to compare the efficiency of microinjec-
tion of a lentiviral vector carrying the eGFP gene in mature oocytes (PRE) and
zygotes (POS) six hours after in vitro fertilization (IVF). For this, 1777 mature
oocytes were distributed in 7 treatments, one control (T1), three PRE (T2,
T3, and T4,..) and three POS (T2, ., T3, and T4 ,,J) which were microin-
jected before (PRE) and after (POS) of IVF. The T4, and T4, treatments
were microinjected with the lentiviral vector. The blastocyst production rate
at day eight and the expression of the eGFP protein in T4, and T4, were
evaluated. No differences were found in the blastocyst production rate be-
tween the T1 treatment (20,2%), the culture controls (T2, and T2,,) and
the microinjection controls (T3, and T3POS). The presence of the lentiviral
vector decreased (p<0,05) the blastocyst formation rate in the T4, and
T4, treatments (5,5 and 3,5%, respectively). All blastocysts produced in
T4, and 71,4% produced in T4, expressed the eGFP protein (p<0,05),

mainly in the trophectoderm and in the internal cell mass of the blastocyst.

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi comparar a eficiéncia da microinjecdo de um ve-
tor lentiviral portador do gene eGFP em odcitos maduros (PRE) e zigotos ( POS)
seis horas apés a fertilizacdo in vitro (FIV). Para isso, 1777 odcitos maduros
foram distribuidos em 7 tratamentos, um controle (T1), trés PRE (T2, T3,
eT4,,)etrés POS (T2, T3, e T4,.J) que foram microinjetados antes (PRE)
e depois (POS ) da fertilizagdo in vitro. Os tratamentos T4,._e T4, . foram
microinjetados com o vetor lentiviral. A taxa de producdo de blastocistos no
dia oito e a expressdo da proteina eGFPem T4, e T4, foram avaliadas. Ndo
foram encontradas diferencas na taxa de producdo de blastocistos entre o tra-
tamento T1 (20,2%), nos controles da cultura (T2,..e T2, ) e nos controles de

PRE POS
microinjecdo (T3, e T3,.). A presenca do vetor lentiviral diminuiu (p<0,05)

POS) :
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a taxa de formacdo de blastocistos nos grupos T4, e
T4, (5,5 e 3,5%, respectivamente). Todos os blastocis-
tos produzidos em T4, e 71,4% produzidos em T4, ex-
pressaram a proteina eGFP (p<0,05), principalmente na
trofoectoderma e na massa celular interna do blastocisto.

INTRODUCCION

Los organismos genéticamente modificados (OMG)
o transgénicos son aquellos que por accién del hom-
bre tienen secuencias de ADN de otra especie en su
genoma [1]. El gen que se introduce o transgén, con-
siste en una construccién que contiene las regiones
promotora y codificadora de una proteina de interés,
que puede ser de otro animal de la misma especie de
una bacteria o planta [2].

Existen varias metodologias para generar animales
transgénicos, entre ellas la microinyecciéon pronu-
clear [3], transferencia de ADN mediada por esper-
matozoides, transferencia nuclear a partir de células
somaticas transfectadas (SCNT) [4], microinyeccién
de ADN pronuclear [5, 6], CRISPR/Cas9 [7], microin-
yeccion de transposones [8], vectores retrovirales [9]
y nucleasas efectoras tipo activadoras de la trans-
cripcion [10], las cuales varian en eficiencia [1].

Cuando se usan vectores retrovirales, los lentivirus son
los mas utilizados [9]. Estos vectores se obtienen re-
emplazando los genes virales gag, pulg y env por uno o
mas genes, mientras que, el conjunto de genes regula-
dores necesarios para la encapsulacién (secuencia ), la
transcripcion reversa (PBS, R, PPT) y la expresion de los
genes (LTR) se conservan [9, 11]. Asi mismo, el transgén
mas utilizado, debido a que muestra una expresion es-
table en células de mamiferos y a que se puede rastrear
in situ de forma cuantitativa o cualitativa y no invasiva
[12] es de la proteina fluorescente verde (eGFP) deriva-
da de la medusa Aequorea Victoria [13].

