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1. INTRODUCAO

A producdo de animais transgénicos € uma das ferramentas
biotecnolégicas que mais cresce no meio cientifico. Avangos nessa area nos
altimos anos fizeram com que ela exercesse atualmente um papel bastante
importante em varias areas como na producao animal, propiciando uma melhora
na qualidade genética e aumento em numero da producdo (SALAMONE et al.,
2012); no estudo de diversas doencas, principalmente doencas humanas, uma
vez que 0s animais transgénicos podem mimetizar distarbios de saude e, assim,
permitem a avaliacdo de novos farmacos (PETTERS; SOMMER, 2000), dentre
outras aplicagoes.

Deste modo, frente a vasta aplicabilidade da transgénese animal, diversas
técnicas tém sido testadas para serem utilizadas na geracdo de animais
transgénicos. Dentre essas técnicas, uma que se destaca € a transferéncia génica
mediada por espermatozoides (SMGT), pois é uma técnica considerada simples e
de baixo custo (CAMPOS et al., 2011a; EGHBALSAIED et al., 2013).

Embora animais transgénicos ja tenham sido gerados pela SMGT, a
transfeccao (internalizacao) limitada de DNA exdgeno nos espermatozoides e sua
degradacéo posterior por DNases presentes tanto no plasma seminal quanto no
citoplasma continuam a ser os principais fatores subjacentes a baixa eficiéncia
desta técnica (CAMPOS et al., 2011a; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2009). Por isso,
varias abordagens tém sido utilizadas para melhorar a captacdo de DNA exdgeno
(COLLARES et al., 2010; HOELKER et al., 2007), porém a frequéncia da prole
transgénica ainda é baixa.

Ja utilizados na transfeccao de uma grande variedade de células cultivadas
in vitro (YAO et al.,, 2009), nanopolimeros sintéticos altamente ramificados,
conhecidos como dendrimeros catidnicos, trouxeram novas perspectivas para a
producdo de embrides transgénicos através da técnica de SMGT. A presenca de
grupos aminos carregados positivamente na superficie destes dendrimeros
(MARVANIYA et al., 2010), podera facilitar a ligacéo e posterior liberacdo do DNA
exdgeno no interior das células espermaticas.

Deste modo, procurando otimizar a transfeccdo em sémen bovino, se faz
necessaria a realizacdo de ensaios utilizando dendrimeros catibnicos para avaliar
os efeitos da transfeccéo sobre a motilidade e viabilidade espermatica.

2. METODOLOGIA
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2.1 Preparo do sémen e do DNA exdgeno

O sémen bovino foi comprado de trés machos da raca Nelore (CRV Lagoa
Ltda., SP). As amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 35°C
por 30 segundos e centrifugadas duas vezes para confeccdo de um pool para
cada processo de transfeccdo. A concentracdo espermatica foi ajustada para
1x10° células/200ul de meio Opti-MEM (Invitrogen, USA).

O DNA exogeno utilizado neste trabalho foi o plasmideo comercial pEGFP
(GenBank #U55762) na concentracéo de 10ug (CAMPOS et al., 2011b).

2.2 Processo de transfeccéo

Para padronizar um método de transfeccdo com dendrimero catibnico em
sémen bovino, foi utilizado o reagente comercial de transfeccdo PolyFect®
(QIAGEN, USA), onde foram testadas diferentes concentracdes do mesmo.

Duas solucdes foram preparadas: Solucdo A: 10ug de DNA exdgeno; e
Solucéo B: 30, 60 ou 120ug de reagente de transfeccdo PolyFect®. Seguindo as
instrugbes do fabricante, as solugbes A e B foram misturadas e incubadas em
eppendorfs durante 10min a temperatura ambiente, permitindo a formacéo de
complexos DNA exdgeno-dendrimero.

Em outro grupo, utilizou-se o reagente de transfeccdo na maior
concentragdo (120pg) sem a adicdo do DNA exdégeno. Além dos grupos
experimentais citados acima, foi adicionado um grupo controle onde nao foi
realizada a transfeccéo.

