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George Bernard Shaw disse certa vez que “a ciéncia
nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros
dez”, porém, temos que concordar com Isaac Asimov que,
“se 0 conhecimento pode criar problemas, nao é através
da ignorancia que podemos soluciona-los”.

Albert Einstein, além de toda sua fisica, também nos
ensinou que “toda a nossa ciéncia, comparada com a
realidade, é primitiva e infantil. No entanto, é a coisa mais
preciosa que temos”.

Na construcéo do conhecimento cientifico, nada parece
fazer mais sentido do que o dito por Benjamin Disraeli: “o
gue prevemos raramente ocorre; 0 que menos esperamos
geralmente acontece” e que é complementado por Arthur
Schopenhauer que diz que “a tarefa ndo é tanto ver aquilo
gue ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda
pensou sobre aquilo que todo mundo vé.”

RESUMO

SILVA, ZIGOMAR DA. Transfeccdo de espermatozoides suinos por polifeccéo e
eletroporacdo. 2017. 95p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area:
Producdo Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de
Posgraduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2017.

Suinos transgénicos sdo criados para varias finalidades, podendo ser usados como
biorreatores ou como modelos para estudos de doengas humanas e na pecuéria. Estes
podem ser obtidos por varias metodologias, porém, devido a sua simplicidade e baixo
custo, a transgenia mediada por espermatozoide apresenta-se como uma metodologia
bastante promissora. Visando aumentar a eficiéncia desta técnica, em outras espécies



sdo usados métodos quimicos, como a polifeccéo utilizando a polietilenoimina (PEI) e
fisicos, como a eletroporacdo, que possibilitam aos espermatozoides captarem
maiores quantidades de DNA exdgeno (eDNA), mas nenhum destes esta padronizado
para suinos. O objetivo deste estudo foi otimizar protocolos para o uso da
eletroporagéo e d a polifeccdo utilizando a polietilenoimina na transfeccdo de
espermatozoides suinos e definir qual destes métodos é o0 mais eficiente. Para isso,
utilizou-se doses inseminantes de 10 machos suinos de linhagens comerciais, que
foram divididas em amostras de 2x10%spz/mL. Para a padronizacdo da eletroporacéo
estas amostras foram testadas duas voltagens (500 ou 1000 volts) em um pulso Unico
ou duplo, com duas duracdes de pulso (250 ou 500us). Ja para a padronizacao da PEI
foram testadas quatro diferentes concentracdes (0,5, 1, 2 ou 4) mg/mL de PEI,
marcada com a sonda FITC, incubando-se durante 10 minutos, 2 e 4 horas. Os dois
melhores protocolos para cada um dos métodos foram analisados por citometria de
fluxo quanto a viabilidade celular, empregando-se as sondas FITC, PI, laranja de
acridina e JC1, as quais, avaliam, respectivamente, a integridade de membrana, de
acrossoma, de cromatina e potencial mitocondrial. O protocolo, de cada método, que
apresentou melhor viabilidade celular foi utilizado na transfecgcdo com o plasmideo
pmhyGENIE-5, sendo que para a eletroporacéo elegeu-se 500 volts,

500 us e 2 pulsos e para a PEI o melhor protocolo foi 0,5mg/mL, com incubacédo de 10
minutos. Apos, uma aliquota das amostras foi utilizada para avaliacdo da viabilidade
celular, por citometria de fluxo e outra aliquota foi destinada a hibridizacdo in situ
fluorescente, para a deteccao do plasmideo nos espermatozoides. A FISH foi realizada
utilizando duas sondas, ambas com 200 bases cada. Como teste, utilizouse uma sonda
para o gene EGPF do plasmideo, marcada com o fluoréforo Cyanine 5, e como
controle da reacdo, uma sonda para o gene cromossémico suino SRY, esta marcada
com Cyanine 3. A avaliacdo das laminas da FISH foi realizada em microscopio de
fluorescéncia (Axio Observer Al, Carl Zeiss), pela contagem de 100 espermatozoides
por lamina e a observacdo do numero de marcacdes para cada uma das sondas. O
método de incubacgdo, que foi utilizado como controle demonstrou uma taxa de
transfeccdo de 17,80%+1,07. A eletroporacdo teve 36,70%z=2,78 de eficiéncia,
enquanto a taxa de transfeccao da PEI foi de 76,8%+3,09, demonstrando que estes
métodos foram mais eficientes que a incubacao. A eletroporacao, apesar da maior taxa
de transfeccao, este método causou grande taxa de leséo de acrossoma. A polifeccéo,
da mesma forma, teve alta taxa de lesdo de acrossoma, bem como de membrana
citoplasmatica. Devido a isso, € recomendavel que os espermatozoides transfectados
por estes métodos sejam utilizados em biotécnicas de fertilizacdo, como a injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoide.