Los primeros animales transgénicos generados utili-
zando la tecnologia de vectores lentivirales se desa-
rrollaron a partir de la microinyeccién de un vector
lentivial derivado del virus de inmunodeficiencia hu-
mana (VIH-1) en el espacio perivitelino de ovocitos
fertilizados [14]. Luego, la comparacién de la técnica
microinyeccién de ADN clasica, con la transferencia
de genes en un vector lentiviral resulté en una tasa de
cuatro a ocho veces mas elevada [15]. Hoy, la técnica
se ha masificado a diferentes animales [8], aunque,

todavia existen algunas limitaciones en la utilizacién
de lentivirus, especialmente cuando se hace necesa-
rio el uso de altos titulos virales, pues el lentivirus
debe sobrepasar la zona peltcida (ZP) del embrién
y la matriz extracelular glicoprotéica que confiere
protecciéon externa al embridén [16] incluso contra
agentes infecciosos [17]. Asi, la ZP acaba actuando
como una barrera fisica que evita la penetracion del
lentivirus [16]. Por lo tanto, el método preferido para
la inyeccion de particulas virales, es dentro del espa-
cio perivitelino (inyeccion subzonal) permitiendo que
el virus consiga superar la membrana del ovocito o el
cigoto, lo que hace necesario el uso equipos sofisti-
cados para inyeccién subzonal [16].

Finalmente, los animales transgénicos pueden ser
utilizados para la produccion de proteinas humanas
recombinantes, xenotransplantes, en el estudio in
vivo de la funcién de un gen durante la organogéne-
sis, el desarrollo y el envejecimiento, la generacién
de modelos experimentales en animales para el co-
nocimiento de los mecanismos involucrados en el
desarrollo de enfermedades, asi como el estudio de
estrategias terapéuticas en modelos de enfermeda-
des y en el sector productivo, esta técnica atiende
a programas de mejoramiento genético con rapida
multiplicacién de animales con caracteristicas desea-
bles e interés econémico [9, 18-20].

En este contexto, el objetivo fue comparar la eficien-
cia de la microinyeccion de un vector lentiviral que
lleva el gen eGFP en ovocitos maduros (PRE-fertiliza-
cidn) y cigotos seis horas después de la fecundacion
(POS-fertilizacion).

METODO

Colecta de los ovarios y manipulacién
de los ovocitos

Fueron utilizados 720 ovarios colectados de hembras
bovinas, sin definir la raza en diferente fase del ciclo
estral, sacrificada en frigorifico localizado en la ciudad
de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Inmediatamente
después del sacrificio y la evisceracion, los ovarios fue-
ron removidos e inmersos en nevera térmica con solu-
cién fisioldgica (0,9% NaCl) suplementada con sulfato
de estreptomicina (0,05 g/L), a temperatura entre 35 y
38°C. Al terminar la colecta, los ovarios fueron trans-
portados al laboratorio de reproduccién animal de la

66



Rafael Otero-Arroyo

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 1 - Enero - Junio 2020

Universidad Federal de Vicosa en un tiempo méaximo
de 30 min. Los ovarios fueron lavados con solucién
fisiolégica, previamente colocada en bafio de maria a
37°C, los foliculos ovaricos (<10 mm) fueron succio-
nados con jeringa. El liquido folicular fue depositado
en caliz cénico, a temperatura de 37°C. Una vez ocu-
rrida la decantacién de los ovocitos, éstos fueron al-
macenados en medio Talp-Hepes y luego clasificados
morfoldogicamente [21]. Sélo los ovocitos inmaduros
con células del cumulus compacto y con al menos tres
capas de células se transfirieron a una placa de Petri
que contenia medio Talp Hepes, y posteriormente uti-
lizados en los procedimientos experimentales.

