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1. INTRODUCAO

A transferéncia génica mediada por espermatozoéides (SMGT) tem
sido aplicada para a producéo de animais transgénicos em varias espécies que
usam o espermatozoide para reproducéo (Spadafora, 2007). Esta técnica pode
se tornar a maneira mais eficiente e barata para a geragdo de animais
transgénicos, o que aumentara significativamente sua aplicacdo para pesquisa
biomédica e para produgdo comercial, entretanto, sua eficiéncia ainda precisa
ser melhorada (Kang et al., 2008).

Diversos estudos tém reportado estratégias para melhorar a
incorporacdo do DNA exégeno pelas células esperméaticas como a
eletroporacgéao, lipofeccdo, bem como complexos DMSO/DNA (Collares et al.,
2010). Embora, a geracao de progénies transgénicas ainda é baixa. Entretanto,
como recentemente demonstrado por Kim et al. (2009), o uso de
nanoparticulas magnéticas para a introducdo de DNA exdgeno nos
espermatozoides podera incrementar a producao de embrides transgénicos.

A SMGT tem sido amplamente usada para a producdo de embrides
bovinos transgénicos (Shemesh et al., 2000; Hoelker et al., 2007). No entanto,
dependendo da aplicacdo destes animais a selecdo do sexo do embrido torna-
se necessaria. O sémen sexado bovino tem sido comercializado e usado com
sucesso para a producdo de embrides com sexo desejado evitando o0s
problemas causados pela biopsia embrionéria (Seidel, Jr., 2003). Atualmente,
diversas companhias vém oferecendo sémen bovino sexado em diversos
paises a custos relativamente baixos. Recentemente, (De Cecco et al., 2010)
demostraram a possibilidade o uso do sémen sexado associado a SMGT para
a producdo de embrides suinos transgénicos.

No presente estudo € demonstrado, pela primeira vez, a capacidade
de incorporacdo de DNA exdgeno por espermatozoides bovinos sexados
comercialmente disponiveis usando nanopolimero como transfectante, um
método denominado como NanoSMGT.

2. METODOLOGIA
2.1. Origem dos espermatozéides
O sémen comercial sexado macho e fémea e o ndo sexado foram

obtidos de trés touros da raca nelore (CRV Lagoa, Sao Paulo, Brasil).

2.2. Nanotransfec¢do dos espermatozoéides
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Amostras de sémen de cada macho foram descongeladas para
confecgcdo do pool. O vetor pEGFP-N1 (Clontech Laboratories Inc., USA) foi
associado com ao nanotransfectante NanoFect Transfection Reagent
(Quiagen®, USA) de acordo com as introducdes do fabricante e em seguida
incubados com espermatozoéides (1 x 10° células) por 60 minutos a 38.5 °C e
5% (v/v) CO?. Apds a incubacdo os espermatozéides foram lavados 3 vezes
em PBS e logo apés tratados com 20 U de DNase | (Invitrogen®, USA) para
remover o0 DNA néo internalizado pelas células. Apés o tratamento com DNase
as ceélulas foram lavadas novamente em PBS e submetidas a extracdo de DNA
usando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen®, USA).

2.3. Motilidade e Viabilidade Espermética

A motilidade foi avaliada em microscopia éptica de contraste de fases e
a viabilidade foi availiada usando o kit LIVE/DEAD® Sperm Viability
(Invitrogen®, USA) seguindo as instrucdes do fabricante.

2.4. Quantificacédo da internalizacdo do DNA exdgeno por PCR em tempo real

Foram utilizadas reacoes de PCR em tempo real para a quantificagéo do
vetor pEGFP utilizando como template o DNA extraido dos espermatozdides.
ReacBes foram conduzidas no sistema Stratagene® Mx3005P™ Real-Time
PCR System (Agilent Technologies®, UK) usando o kit Platinum® SYBR® Green
gqPCR SuperMix UDG (Invitrogen®, Carlsbad, USA) e os primers para o vetor
pPEGFP (for 5 CACGTCATTTTCCTCCTGCAT 3, rev 5
GCATAGCGGCTCGTAGAGGTA 3'). Para a quantificacdo, uma curva padréo
foi gerada usando diluices seriadas do plasmideo (10° to 10’ cépias). Todas
as reacdes foram realizadas em duplicata.