Palavras-chave: transgénico, espermatozoide, suino, eletroporacgéo, polietilenoimina.






ABSTRACT

SILVA, ZIGOMAR DA. Transfection of porcine sperm by polyfection and
electroporation. 2017. 95p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area:
Producdo Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de
Posgraduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2017

Production of transgenic swine have been for various purposes as well as bioreactors
or as models for studies of human diseases and livestock. Your achievement can be
by several methodologies, however, due to their simplicity and low cost,
spermatozoidmediated transgenic (SMGT) is a promising methodology. In order to
increase the efficiency of this technique, in other species chemical methods such as
polyfection by polyethyleneimine (PEI) and physical, such as electroporation, are used
that allow spermatozoa to capture larger amounts of exogenous DNA (eDNA), but none
of these are standardized for swine. The objective of this study was to optimize
protocols for the use of electroporation and polyfection by polyethyleneimine in the
transfection of swine spermatozoa and to define which of these methods is the most
efficient. Dilution of inseminating doses of 10 boars of commercial strains were in BTS
to obtain samples with 200uL and 2x106spzt / mL, which composed the experimental
groups. For standardization of electroporation, these samples were tested two voltages
(500 or 1000 volts) on a single or double pulse, with two pulse durations (250 or 500us).
For the PEI standardization, four different concentrations (0.5, 1, 2 or 4) mg / mL
PEllabeled FITC were incubated for 10 minutes, 2 and 4 hours. Cell viability of two best
protocols for each of the methods was by flow cytometry, using the FITC, PI, acridine
orange and JC1 probes, which respectively evaluate membrane integrity, acrosome, of
chromatin and mitochondrial potential. The protocol, of each method, that presented
better cellular viability was used in the transfection with the plasmid pmhyGENIE-5.
Then for the electroporation, the best protocol was 500 volts, 500us and 2 pulses while
the best protocol of polifection was 0.5 mg/mL, with incubation of 10 minutes.
Afterwards, cell viability of an aliquot of the samples was by flow cytometry and the
detection of the plasmid in spermatozoa was by fluorescence in situ hybridization in
another aliquot of the samples. FISH was using two probes, both with 200 bases each.
A probe for the EGPF gene of the plasmid labeled with the fluorophore Cyanine 5 was
the test probe, and a Cyanine 3 labeled-probe for the SRY swine chromosomal gene
was the control probe. The evaluation of the FISH sheets was by fluorescence
microscope (Axio Observer Al, Carl Zeiss), by counting 100 sperm per slide and
observing the number of markings for each of the probes. The incubation method,
which was the control, demonstrated a transfection rate of 17.80% + 1.07.
Electroporation had an efficiency of 36.70 £ 2.78, whereas the polifection transfection
rate was 76.8% = 3.09, demonstrating that these methods were more efficient than
incubation. Electroporation, despite the higher rate of transfection, this method caused
a great rate of acrosome lesion. Polifection, similarly, had high rate of acrosome lesion
as well as cytoplasmic membrane. Because of this, recommendable it is that
spermatozoa transfected by these methods be used in in vitro fertilization
biotechniques, such as ICSI.

Keywords: transgenic, spermatozoa, swine, electroporation, polyethyleneimine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Linha do tempo da histéria da transgenia em animais

Figura 02 - Mecanismos moleculares da SMGT...........cccccevvvvinnnnnn



Figura 03 - Leitura e analise do branco na citometria de fluxo...........ccccceviiiieininnnenn 43

Figura 04 - Citometria de fluxo para avaliacdo da incorporacéo de
o PRSP 44

Figura 05 — Citometria de fluxo na avaliagdo da incorporacao de lodeto de
e (0] o] [0 [T RSP TOTPPPPT 46