Maduracién in vitro (MIV)

Se utilizaron 1777 ovocitos madurados en medio
TCM 199 (Tissue Culture Medium 199) (Gibco/In-
vitrogen) suplementado con FSH (Hormona Folicu-
lo Estimulante) (20 mcg/ml) y suero de vaca en celo
(10%). La maduracion se realizd en grupos de 50-60
estructuras, depositadas en placas Nunc (Thermo
Scientific, Cat.176740) de cuatro pozos, conteniendo
400 plL de medio de maduracién previamente equili-
brado por al menos dos horas en incubadora de culti-
vo celular a 38,5°C con atmdsfera de 95% de hume-
dad y 5% de CO.. Los ovocitos se cultivaron en estas
condiciones de temperatura y atmodsfera durante 22 a
24 horas. Después de haber sido madurados, fueron
distribuidos en los respectivos tratamientos.

Tratamientos

Los ovocitos madurados fueron distribuidos en siete tra-
tamientos. El tratamiento 1 (T1) correspondi6 al control
(n=577). Los restantes 1200 ovocitos fueron distribui-
dos en dos grandes grupos experimentales, identifica-
doscomo T2, ., T3, Y T4, los cuales fueron microin-
yectados antes (PRE) de la fertilizacion in vitro (n=600)
Y T2,06 T3,05 Y T4, 10s cuales fueron microinyectados

después (POS) de la fertilizacién in vitro (n=600).

T1 = Control (h=577). Fecundados in vitro con comple-
jos cumulus-odcito (CCOs) con una concentracién de
1x10¢ espermatozoides (SPTZ)/mL, cultivados en me-
dio CR2 enriquecido con 10% de SFB e incubados a
38,5°C en atmosfera de 95% de humedad y 5% de CO,.

T2_.. = Control de medio de cultivo (h=200). Células

PRE
del cumulus removidas por vértex en presencia de

hialuronidasa, fecundados in vitro con una concen-

tracion de 1x10¢ SPTZ/mL, cultivados en medio SOF
en saches de aluminio con una mezcla de gases de
5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, y humedad satu-
rada a una temperatura de 38,5°C.

T2,,, = Control de medio de cultivo (n=200). Fecun-
dados in vitro con una concentracién de 4x10¢ SPTZ/
mL durante 6 h, cultivados en medio SOF en saches
de aluminio con una mezcla de gases de 5% de CO,,
5% de O, y 90% de N, y humedad saturada a una

temperatura de 38,5°C.

T3,,. = Control de microinyeccién (n=200). Células
del cumulus removidas por vértex en presencia de
hialuronidasa, microinyectados con medio TALPy se-
guidamente fecundados in vitro con una concentra-
cion de 1x10¢ SPTZ/mL y cultivados en las mismas
condiciones del tratamiento T2 ..

T3, = Control de microinyeccién (n=200). Fecunda-
dos in vitro con una concentracion de 4x10° SPTZ/mL
y cultivados en las mismas condiciones del tratamiento
T2, Pasadas las 6 h de tiempo de fecundacion fueron
microinyectados con medio TALP y cultivados en sa-

ches con las mismas condiciones del tratamiento T2, .

T4,.. = Microinyectados con el lentivirus (n=200).
Células del cumulus removidas por vértex en presen-
cia de hialuronidasa microinyectados con el vector
lentiviral y seguidamente fecundados in vitro con una
concentracion de 1x10¢ SPTZ/mL vy cultivados en las

mismas condiciones de los tratamientos T2, y T3,..

T4, = Microinyectados con el lentivirus (n=200).
Fecundados in vitro con una concentracion de 4x10°¢
SPTZ/mL y cultivados en las mismas condiciones
del tratamiento T2, .. Pasadas las 6 h de tiempo de
fecundacion fueron microinyectados con el vector
lentiviral y cultivados en saches con las mismas con-

diciones del tratamiento T2, .y T3,..
Fertilizacion in vitro (FIV)

Para la fecundacion se utilizé semen de un mismo
toro y lote de la raza Gir, previamente evaluado en
cuanto al vigor, motilidad y concentracion. Sélo se
utilizaron dosis con motilidad igual o superior al 50%
y vigor en el minimo 3. El semen fue descongelado
en bafo maria a 37°C durante 30 s, los espermato-
zoides fueron procesados por el método del gradien-
te de Percoll (Nutricell) con las concentraciones de
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90 y 45% para separaciéon de los espermatozoides
moéviles en centrifugacién, ademas, de la remocién
del diluyente y del plasma seminal. El gradiente de
Percoll fue preparado previamente y estabilizado en
la incubadora durante 15 min antes de su utilizacién.

