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1.INTRODUCAO

A transferéncia génica mediada por espermatozdides (SMGT) tem sido
aplicada para a producdo de animais transgénicos em varias espécies que usam
0 espermatozoide para reproducdo (SPADAFORA, 2007). Esta técnica pode se
tornar a maneira mais eficiente e barata para a geracdo de animais transgénicos,
0 que aumentard significativamente sua aplicacdo para pesquisa biomédica e
para producdo comercial, entretanto, sua eficiéncia ainda precisa ser melhorada
(KANG et al., 2008).

Em particular, uma das principais causas da baixa eficiéncia da técnica esta
relacionada a baixa captacdo de DNA exdgeno pelo espermatozdide e a sua
subsequente degradacédo pelas enzimas DNases destas células (CAMPOS et al.,
2011a). Com o objetivo de incrementar a eficiéncia desta técnica de geracdo de
animais transgénicos, diferentes processos de transfeccdo ja foram testados
como eletroporacédo, incubacéo e lipofeccao (SHEMESH et al., 2000; HOELKER
etal., 2007), entretanto, as taxas de embrifes transgénicos ainda sao baixas.

Recentemente, nds demonstramos que a utilizacdo de nanopolimero
catibnico incrementa a transfecdo de DNA exdégeno para espermatozoides
bovinos (CAMPOS et al.,, 2011c) em uma técnica que denominamos de
NanoSMGT.

Outras nanoestruturas também apresentam potencial para a transfeccdo em
espermatozdides. Tem sido sugerido que os nanotubos de haloisita (HCNSs)
podem ser utilizados para a transfeccdo de DNA em células eucariéticas. HCNs
sdo um nanomaterial formado naturalmente com depésitos em Varios paises
como os EUA e no Brasil. Os nanotubos de haloisita sdo biocompativeis e
espontaneamente incorporados pelas células.

Baseado em nossos resultados anteriores, demonstrando que NanoSMGT
pode ser uma técnica eficaz para a introducdo de DNA exdgeno em
espermatozdides de bovinos (CAMPOS et al. 2011c), o nosso objetivo no
presente estudo foi de avaliar a transmissédo do transgene de embrides bovinos
através NanoSMGT, usando HCNs como agente de transfeccao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Desenho experimental

Amostras de sémen foram transfectadas utilizando quatro diferentes
métodos: incubacdo com DNA puro, lipofec¢do, transfeccdo utilizando
nanopolimero catiénico (Nanofect) e transfecgdo usando nanotubos de haloisita
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(CAMPOS et al., 2011b). Como controle, amostras de sémen nao transfectadas
foram utilizadas na fertilizacédo in vitro (FIV). O sémen tratado e ndo tratado foi
utilizado para fertilizagédo in vitro de o6citos bovinos. As taxas de clivagem e de
blastocisto foram avaliadas para determinar se os transfectantes afetaram o
desenvolvimento embrionario. A analise de PCR foi conduzida para detectar se o
transgene foi transmitido para os embrides. Embrides no estagio de quatro células
foram usados para a quantificacdo do nimero de plasmideos transmitidos para os
embrides por realtime PCR e a expressdo do transgene foi avaliada por
microscopia de fluorescéncia. Todos os procedimentos experimentais foram
repetidos pelo menos trés vezes.

2.2. Fertilizagao in vitro

Os ovarios foram obtidos a partir de um abatedouro local. Complexos
Cumulus-odcitos (CCOs) foram aspirados de foliculos. Todos os ovocitos com
citoplasma homogéneo e com pelo menos trés camadas de células do cumulus
intactas foram selecionadas para maturagao in vitro (MIV). Grupo de COCs
(méximo 20) foram maturados em gotas de 90 pL do mesmo meio, sob dleo
mineral a 38.5 °C, 5% CO:z no ar, com umidade maxima por 22-24 h. COCs foram
lavadas trés vezes em meio de fertilizacdo TALP com 25 mM HEPES, em
seguida, os o0d6citos foram transferidos em grupos de até 25 para cada gota
de FIV. As amostras de sémen transfectas e ndo transfectadas foram utilizadas
para a FIV. Zigotos rodeados por algumas camadas de células granulosas foram
entdo transferidos para placas com gotas de 100 yL de meio e cultivadas por 7
dias no meio de cultura SOF a uma temperatura de 38.5 °C em uma atmosfera de
5% de CO2 no ar com umidade maxima.