Figura 06 — Citometria de fluxo para analise do potencial de membrana

a1 o ToTo] oo | 1= O PPPPPPPPPPRPTPPR 50
Figura 07 - Representacdo esquematica do delineamento do experimento 1........... 52
Figura 08 - Representacdo esquematica do delineamento do experimento 2........... 53
Figura 09 - Representacao esquematica do delineamento do experimento 3........... 54
Figura 10 - Representacao esquematica do delineamento do experimento 4........... 55
Figura 11 — Representacdo esquematica do delineamento do experimento 5.......... 56
Figura 12 — Incorporagéo de PEI por espermatozoides SUiNOS...........cccvveeeeeeninnneenn. 63

Figura 13 — Avaliagdo da viabilidade espermatica de espermatozoides suinos tratados
(070] 1 0 T = = PP UPPPPPTRPPPPPPPPIN 65

Figura 14 — Formula para o célculo da recuperacdo da membrana plasmética de

espermatozoides submetidos a eletroporagao.............oovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 68
Figura 15 - Interacdo entre o meio e a temperatura na recuperagéo espermatica pos-

2=y 0] o o] r=Tox- Lo TSP PPPPPPRR 68

Figura 16 - Interacdo entre o0 meio e eletroporacdo na recuperacao espermatica pos-

(<1 [] (o] o o] = Tox- Lo RO P PP UPPPPUPPTTRPPN 70

Figura 17 — Incorporacéo de lodeto de Propidio conforme o parametro de



eletropOoraGao ULIHZAO. ..........ovviiiiiieiie e 71

Figura 18 - Avaliacdo da viabilidade de espermatozoides suinos submetidos a
(21 [=] (0] 0o > ox= T 1RSSR 72

Figura 19 — Avaliacao da viabilidade de espermatozoides suinos submetidos a

diferentes Meétodos de tranSFECCAOD. ... ..uvvvuiiiiiiie e 74

Figura 20 — Transfeccao de espermatozoides suinos por diferentes

MEIOAOIOGIAS. ... eeeeieeeeee ettt e e e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e ee e e eeeaaaaeaaeas 78

Figura 21 — Espermatozoides suinos, marcacao controle com Cy3 para o gene SRY

Figura 22 — Espermatozoides suinos, marcacdao com Cy5 (setas) para o gene eGFP

do plasmideo pmhyGENIE-5 Na FISH........cccooooiiiiiiis e 80
LISTA DE ABREVIATURAS

Cl Cloro;
cm Centimetro; Dr.
Doutor;

EP Eletroporagdo; FL Filtrog Grama;
h Hora;

H* Hidrogénio iono6foro; kb Quilobase; kDa

Quilodalton; Log Logaritmo;

Ltda. Limitada,

M Molar;

mg Miligrama;

mg/mL Miligrama por mililitro; mg/uL

Miligrama por microlitro;

mM  Milimolar; ms  Milisegundo; Na
Sadio; ng  Nanograma; n°® Numero;



pb Pares de bases; PEI
Polietilenoimina; pH

Potencial Hidrogenionico;

PLF Polifecc¢éo;
S Segundo;
Sptz Espermatozoide; yg microgramas;

Mo/uL microgramas por microlitro;
ML Microlitros; uM micromolar; us

microssegundos;

°C Graus Celsius; LISTA DE SIGLAS
bPMM baixo Potencial de Membrana Mitocondrial;
CCCP Carbonil-cianeto 3-clorfenilhidarzone (do inglés, Carbonyl cyanide

3-chlorophenylhydrazone);

CD4 Cluster de Diferenciacéo 4;

cDNA DNA Complementar (do inglés complementary DNA);

CHO células ovarianas de hamister chinés);

COoSs (células originadas de CV1 que suportam SV40)

Cy3 Cianina 3 (do inglés Cyanine 3);

Cy5 Cianina 5 (do inglés Cyanine 5);

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DNA Acido Desoxirribonucleico (do inglés Desoxirribonucleic Acid);

DTT Ditiotreitol;

eDNA DNA exdgeno (do inglés DNA);

eGFP Proteina fluorescente verde (do inglés Green Fluorescent
Protein);

ES Células Tronco embrionéria (do inglés Embrionic Stem Cell);

fDNA fragmentacao de DNA,;

FISH Hibridizac&o in situ Fluorescente (do inglés Fluorescent in situ
Hybridization);