En los tratamientos de microinyeccion PRE-fertili-
zacién (T2, T3,.. y T4,..), el semen fue diluido, a
una concentracion de 1x10° espermatozoides/mL, y
transferido a las gotas de fecundacion (100 pL de me-
dio FERT-TALP). El proceso de FIV se realizd durante
20 h en incubadora de cultivo celular, en las mismas
condiciones de la MIV. La concentracion 1x10¢ esper-
matozoides/mL, fue usada por el hecho de que las cé-
lulas del cumulus eran retiradas de los ovocitos y por
el procedimiento de la perforacién de la ZP antes de
la fecundacion, buscando no causar una poliespermia.

En los tratamientos de microinyeccion POS-fertiliza-
cion (T2, T3, Y T4,.), el semen fue diluido a una
concentracion de 4x10¢ espermatozoides/mL, y trans-
ferido a las gotas de fecundacion (100 pL de medio
FERT-TALP). Los gametos permanecieron co-incuba-
dos bajo las mismas condiciones citadas para la MIV
por un periodo de 6 h'y por 20 h para el grupo control
(T1). La concentracion 4x10¢ SPTZ/mL, fue utilizada
por el hecho de que los ovocitos de los tratamientos
T2,06 T3p0s Y T4 SOl0 permanecieron durante 6 h en
el medio FERT-TALP y por consiguiente se buscé obte-
ner una mayor tasa de penetracion espermatica [22].

Vector lentiviral

El vector lentiviral fue producido por transfeccion
transitoria, utilizando cuatro plasmidos: el plasmido de
empaque (pMDLg/pRRE), el que codifica para la pro-
teina de envoltura (pMD2.G), el plasmido que codifica
para la proteina Rev (pRSV-Rev) (Addgene, EE.UU.) y
el plasmido que contiene el transgén (pLGW).

Se utilizdé el linaje celular HEK-293F (ATCC CRL
1573) cultivadas en medio DMEM mas 10% de SFB
hasta alcanzar el estado de 80% de confluencia. La
transfeccién con los vectores lentivirales se realizé
con una mezcla que contenia los cuatro plasmidos,
en concentracié de 6 pg de ADN de cada uno de los
plasmidos estructurales (pMDLg/pRRE, pMD2.G y
pRSV-Rev) y 12 ug del plasmido de interés (pLGW).

Se prepararon dos mezclas por separado: una mezcla
de polietilenoimina 18 mM (PEI, Sigma) mas glucosa

al 5% y otra mezcla de ADN plasmidial mas glucosa
al 5%. Se utilizé la relacion de 1 uL de PEI (con pH
ajustado a 7) por cada 1 ug de ADN. Las dos mezclas
fueron sometidas a agitaciéon en vértex durante un
minuto y dejadas en reposo por 5 min, luego ambas
mezcladas y puestas en agitacion vigorosa en vortex,
todo el contenido se mantuvo en reposo durante
10 min, tiempo durante el cual se efectué un nuevo
intercambio de medio sin SFB. Se agregdé 1 mL de
DMEM sin SFB a la mezcla y, después de la homo-
geneizacion, todo el contenido se afiadié a la botella
de cultivo. Después de 6 h de transfeccion se afiadié
SFB al medio para obtener la concentracién del 10%.
Después de 48 h el medio de cultivo fue centrifuga-
do por 25000 rpm durante 1,5 horas a 4°C. El pellet
de lentivirus se resuspendié en 100uL de DMEM sin
SFBy congelado a -80°C hasta su utilizacion [12, 23].

Microinyeccién de los ovocitos
PRE-fertilizacion (T3, .y T4,..)