2.3. Avaliagéo dos embrides

Durante o cultivo, os embrides foram avaliados diariamente para o estagio
morfolégico de desenvolvimento até o dia 7 de cultivo (D7). Foram considerados
clivados embrides com 2-8 células, mérulas com 8-16 células e blastocistos. Além
disso, os embrides foram avaliados quanto a presenca do vetor pEGFP-N1
andlise de PCR, quantificacdo dos plasmideos transmitidos por gPCR e
expressao do transgene por microscopia de fluorescéncia.

2.4. Avaliagéo do transgene

Os embrides foram lavados em PBS e em seguida transferidos para
digestdo da zona pelacida em pronase. Em seguida, os embrides foram lavados
em PBS e em seguida estocados em nitrogénio liquido até o uso. Para aumentar
a eficiéncia da PCR os embrides serdo digeridos com proteinase K. O produto da
digestéo foi usado como template para duas reacdes de PCR, uma com primers
especificos para o vetor pEGFP-N1 (CAMPOS et al., 2011c) outra especifica para
a regido satélite 1.715 do genoma bovino. (NEDAMBALE et al., 2004). A
quantificacdo dos plasmideos transmitidos para embribes de quatro células por
PCR em tempo real foi realizada como descrito previamente (HOELKER et al.,
2007; CAMPOS et al.,, 2011b). Todos os embrides clivados foram avaliados
guanto a expressao do transgene por microscopia de fluorescéncia.
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2.5. Analise dos dados.

As taxas de embrides clivados, blastocistos, PCR positivos foram
comparadas usando teste chi-quadrado. O numero de plasmideos transmitidos
para os embrides de 4 células foi comparado através de ANOVA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de formacéo de blastocisto foi semelhante entre os tratamentos, além
disso, houve um aumento na taxa de clivagem quando os HCNs foram utilizados
(Tabela 1). Taxas de PCR positivo para o transgene foram de 8.1, 10.2, 45.6 e
40.7% de DNA puro, lipossomos, Nanofect e HCNs respectivamente. A propor¢ao
de embrides carregando o transgene foi maior (P < 0.05) nos fertilizados com o
sémen transfectado com Nanofect ou NCHs em comparagdo com os fertilizados
com o sémen transfectado com DNA exdgeno puro ou lipossomos (Tabela 1).

Concomitante com estes resultados houve um aumento (P < 0.05) no
namero de plasmideos transmitidos para odcitos quando foram fertilizados com
sémen transfectado com Nanofect ou HCNs, em comparacéo a grupos fertilizados
com o sémen transfectado com DNA exdgeno puro ou lipossomos. Nenhuma
copia do plasmideo foi detectada nos embrides controles derivados a partir de
fertilizacdo com sémen ndo-transfectados. Nenhum dos embrides expressou a
EGFP.

Em nosso estudo anterior, o sémen bovino foi transfectado de forma
eficiente utilizando nanopolimero catibnico (CAMPOS et al. 2011c). O presente
estudo corrobora com este resultado, ja que nanocompdésitos melhoram a
transmisséo do transgene para embrides de bovinos, sem efeitos adversos sobre
no desenvolvimento in vitro de embrides.

Tabela 1. Desenvolvimento in vitro de embrides de odcitos bovinos fecundados in \itro com o
esperma submetidas a procedimentos de transfeccao varios

Sistema de transfeccéo de espermatozoides Odcitos Clivadas *Blastocistos (%) TPCR positivo
(%) (%)
Controle 59 36 (61)° 11 (18.6) 0?
DNA exdégeno puro 60 37 (61)* 12 (20) 3(8.1)°
Limpofectamine 2000 59 39 (66)* 13 (22) 4(10.2)°
NanoFect 73 57 (78)2 22 (30.1) 26 (45.6)°
Nanotubos de argila haloisita 64 54 (84)° 15 (23.4) 22 (40.7°

* Taxas de clivagem e formacé&o de blastocisto sdo expressos como uma porcentagem do namero inicial de ovécitos.
T Taxas de positividade do PCR sdo expressas como uma porcentagem do nimero de embrides clivados.

a-c Dentro de uma coluna, as taxas sem sobrescrito comum diferiram (P < 0.05).
4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que tanto os nanotubos de haloisita quanto o
nanopolimero catiénico incrementam a transmissdo do transgene para embriées
bovinos sem nenhum efeito deletério ao desenvolvimento embrionario
demonstrando que a NanoSMGT pode incrementar a producdao de embrifes
bovinos transgénicos.
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