FITC-PSA Isotiocianato de Fluorosceina conjugada a Aglutinina de Psum
sativum (do inglés Agglutinin from Pisum sativum FITC
conjugate);

GFP Proteina fluorescente verde (do inglés Green Fluorescent



HCI
hDAF

HEK
HIV
hMCP

ICSI

IF-1
IMC
JC-1
Kv

LA
LMC
MHCII

Mil
MNP
mTBM
OA
PBS
Pl
PID1
PMI

PMM

RCF

RIMP

ROS

SCNT

Protein);

Acido Cloridrico;

fator acelerador da decomposi¢cdo humano (do inglés
human decay-accelerating fator);

Células renais embrionarias

Virus da Imunodeficiéncia Humana;

proteina cofator de membrana humano (do inglés

human membrane cofactor protein);
Injec&o intracitoplasmatica de espermatozoide (do inglés
Intracitoplamatic Sperm Injection);

Fator Inibitorio 1 (do inglés Inhibitory Factor-1);
Integridade de Membrana Citoplasmatica,
5,5',6,6"-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide;
Quilovolts;

Les&o acrossomal;

Lesdo de Membrana citoplasmatica;

Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe Il
(do inglés Major histocompatibility Complexo of Class Il);
Metafase II;

nanoparticulas magnéticas (do inglés, magnetics nanoparticles);
modified Tyrodes Buffered Medium;

Laranja de Acridina (do inglés Acridine Orange);

Tampao fosfato-salino ou phosphate buffered saline;
lodeto de Propidio (do inglés Propidium lodide);
(Phosphotyrosine Interaction Domain Containing 1);
Microinjecdo Pronuclear (do inglés pronuclear
micro-injection);

Potencial de membrana mitocondrial;

Forca Centrifuga Relativa;

Recuperacéo da Integridader de Membrana

Plasmatica;

Espécies reativas de oxigénio (do inglés, Reactive Oxigen
Species);

Transferéncia nuclear de células somaticas (do inglés Somatic
cell nuclear transfer);



SMGT Transferéncia Genica Mediada por espermatozoides (do inglés
sperm mediated gene transfer);

SRY Gene da regido do Y para a determinagéao sexual (do inglés,
sexdetermining region Y);

SSC Solucéo de Citrato de Sdédio;
TMGT Transferéncia Genica mediada pelos testiculos (do inglés
Testis mediated gene transfer);
SUMARIO
1 INTRODUGAO. ..ot 23
2 JUSTIFICATIVA E FORMULACAO DO PROBLEMA.........c.ccoeuvnee.. 25
S HIPOTESES. ..ottt e 26
4 OBJIETIVOS. ... ettt a e et e e s 27
4.1 OBIETIVO GERAL....ccci e e e e e 27
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......coeieieeeeeceeeeee et 27
5 REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 28
5.1 HISTORICO E FINALIDADE DOS ANIMAIS
TRANSGENICOS. ..ottt 28
5.2 METODOLOGIAS PARA A PRODUCAO DE SUINOS
TRANSGENICOS. ..ottt 30
5.3 A TRANSGENIA MEDIADA POR ESPERMATOZOIDE...........cccc....... 33
5.3.1 Mecanismos moleculares da SMGT...........ccccciiiiiiiiiiiiiiiieee e 34
5.3.2 Fatores que afetam a SMGT .......cooiiiiiiiiiiiiic e 36
5.3.3 Métodos para aumentar a eficiénciada SMGT........ccccoeeeeiiieiiennnnnnnn, 37
5.3.3.1 (S =] 0] o o] = Tox= Lo TR PSP 38
5.3.3.2 PONTECGAD. ...ttt 39
6 MATERIAIS E METODOS........ooiiiieececteeeeeee et 41
6.1 ANIMAIS E PROTOCOLO DE BIOETICA......ccoeeveveeeeeeeeeeeee e 41
6.2 AVALIA(;@ES SEMINAIS. ... 41
6.2.1 1Yo X 1T =T = 41
6.2.2 CONCENTIAGAD ... .eeieeii ittt e e e e e e eeeeae s 41
6.2.3 Citometria de flUXO........ooveeiiiee e 42
6.2.3.1 Avaliagao da incorporagao da PEl............coooviiiiiiiiiiiiic e 44