Después de la MIV, las células del cumulus fueron
removidas de los ovocitos por adicion de 0,1% de
hialuronidasa en agitacién mecanica en vértex por
5 min. A continuacién, los ovocitos desnudos fueron
lavados con medio TALP-Hepes y vertidos en placa
de Petri para recuperacion de los mismos. La eva-
luacién de la maduracién nuclear de los ovocitos fue
hecha por la observacion del corpusculo polar utili-
zando estereoscopio (Nikon SMZ 645). Los ovocitos
fueron nuevamente lavados en medio TALP y mante-
nidos en gotas de 20 pL del medio cubierto con acei-
te mineral hasta el momento de la microinyeccion.

La inyeccion del medio TALP (T3,..) y con el vector
lentiviral (T4,.,.) en el espacio perivitelineo (subzonal)
fue realizada por la observacion directa en microsco-
pio invertido (Axiovert 135M, Carl Zeiss) equipado
con un sistema de micromanipulacién hidraulica (Ni-
kon Narishige NT-88V3), conectado a un sistema de
microinyeccién. Los ovocitos fueron inmovilizados
con la pipeta de fijacién y, con la micro-aguja carga-
da, se procedié a la microinyeccién subzonal con el
medio TALP o con la solucién que contenia el vector
lentiviral, seglin correspondiera. Durante la manipu-
lacién, la zona pellcida se expandié inmediatamente,
y la microinyeccién fue considerada exitosa cuando
la zona pellcida crecié visiblemente. Después de
la inyeccién del TALP o del lentivirus subzonal, los
ovocitos fueron lavados tres veces en medio TALP y
nuevamente transferidos al medio TCM.
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Microinyeccion de los ovocitos
POS-fertilizacién (T3, y T4,

Después de las 6 h del inicio de la FIV, los supuestos
cigotos fueron retirados de la gota de fecundaciény so-
metidos a remocion completa de las células del cumu-
lus por agitacion mecdanica en vortex por 5 min y luego
transferidos a la placa de Petri. Los supuestos cigotos
fueron lavados con medio TALP y mantenidos en gotas
de 20 pL del medio cubierto con aceite mineral hasta el
momento de la microinyeccién. La inyeccién del medio
TALP (T3, y el vector lentiviral (T4,) en el espacio
perivitelineo (subzonal) fue realizada como se describid
para los tratamientos PRE. Después de la inyeccion del
TALP o del lentivirus subzonal, los supuestos cigotos
fueron lavados 3 veces en medio TALP y nuevamente
transferidos al medio correspondiente. Durante este
periodo, los ovocitos de los tratamientos controles (no
microinyectados) permanecieron en el medio FERT-
TALP hasta completar 20 h de fecundacion.

Cultivo in vitro de los embriones (CIV)

Después de la fertilizacion, los presumibles cigotos
fueron retirados de la gota de fecundacién, lavados
en medio TALP-HEPES, y divididos en dos placas de
cultivo. En el tratamiento T1 los supuestos cigotos
fueron sometidos al desnudamiento con ayuda de un
pipeteador y lavados en medio TALP. El cultivo fue
efectuado en gotas de 50 uL de medio CR2 mas el
10% SFB bajo aceite mineral, distribuidos en placas
de Petri de 10x35 mm. El cultivo fue realizado en
incubadora de cultivo celular a 38,5°C, 5% de CO,
y humedad relativa del 95% [24]. El CIV de los de-
mas tratamientos fue realizado en placas de cuatro
pozos tipo Nunc que contenia 500 pL de medio SOF
suplementado con 2,5% de SFB, bajo aceite mine-
ral, en grupos de 30-40 estructuras en cada pocillo.
Durante todo el cultivo, las placas conteniendo los
embriones se colocaron bolsa hermética (Sachet de
Aluminio) que contenian una mezcla gaseosa de 5%
de CO;, 5% de O, y 90% de N, y humedad saturada,
mantenidas a una temperatura de 38,5°C.

