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1 INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos 30 anos, muitos estudos buscaram desenvolver
métodos eficientes para geracdo de animais transgénicos (Wall, 2002). Os mais
comumente utilizados sdo a microinje¢cdo de pronucleos, a transferéncia nuclear de
célula somatica, o uso de vetores virais e, mais recentemente, a transgénese de
células tronco embrionarias.

O uso de sémen para a transgénese tem sido estudado e diversas
abordagens neste sentido vém sendo desenvolvidas, entretanto a eficiéncia das
técnicas de transferéncia génica mediada por espermatozéides (SMGT) ainda
necessita ser incrementada (Kang et al., 2008; Collares et al., 2010). A limitada
captacdo de DNA exdgeno pelo espermatozdide e sua degradagédo por enzimas
seminais (principalmente DNases do plasma seminal), despontam como principais
responsaveis por essa insatisfatoria eficiéncia da técnica (Lanes et al., 2009). Muitas
estratégias tém sido utilizadas a fim de incrementar a captagdo de DNA, como o uso
de eletroporagéo, lipofeccdo e complexos DNA/DMSO, entretanto a geragdo de
progénies transgénicas ainda é baixa (Spadafora et al., 2007; Campos et al., 2011).

Mais recentemente, o uso da nanotecnologia no contexto do SMGT abriu
novas possibilidades para a entrega eficiente de DNA exdgeno em espermatozoides.
Kim et al. (2010) obteve altas taxas de transgenie para embrides suinos produzidos
in vitro a partir da transfeccdo de DNA com nanoparticulas magnéticas. Nosso
grupo demonstrou, com sucesso, a Uutilizacdo de nanoplimero como agente
transfectante de DNA exdgeno para espermatozéides bovinos, introduzindo o
conceito de NanoSMGT (Campos et al., 2011).

Compartimentos funcionais de escalas nanométricas tém sido utilizados com
sucesso para entrega de farmacos e acidos nucléicos em células e tecidos animais.
Neste sentido, o nanotubo de haloisita (HCN's) é particularmente interessante, pois
€ um nanomaterial natural, com depdsitos em diversos paises, inclusive no Brasil
(Levis et al., 2002). HCN's sao biocompativeis e espontaneamente incorporado por
células (Vergaro et al., 2010). Essas caracteristicas fazem desse material um
potencial agente transfectante para uso em SMGT bovino.

O objetivo deste trabalho foi comparar a taxa de captagdo de DNA exdégeno
por espermatozdides bovinos submetidos a quatro tratamentos de transfeccao
diferentes: DNA livre no meio, lipofeccdo, transfecgdo por nanopolimero e
transfecgao por HCN.

2 METODOLOGIA

Origem do esperma
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Sémen de trés touros da raga Nelore foram adquiridos da CRV Lagoa Ltda.
(S&o Paulo, Brasil).

Procedimentos de transfec¢cdo no sémen

Uma palheta de cada touro foi descongelada para confec¢gao do pool. Para
todos os procedimentos de transfeccdo, o plasmideo pEGFP-N1 (Clontech
Laboratories Inc., USA) foi utilizado na quantidade de 10ug em uma taxa 1:1
(linear:circular), sendo este o melhor arranjo para absor¢cdo do DNA pelos
espermatozdides bovinos (Campos et al., 2011). A linearizagdo do DNA foi realizada
pela enzima de restricdo Notl e o plasmideo foi purificado com GFX PCR DNA e Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare®, Buckinghamshire, UK). Todas as transfecgdes
foram realizadas com o mesmo pool de espermatozéides (1x10°). Quatro
tratamentos foram testados para transfecgdo do DNA nos espermatozoides: 1) DNA
livie puro, 2) lipofeccdo usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen®, USA), 3)
transfecgdo usando nanopolimero (NanoFect Transfection Reagent, Qiagen,
Canada) e 4) transfeccédo por associagao a nanotubos de haloisita (HCNs; Sigma-
Aldrich, USA).