6.2.3.2 Avaliacéo da incorporacao de lodeto de Propidio por espermatozoides
submetidos a eletroporagao.............occciviiiiiiiiiii e 45



6.2.3.3 Sondas para avaliagdo da viabilidade espermatica.............cccccoeeuvneenen. 46

6.2.3.3.1 Integridade de ACIOSSOMA........cccceeeeeieiiiieeieeiiitee e e e e e e s 46
6.2.3.3.2 Integridade de Membrana Citoplasmatica...........cccccoeuvvieeeiiiiiiiiieneeenns 47
6.2.3.3.3 Integridade de Cromatinga..........ccoeuiiiiiieeeeeeieeeeeeeeeeer e e e a7
6.2.3.3.4 Potencial de membrana mitocondrial..................ooee.... TP 48
6.3 ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO PARA POLIFECCAO DE
ESPERMATOZOIDES SUINOS UTILIZANDO PEl........cccccviveeeeennnne. 51
6.3.1 Experimento 1. Determinacdo da concentracdo e tempo de
incubacao da PEI utilizando PEI/FITC.........ccccovvrriiiiiciccie e 51
6.3.2 Experimento 2. Efeito da Polietilenoimina na

viabilidade espermética de espermatozoides
SUINOS..uiiiiiiieiieiiieeee e 52

6.4 OTIMIZACAO DO PROTOCOLO DE TRANSFECCAO DE
ESPERMATOZOIDES SUINOS UTILIZANDO ELETROPORAQAO...BS

6.4.1 Experimento 3. Otimizacdo do meio e da temperatura para a recuperacao
espermatica pos eletroporagao.........ccccceeeeviiieeeenenns 53

6.4.2 Experimento 4. Determinacao da voltagem, numero de pulsos e tempo
para eletroporacdo de espermatozoide suinos.................... 55

6.4.3 Experimento 5. Efeito da eletroporacao na viabilidade espermética de
espermatozoides SUIMNOS........cocccciiiiiiiieeeeiee e e e e e 56

6.5 TRANSFECCAO DE ESPERMATOZOIDES SUINOS UTILIZANDO-SE

POLIFECCAO E ELETROPORAGAO.........coo it 57
6.5.1 Obtencé&o do vetor plasmideal PiggyBac pmhyGENIE-5.................. 57
6.5.1.1 Transformagao BacCteriana.............uuuveieiiiiiiiiieaaeeieiiieiiee e 57
6.5.1.2 Sequenciamento dOS INSEIMOS...........coovvvviiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e e e e eeeeeaaanns 57
6.5.1.3 Andlise das sequéncias obtidas............ccccccvcii e 58
6.5.2 Experimento 6. Efeito da transfec¢é&o por polifecgao, eletroporacao

e incubacédo na viabilidade de espermatozoides suinos................ 58
6.5.2.1 Método da POlIfECGAOD. ... .uuuriiiiiiiiiieeee e 58
6.5.2.2 Método da EletrOpOraGa0.........c.uuuuviiiiiiiiiiieeeeee e e e e e e e ee e 59

6.5.2.3 Método da Incubagao (CONLrole).........ccuuuumiiiiiiiiiiiiieeeee e 59



6.5.3 Experimento 7. Comparacéo das técnicas da

polifeccéo, eletroporacéo e incubacédo natransfeccéo de espermatozoides

oYU 11 Lo 1 60 6.6
ANALISE ESTATISTICA.....oo oo, 62
7 RESULTADOS E DISCUSSAO.........cocoiiiieeeeee e 63
7.1 EXPERIMENTO 1. DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO E TEMPO
DE INCUBACAO DA PEI UTILIZANDO PEI/FIC.................... 63
7.2 EXPERIMENTO 2. EFEITO DA POLIETILENOIMINA NA VIABILIDADE
ESPERMATICA DE ESPERMATOZOIDES SUINOS..........cccoveeveeaee. 65

7.3 EXPERIMENTO 3. OTIMIZACAO DO MEIO E DA TEMPERATURA
PARA A RECUPERACAO ESPERMATICA POS
ELETROPORAGAO. .......coiiietieeeeeeee et 67
7.4 EXPERIMENTO 4. DETERMINACAO DA VOLTAGEM, TEMPO E NUMERO DE
PULSOS PARA ELETROPORACAO DE