Evaluacion del desarrollo embrionario
y de la expresiéon del eGFP

La tasa de produccién blastocistos fue evaluada al
dia octavo de cultivo (D8) utilizando estereoscopio
(Nikon SMZ 645), siguiendo los parametros descritos
por la sociedad internacional de transferencia de em-

briones [25]. La evaluacién de la expresion del eGFP
fue realizada visualmente, en blastocistos al D8, por
medio de la exposicién a la luz blanca y ultraviole-
ta en estereomicroscopio (Nikon, SMZ800, filtro de
450-490 nm) o microscopio de fluorescencia (Motic,
BA400, filtro de 465- 495 nm). En los blastocistos mi-
croinyectados con el vector lentiviral se anotd la po-
sicion relativa de la presentacion de la fluorescencia.

Anadlisis estadistico

Las tasas de produccion blastocistos en cada trata-
miento fueron evaluadas bajo un modelo experimen-
tal medidas repetidas asi (ecuacién 1):

Yii=p+t+6;+p+(@P)i + &ijk (Ec. 1)

Donde: YU es la tasa de produccién de blastocistos al
D8y la tasa de produccién de embriones transgénicos
en los tratamientos T4,.. y T4, U es el efecto del
promedio, . es el efecto del i-ésimo tratamiento (T1,
T20ce s pos T3ere ypos Y Tere y posh O; €S €l efecto del error
asociado al embrién, p, es el efecto k-ésimo periodo (1
al 5), (70), es el efecto de la interaccion tratamiento (7)

por periodo (p,) y € €S el error experimental.

Los promedios de cada tratamiento fueron compara-
dos por con el test de Ducan al 5%. Los analisis fue-
ron realizados usando el programa StatPlus:mac v.6.

RESULTADOS

Las tasas de produccion de blastocistos encontrados
al D8 en el T1 y para los tratamientos PRE (T2
T3 Y T4oee) Y POS (T2, T3, ¥ T4
tan en el cuadro 1.

PRE’

Se presen-

POS’ POS)

La mayor tasa de formacion de blastocistos se en-
contré en T1, posiblemente debido a que este grupo
no fue sometido a la manipulacion de remocién de
las células de los cumulos y ademas permanecieron
por 20 h en incubacién con los espermatozoides du-
rante el proceso de FIV.

Respecto a los tratamientos PRE-fertilizacion, se en-
contré que las tasas de blastocistos entre T1 (20,2%)
y T2, (16,5%) (p>0,05) confirman que las condicio-
nes atmosféricas y el medio de cultivo utilizado no
interfieren con la producciéon de blastocistos. Asi, las
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variaciones encontradas pueden ser atribuidas al de-
sarrollo propio de los embriones [18, 21, 22]. La tasa
de produccion de blastocistos entre T2, .y T3, . no
vario (p>0,05), lo anterior sugiere que el método de
microinyeccién utilizado en esta investigacion, que
incluye la perforacion de la zona pellcida, no causa
dafio ni afectan el desarrollo embrionario (Cuadro 1).

Al igual que lo encontrado en los tratamientos
PRE-fertilizacion, en el T2, los blastocistos pro-
ducidos fueron menos respecto al T1, pero sin des-
viaciones significativas (p>0,05) lo que confirma que
las condiciones de CIV no afectaron la produccion
de blastocistos al D8 [22]. Asi mismo, la cantidad
de blastocistos formados en los tratamientos T2,
y T3,.s sugieren que la microinyeccion que incluye
la perforacion de la ZP no causa dafio embrionario.

La comparacién entre los tratamientos PRE (T2, y
T3, Y POS (T2, - T3, no mostré diferencias esta-
disticas en la produccién blastocistos (p>0,05). A pesar
de la manipulacion a la que fueron sometidos los po-
sibles cigotos de los tratamientos T2, .y T3, ya que
6 h después del inicio de la FIV, fueron retirados de la
gota de fecundacién y sometidos a la remocién com-
pleta células de cumulus. Este procedimiento es nece-
sario para permitir el proceso de micromanipulacion
que se realiza durante la microinyeccion del lentivirus.