Analises de motilidade e viabilidade espemmatica

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

Quantificagdo da internalizagédo do DNA exégeno por PCR em tempo real

Foram utilizadas reacdes de PCR em tempo real para a quantificacido do vetor
pEGFP utilizando como template o DNA extraido dos espermatozoéides. Reagdes
foram conduzidas no sistema Stratagene® Mx3005P™ Real-Time PCR System
(Agilent Technologies®, UK) usando o kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix
UDG (Invitrogen®, Carlsbad, USA) e os primers para o vetor pEGFP (for 5’
CACGTCATTTTCCTCCTGCAT 3’, rev5 GCATAGCGGCTCGTAGAGGTA 3’). Para
a quantificacdo, uma curva padrédo foi gerada usando diluigdes seriadas do
plasmideo (102 to 107 cépias). Todas as reag¢des foram realizadas em duplicata.

Analise dos dados

Os dados de motilidade e a viabilidade espermatica foram comparados
usando teste de t. Os dados de quantificagdo do DNA exdgeno foram comparados
através de ANOVA seguido por teste de Tukey. O nivel de significancia foi
considerado em p<0.05. Todos os dados sao expressos como média + erro padrao
da média (EPM).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram encontradas diferengcas nos niveis de motilidade e viabilidade
espermatica antes e depois dos tratamentos, demonstrando que os procedimentos
de transfeccdo ndo afetam esses parametros (Fig. 1a). Por outro lado, o numero de
plasmideos internalizados pelas células espermaticas foi superior pela utilizacdo de
HCN’s em comparagdo a lipofecgdo ou uso de DNA livre. Nanofect foi o
transfectante mais efetivo (P=0.05) (Fig. 1b).
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Figura 1. Em (A): Motilidade espermatica antes e depois do procedimento de transfecgdo. Em (B):
Quantificagcdo de DNA exdgeno dos espermatozdides bovinos por real-time PCR.

Nossos estudos anteriores demonstraram a eficiéncia do nanopolimero
cationico para transfeccdo de DNA em espermatozoides bovinos (Campo et al.,
2011). O presente estudo corroborou com esse resultado; a absorgcdo de DNA
exogeno pelo espermatozoide foi incrementada pela utilizacdo de HCN’s ou
nanopolimeros em comparagao a lipofecgdo ou incubacdo com DNA livre. Outros
estudos ja haviam relatado a capacidade transfectante de lipossomas (Bachiller et
al,, 1991), entretanto, aparentemente, este € o primeiro estudo que utiliza HCN'’s
para essa finalidade. Kim et al (2010) j& haviam demonstrado a produgdo com
sucesso de embrides suinos usando nanoparticulas magnéticas para a introdugao
de DNA exdgeno, porém o estudo deles ndo incluiu a comparagao desse método de
transfecgdo com outros.

A transfeccdo por lipofecgdo transporta o plasmideo via endocitose e o
trafego até o nucleo se da pela via endossomal ou lisossomal, as quais provocam
muitas perdas de transgene por nucleases. De mesma forma, utilizando DNA livre
obtemos grandes perdas em funcdo do elevado numero de DNases presentes no
sémen (Lanes et al., 2009; Collares et al., 2010;). Kim et al (2010) demonstraram
que, quando usados lipossomos, a DNase | reduz a taxa de DNA exdgeno ligante a
espermatozodides, entretanto o uso de nanoparticulas magnéticas essa reducgao foi
significantemente menor.

Varios nanopolimeros catiénicos desempenham com consideravel eficiéncia a
transfecgdo in vivo e in vitro (Yoa et al., 2009). Geralmente, esses agentes
apresentam muitas aminas primarias que formam poliplexos com DNA negativos,
facilitando a entrada e liberagdo do DNA exdgeno no citosol (Fischer et al., 1999).
Além disso, estudos anteriores demonstraram que nanotubos apresentam a
capacidade de proteger a molécula de DNA (inclusive proteinas ligadas a ela) de
clivagens enzimaticas, durante e depois da entrega para as células (Wu et al., 2008).

4. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que a utiizagdo de HCN’s ou nanaparticulas
Nanofect incrementa a entrega de DNA exdgeno em espermatozoides bovinos
quando comparado a utilizagao de lipossomos ou DNA livre.
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