ESPERMATOZOIDE SUINOS........ccooiiiieeeeceeeeeeee e 70
7.5 EXPERIMENTO 5. EFEITO DA ELETROPORACAO NA VIABILIDADE

ESPERMATICA DE ESPERMATOZOIDES SUINOS..........ccccecueueaeee.. 71
7.6 EXPERIMENTO 6. EFEITO DA TRANSFECCAO USANDO

POLIFECCAO E ELETROPORACAO NA  VIABILIDADE
DE

ESPERMATOZOIDES SUINOS.......c.cveeieeeeeeeeeeeeeeeee e 74
7.7 EXPERIMENTO 7. COMPARACAO DAS TECNICAS POLIFECCAO,

ELETROPORACAO E INCUBACAO NA
TRANSFECCAO DE

ESPERMATOZOIDES SUINOS.......coioiiieeeeeeeeeeeeeeee e, 78
8 CONCLUSAOD.......oiiieeee ettt 81
9 PERSPECTIVAS FUTURAS. ..ottt 82
REFERENCIAS........ciiiitiiiiiieeeeeeaee e e eeire e e s e sa s e e s s eesssesnans 83
ANEXOS.......cciieuiiiiietieieeeei e e e iieeesaeseersaa s e eraaa s e eraan s essnsaessannans 93






22

1. INTRODUCAO

Ha aproximadamente 50 anos, esforcos sdo conduzidos para a producdo de
animais transgénicos, haja vista os trabalhos de Jaenisch e Mintz (1974). O desejo dos
cientistas de produzirem este tipo de animais da-se pelas suas potencias aplicagdes.
Dentre estas, as que mais se destacam sdo 0 uso destes com interesses biomédicos,
tais como biorreatores, ou seja, para a producdo de proteinas de finalidade
farmacoldgica, além de seu uso como modelos para estudos de doencas humanas de
causa hereditaria e ainda, como doadores de tecidos e potencialmente érgéos, para o
xenotransplante (WHITELAW et al., 1999). A transgenia pode, também ser utilizada
para o estudo do funcionamento genético e ainda, uma ferramenta de grande valia

para o melhoramento genético de animais pecuarios (PINKERT, 2000).

Quando se pensa em produzir animais transgénicos, duas coisas Sao
importantes de se levar em consideracdo. Primeiro, qual a espécie animal a ser
empregada, que deve ser apropriada a finalidade deste transgénico e que,
consequentemente, leva ao segundo ponto, que é a escolha da metodologia a ser
utilizada para gerar estes animais. Em se tratando de melhoramento genético ou
estudo da funcéo génica, qualquer espécie pode ser empregada. No entanto, quando
se trata de animais transgénicos para a pesquisa biomédica, fatores como a
semelhanca anatémica e fisioldgica entre humanos e a espécie utilizada, devem ser
levados em consideracdo. Neste sentido, suinos sdo animais largamente utilizados,
pois possuem, na fisiologia e na anatomia de alguns 6rgaos, muita semelhanca com
humanos.

Para a geracdo de suinos transgénicos, varias sao as metodologias que estao
disponiveis e podem ser utilizadas, entretanto, a transferéncia génica mediada por
espermatozoide (SMGT, do inglés: sperm mediated gene transfer) tem despontado

como uma das técnicas mais promissoras, por sua simplicidade e baixo custo.

A SMGT foi inicialmente relatada em 1971 por Bracket e colaboradores, que
demonstraram pela primeira vez que espermatozoides de mamiferos conseguiam
incorporar em seu genoma DNA heterologo, ou seja, no caso, DNA de particulas virais
com as quais os espermatozoides tinham sido previamente incubados. Porém, desta
experiéncia ndo foram gerados animais e a técnica nao foi percebida como possivel

método de transgenia.
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Os primeiros animais transgénicos foram ratos, obtidos por Jaenisch e Mintz, em
1974, pela injecdo de DNA do virus Simio 40 (SV40) em blastocistos. A producéo de
animais, transgénicos so obteve repetibilidade a partir de 1980, quando Gordon et al.,
desenvolveu a técnica de microinjecdo pronuclear (PMI, do inglés: Pronuclear
Microinjection). Esta metodologia € eficiente para geragéo, principalmente, de ratos
transgénicos, mas de dificil execugdo em outros animais, como 0s suinos, embora 0s
primeiros suinos transgénicos tenham sidos gerados pela PMI, por Hammer et al.,
(1985).