Solo el 5,5% de los oocitos del T4, . y el 3,5% del
T4, se desarrollaron hasta blastocisto al dia ocho
(Cuadro 1), estos porcentajes difirieron (p<0,05) de
los tratamientos T1, PRE (T2, y T3,..) y POS (T2,
y T3,,¢) sugiriendo, que la tasa de produccién de
blastocistos estuvo influenciada por la presencia del
vector lentiviral, cuando este fue microinyectado an-

tes y después de la fertilizacion.

Cuadro 1. Tasa y porcentaje de produccion de blastocistos en
cada tratamiento al dia ocho (D8).

T1 T2PRE T3PRE T4PRE
33/200 36/200 11/200
(16,5%)A2 (18,0%)A2 (5,5%)"°
101/500
(20,2%)" szos T3POS T4POS
31/200 32/200 7/200
(15,5%)A= (16,0%)2 (3,5%)8"

AB promedios en la misma columna sin letra comun diferen esta-
disticamente (p<0,05). Solo incluye los tratamientos PRE y POS.
2b promedios en la misma fila sin letra comun son diferen esta-
disticamente (p<0,05). Incluye al T1.

Los primeros estudios utilizando vectores lentivira-
les microinyectados en cigotos presentan una mayor
eficiencia que los resultados aqui presentados. La in-
yeccion de vectores lentivirales en el espacio perivi-
telino de cigotos de bovinos logré que entre el 21%
[26] y el 22% [15] de los cigotos infectados se desa-
rrollaron hasta el estadio de blastocistos.

En otras especies, las tasas de formacion de blasto-
cistos son 76% en embriones de macacos [23] y en
cerdos se reporta una tasa 25% [27]. Se ha argumen-
tado que, esta menor tasa de produccion de blasto-
cistos en bovinos, sea posiblemente debido a que el
genoma lentiviral no es capaz de penetrar de forma
eficiente en el pronucleo bovino [12].

La comparacién entre la produccién de blastocistos
transgénicos se presenta en el Cuadro 2.

En el tratamiento T4, el 100% de los blastocistos
producidos al dia ocho expresaron el transgén de in-
terés (eGFP), mientras que, solo el 71,4% de los blas-
tocistos producidos en el T4, expresaron la protei-
na eGFP (p<0,05).

Los resultados indican que la microinyeccion del vec-
tor lentiviral antes de la fertilizacién in vitro es mas
eficiente que la microinyeccion después de la ferti-
lizacion in vitro. En este sentido, se debe considerar
la influencia de la fase del ciclo celular y del estado
de la cromatina sobre la integracién de retrovirus.
Al respecto, la penetracién espermatica durante la
fecundacidn in vitro inicia con 4 h de cultivo, la for-
macion de los pronucleos se inicia a las4 h y dura
hasta 11 h, mientras que la sintesis de ADN (fase S)
se inicia entre las 14 a 15 h después de la fertiliza-
cién con una duracion de 8 a 10 h [26, 27]. Algunos
retrovirus, como el VIH, pueden integrarse en células
que no estén en fase de division celular, pero la cro-

Cuadro 2. Tasa y porcentaje de produccion de blastocistos
(D8) y de embriones transgénicos en los tratamientos

T4PRE y T4POS'
Tratamiento Blastocistos (D8) S)I(T;Jl:crelsoanne: g:g
T4 11/200 11/11
pre (5,5%)" (100%)*
T4 7/200 5/7
POs (3,5%)8 (71,4%)®

AB promedios en la misma columna sin letra comun diferen es-
tadisticamente (P<0,05).
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matina descondensada puede facilitar el acceso y la
integracion correcta del genoma viral [28, 29]. Este
puede ser una de las razones por las cuales el uso
de los vectores en ovocitos madurados, seguidos de
la fecundacién es mas eficiente [12, 30]. Adicional-
mente, es probable que, en los cigotos bovinos, la
integracion lentiviral se podria retrasar significativa-
mente en presencia de una membrana nuclear, tam-
bién, que la infeccidn retroviral puede retrasar el cli-
vaje de los embriones, disminuyendo asi la capacidad
de integracion del complejo de pre-integracién [15].
También, se ha sugerido que la cantidad de titulos
lentivirales usados durante la microinyeccién tengan
un posible efecto deletéreo en la expresiéon de genes
involucrados en el desarrollo embrionario [23] y a los
procesos de metiliacion del ADN que regulacién de
la expresion génica [31] como posibles aspectos ne-
gativos que interfieren en el desarrollo embrionario.