2.5. Desenho experimental

Este experimento objetivou investigar a habilidade na incorporagao do
DNA exdgeno por espermatozoides bovinos sexados apos a trasfec¢cado usando
nanopolimeros. O sémen sexado e ndo sexado foram incubados com trés
diferentes proporcdes de DNA exdgeno: a) linear:circular; b) apenas linear (L),
c) linear e circular (1:1, L:C) e d) apenas circular numa concentragao total de 10
ug. O vetor linear foi digerido com a enzima Notl. A motilidade e a viabilidade
espermatica foram avaliadas antes e depois da incubacdo seguido pela
quantificacdo do DNA exégeno incorporado pelas células. Este experimento foi
repetido trés vezes usando pools separados de sémen congelado.

2.6. Analise dos dados

Os dados de motilidade e a viabilidade espermatica foram comparados
usando teste de t. Os dados de quantificacdo do DNA exdgeno foram
comparados através de ANOVA seguido por teste de Tukey. O nivel de
significancia foi considerado em p<0.05. Todos 0s dados sd0 expressos como
média * erro padrdo da média (EPM).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Os espermatozoides bovinos sexados foram capazes de internalizar o

DNA exbégeno. Também, foi observado que tanto o sémen macho quanto o
fémea incorporaram menos DNA que o0s espermatozdides ndo sexados.
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Entretanto, no sémen fémea tratado com DNA circular (C) e no macho tratado
com DNA linear e circular (L:C) foram observados niveis similares de
incorporacao do vetor (Figura 1a). A motilidade e a viabilidade esperméatica nao
foram afetadas pelo DNA exogeno (Figura 1b, 1c).
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Figura 1. Nanotransfeccdo em sémen sexado. a) Quantificacdo da internalizacdo do DNA
exdgeno atravées do PCR quantitativo usando diferentes taxas de DNA linear:circular.
Diferentes letras indicam diferengas significativas. b) Motilidade espermatica antes e apds a
incubacdo com DNA. c¢) Viabilidade espermatica antes e ap0s a incubagcdo com DNA. O
asterisco indica diferenca significativa. Dados sédo expressos como media + EPM (n = 3).

Estes resultados corroboram com o uso de nanoparticulas magnéticas
para promover a introducdo de DNA exdgeno em espermatozoides suinos e
seu subsequente uso para geracédo de embrides transgénicos (Kim et a., 2009)
e com os dados obtidos por De Cecco et al. (2010) que utilizaram sémen
sexado para a geragao de embrides bovinos transgénicos.

Interessantemente, foi observado que em alguns casos, a captacédo de
DNA exdgeno pelos espermatozoides é menor do que naqueles ndo sexados.
No entanto, este fato provavelmente néo interferird na producdo de embrides
bovinos transgénicos com sexo selecionado através da NanoSMGT, uma vez
que, estudos anteriores demonstraram a producdo de embribes transgénicos
com espermatozoéides que capturaram pequenas quantidades de DNA exdgeno
(Lavitrano et al., 2006).

Este protocolo de nanotransfeccdo n&o altera a motilidade e a
viabilidade espermatica dos espermatozoides tratados, demonstrando que o
potencial para fertilizacdo ndo é afetado pelo DNA exbégeno e pelo
nanotransfectante.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho € demonstrado pela primeira vez o uso de um
nanopolimero para a introducdo de DNA exdgeno em espermatozéides bovinos
sexados sem a perda da motilidade e da viabilidade espermatica demonstrando
que a NanoSMGT pode ser usada para a producdo de embrides bovinos
transgénicos com sexo selecionado.
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