A SMGT foi redescoberta em 1989, quando dois artigos relatando o uso desta
metodologia foram publicados. Arezzo et al., (1989) obteve ourigos-do-mar, enquanto
Lavitrano et al., 1989, conseguiu ratos transgénicos, utilizando espermatozoides como
vetor para carrear eDNA (DNA exdgeno) para o oocito. O primeiro trabalho utilizando
a SMGT em suinos foi o realizado por Horan, et al., (1991). Depois disso, diversos
trabalhos tém demonstrado sua utilizacao para este fim, tais como, Lavitrano, et al.,
(1999), Cabot et al., (2001), Bacci, et al., (2009), Zaniboni, et al., (2016) e muitos outros.

7

A SMGT é uma técnica simples e promissora, porém, sua eficacia e
repetitividade sdo controversas. Para que se torne mais eficiente é necesséaria a
compreensao dos mecanismos moleculares dos espermatozoides para a captacao e
internalizacdo de eDNA e de sua integralizacdo ao genoma espermatico. Ainda, ha a
possibilidade da combinacdo da SMGT com outros métodos, para melhorar sua
eficacia.

Métodos fisicos, sendo o principal a eletroporacéo, e quimicos, como transfeccéo
de espermatozoide por DNA conjugado a lipideos (lipofeccdo) ou polimeros
(polifeccé@o), ou ainda, a permeabilizacdo da membrana espermatica vem sendo
utilizados com variados graus sucesso em outras espécies. Todavia, em suinos, uma
espécie particularmente importante na transgenia, estes métodos tém sido pouco

estudados.

Este estudo tem por objetivo otimizar e padronizar a eletroporagéo e a polifecgéo
com a polietilenoimina (PEI), aléem de compara-las, afim de definir qual dessas duas

técnicas é a mais eficientes para a transfeccao de espermatozoides suinos.
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2. JUSTIFICATIVA E FORMULACAO DO PROBLEMA

O uso da transgenia, técnica que permite a transferéncia de genes de uma
espécie para outra, pode possibilitar melhoras na producdo de suinos, como ja ocorre
em outras espécies. Exemplo disso é o salméo transgénico, desenvolvido pela
AquaBounty Technology, o qual atinge o tamanho comercial em 50% do tempo
necessario e foi o primeiro animal transgénico aprovado para consumo humano nos
EUA. A transgenia também pode ser utilizada para tornar os suinos mais ecolégicos,
como por exemplo, a reducéo do teor de fosforo excretado nos animais produzidos por
Golovan et al., (2001). Também, podem ser criados suinos resistentes as suas proprias
doencas, como ja ocorreu em bovinos, quando Wall et al. (2005) desenvolveram vacas
resistentes a mastite.

Os suinos sdo animais anatbmica e fisiologicamente muito parecidos com o0s
humanos, o que os tornam também O6timos modelos para a pesquisa biomédica.
ModificacBes direcionadas no seu genoma possibilitam que estes animais produzam
tecidos ou 6rgdos para xenotransplante em humanos, proteinas de interesse médico e
ainda sejam modelos animais para estudo de doencas humanas (WHITELAW et al.,
1999).

A SMGT é uma técnica simples e barata para a geracado de suinos transgénicos,
entretanto, ainda € pouco eficiente. Existem varios métodos de transfec¢éo tais como
a eletroporacdo e a polifeccdo, com o0 uso polietiienoimina, disponiveis para
espermatozoides de outras espécies ou outros tipos celulares, 0s quais se mostram
baratos e possibilitam altas taxas de transfeccao. Estes métodos, porém, ainda néo

sdo empregados na transfeccdo de espermatozoides suinos com 0 mesmo sucesso.

Para que a transfeccdo de espermatozoides suinos possa ser empregada na
geracao de suinos transgénicos, é necessaria a padronizacdo e comparacao entre as
metodologias disponiveis. Isso levara a otimizagédo dos protocolos e permitira a escolha
de um método que seja seguro, eficaz e com alta reprodutibilidade.
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3. HIPOTESE

A utilizacdo dos métodos eletroporacao e polietilenoimina facilitam a internalizacdo do
eDNA em espermatozoides suinos, aumentado a eficiéncia da SMGT.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Estabelecer protocolos para a eletroporacao e uso da polifec¢cdo com polietilenoimina
para a transfeccéo de espermatozoides suinos. Comparar a eficacia destes métodos,
a fim de determinar qual destes é mais eficiente para a transfeccdo de

espermatozoides suinos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar diferentes protocolos de eletroporacéo (voltagens e duracdo e numero de
pulsos), para obtencdo de um protocolo mais eficiente para a eletroporacdo de
espermatozoides suinos.