La posicion relativa de expresion de la proteina eGFP
en los tratamientos T4, y T4, fue evidenciada en
el trofectoderma asi como en la masa celular interna
del blastocisto (Figura 1), confirmando que, los mé-
todos de microinyeccién del lentivirus son eficientes
para la incorporacién de un fragmento de ADN en el
genoma oocitario.

La expresion de la proteina eGFP fue mas alta a la
reportada al microinyectar vectores lentivirales en
cigotos de bovinos (45%) [27]. En otras especies, en

Figura 1. Expresion de la proteina eGFP en embriones bovinos
en el estadio de blastocisto al dia ocho microinyectados con
un vector lentiviral. A 'y B corresponden al T4PRE. C y D
corresponden al T4POS. Micrografia de campo claro (Ay C) y
de campo oscuro (B y D) expuestos a la radiacion ultravioleta,
estereomicroscopio (Nikon, SMZ800, filtro de 450-490nm).

7.

cerdos la expresion de la proteina eGFP fue del 65%
[27], mientras que, utilizando vectores lentivirales de-
sarrollados a partir del genoma de la anemia infeccio-
sa equina (AIE), se obtuvo un 31% de animales trans-
génicos a partir de cigotos inyectados con virus en el
espacio perivitelino y el 95% de los animales funda-
dores exhibiendo fluorescencia verde [32]. En ovinos,
se reporta una produccion del 97,4% de embriones
transgénicos [12] y en ratones, los reportes varian en-
tre el 90% [14] al 95,5% [33] en la expresion del eGFP.

La expresion de la proteina eGFP puede ser una he-
rramienta para resolver preguntas en la biologia del
desarrollo embrionario. Se puede utilizar para estudiar
las modificaciones epigenéticas, tales como la metila-
cion del ADN, estudio de los procesos biolégicos, ya
que permite una visualizacion precisa de la estructura
anatémica de los animales transgénicos expresando
gen (eGFP), con el fin de obtener una visualizacion real
del érganos y tejidos in vivo, también para estudiar las
interacciones materno-embrionaria [10].

El método aqui utilizado surge como alternativa para
modificar genéticamente animales de una forma mas
segura, rapida y rentable [12] cuando se compara,
por ejemplo, con la microinyeccion pronuclear de
ADN [16, 34], en parte, porque se ha demostrado
que a diferencia de los retrovirus simples, los lentivi-
rus no puede activar proto-oncogenes por su inser-
cion, también, porque el uso de titulos elevados de
vectores lentivirales no necesita altos confinamien-
tos de bioseguridad debido al bajo volumen usado
durante las microinyeccién [12, 16].

CONCLUSIONES

Las condiciones de cultivo utilizadas y el método de
microinyeccién del vector lentiviral fueron adecua-
das, ya que no se encontraron diferencias significa-
tivas en la produccion de blastocistos entre los tra-
tamientos T1y los tratamientos PRE (T2, y T3,.) ¥
POS (T2, Y T3,0)-

El vector lentiviral influyé en el desarrollo embriona-
rio, deducido a partir de que el porcentaje de blasto-
cistos encontrado en T4, y T4, ..

La expresion del transgén en los cigotos producidos
fue alta, indicando que las técnicas aqui empleadas
(PRE y POS fertilizacién) son altamente eficientes
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para la obtencién de animales transgénicos al com-
pararse con los reportes de la literatura.

La inyeccion PRE fertilizaciéon resultdé mayor tasa
(p<0,05) de produccion embriones transgénicos.
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