Apos, as solucdes contendo os complexos DNA exdgeno-dendrimero e
somente dendrimero, nas diferentes concentracdes, foram adicionadas ao pool de
espermatozoides (1x10°® células) em um volume total de 200pl, seguido por um
periodo de incubacao de 1 hora a 38.5°C.

2.3 Avaliagao da motilidade espermética e viabilidade celular

A motilidade espermatica foi avaliada visualmente em 4 campos com
aproximadamente 100 espermatozoides em cada, sob microscopia de contraste
de fase. Esta variAvel é expressa como a percentagem média de
espermatozoides com movimento linear em cada campo.

JA o ensaio de viabilidade espermatica foi realizado utilizando o Kit
LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit (Invitrogen®, USA) seguindo as instrucdes do
fabricante. O numero de células vermelhas (mortas) e células verdes (vivas) em
um total de 100 espermatozoides por tratamento foi contabilizado em triplicata,
sob um microscépio de fluorescéncia. O resultado dessa avaliacdo foi expresso
como a percentagem média de espermatozoides viaveis.

Ambas as avaliagbes foram realizadas antes e imediatamente apds a
transfeccdo, sendo realizadas em triplicata e contabilizadas de forma
independente por trés pessoas.

2.4 Andlise de dados

A motilidade e a viabilidade espermatica, antes e ap0s 0s processos de
transfeccdo, foram comparadas usando teste t. Foram considerados valores
significantes de P < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da visualizagcdo em microscopio oOptico foi possivel analisar a
motilidade espermatica, antes e depois da transfeccdo, em todos os grupos
(Figura 1A).
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Figura 1 — A) Grafico da motilidade espermatica antes e ap6s o processo de transfecgdo utilizando reagente
de transfec¢ao PolyFect® em diferentes concentracdes. B) Gréafico da viabilidade espermatica antes e apos o
processo de transfeccéo utilizando reagente de transfeccdo PolyFect® em diferentes concentracdes. Os
dados estéo representados em média e desvio padréao.

Apos 1 hora de incubacgdo, ndo foi observada diminuicdo significativa (P
<0,05) da motilidade dos espermatozoides nos grupos experimentais, incluindo os
transfectados somente com DNA exdgeno (plasmideo pEGFP) ou em conjunto
com o reagente de transfeccdo que consiste de dendrimeros catidnicos
(PolyFect®) nas diferentes concentracdes.

Anzar e Buhr (2006) citam que a diminuigdo acentuada da motilidade de
espermatozoides transfectados pode ser devido a ativacdo de DNases, que
causam a clivagem do DNA exdgeno e que esta associada com a posterior morte
celular (apoptose). Nossos resultados se mostraram satisfatorios, uma vez que
em nosso estudo foi utilizado dendrimero catibnico como carreador do DNA
exdgeno para o interior das células espermaticas, 0s quais acabam tamponando o
pH do citoplasma e consequentemente levam a inibicdo da acdo de DNases.

Quanto a viabilidade espermatica, analisada através de microscopia de
fluorescéncia, ndo houve diminuicdo (P<0,05) do nimero de células espermaticas
viaveis (sem danos na membrana celular) apés a transfeccdo em todos os grupos
(Figura 1B). Marvaniya et al. (2010) acreditam que o processo de internalizagao
de dendrimeros catidnicos por células, se da primeiramente por atracdo
eletroestatica seguida por endocitose, sem que ocorra a ruptura ou dano
acentuado a membrana celular.

4. CONCLUSOES

O processo de transfeccdo com dendrimero catibnico ndo altera a
motilidade e a viabilidade espermatica, mesmo quando utilizada a maior
concentracdo de transfectante. Porém, novas avaliacfes sdo necessarias a fim de
quantificar a internalizagdo de DNA exdgeno nas células espermaticas para
comprovar a eficiéncia da técnica.
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