Comparar a eficiéncia e a citotoxicidade de diferentes concentracbes de PEI, para
obtencdo de um protocolo eficiente para a polifeccdo de espermatozoides suinos.

Determinar qual dos métodos de transfecc¢ao, eletroporacao ou polifeccdo com PEI, é
mais eficiente para a transfec¢éo de espermatozoides suinos.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. HISTORICO E FINALIDADE DOS ANIMAIS TRANSGENICOS

Em 1971, Bracket e seus colaboradores estudando as formas de transmissdo do Simio

Virus 40 (SV40), perceberam que, quando particulas virais ficavam incubadas com
espermatozoides de coelhos, o virus conseguia adentrar as células e ter seu DNA
integrado a cromatina espermatica. Porém, esta experiéncia ndo foi percebida como
metodologia para a producdo de animais transgénico, pois ndo era o almejado por
estes pesquisadores.

Trés anos mais tarde, em 1974, Jaenisch e Mintz também estudando o SV40, agora
na producédo de tumores, injetaram particulas virais em blastocistos de camundongos.
Nos animais nascidos foi detectado DNA viral em varios 6rgaos. Estes pesquisadores
perceberam a possibilidade de estudar como um gene de uma espécie se comportaria

como quando integrando o genoma de outra espécie.

O termo transgénico, no entanto, foi cunhado por Gordon e Ruddle (1981), 10 anos
apos o primeiro experimento de transgenia, para designar ratos que tiveram adicdo de
DNA de outra espécie em seu genoma, por meio de técnicas laboratoriais. Estas
técnicas somadas sdo chamadas, genericamente, de técnicas de transferéncia génica
ou de transgenia.

A transferéncia génica ou transgenia € uma biotécnica que permite a insercdo de um
ou mais genes (transgenes) de uma espécie no genoma de outra espécie,
possibilitando assim que a ultima ganhe func¢des biolégicas exclusivas da primeira.
Esta pode ser aplicada a qualquer organismo, como bactérias, plantas e também
animais.

Os animais transgénicos possuem diversas aplicacdes e usos, e sao principalmente
produzidos com interesses biomédicos (WHITELAW et al., 1999). Inicialmente, estes
animais eram utilizados para o estudo da fungé@o génica, ou seja, para estudar como
determinados genes funcionam. Depois, percebeu-se que, como alguns genes sao
responsaveis por causar ou predispor a algumas doencas, poderiam ser desenvolvidos

animais modelos para estudos de doencas humanas. Estes animais recebiam genes
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humanos e desenvolviam as doencas de forma idéntica ou muito semelhante ao que
acontece em humanos.

Outra possibilidade seria a insercdo de genes que codificam proteinas de interesse
farmacoldgico, assim estes animais transgénicos se transformariam em verdadeiras
maquinas de producdo de biofarmacos, os chamados animais biorreatores
(WHITELAW et al., 1999). As proteinas produzidas podem ser secretadas, por
exemplo, no leite, o qual depois de colhido pode ser processado para a extracao
desses biofarmacos e seu uso. Como exemplo de biorreator, PARK et al. (2006)
conseguiu suinos transgénicos, 0s quais secretavam Eritropoietina Recombinante
Humana em seu leite.

Outra utilidade biomédica de animais transgénicos é o xenotransplante, ou seja, 0 Uso
de tecidos e possivelmente de 6rgdos de animais no transplante para humanos. A
tecnologia do xenotransplante teve seu inicio na primeira metade da dcada de 1960,
porém seu insucesso deu-se devido a falta de compatibilidade imunoldgica entre o
animal e o humano (LAZZERESCHI et al., 2000). Com a descoberta da via imunolégica
da rejeicdo em transplantes, esta via passou a ser alterada em animais através da

insercdo de genes humanos especificos, 0 que torna estes animais mais aptos para

“doacéo” de 6rgaos para o transplante (LAVITRANO et al., 1997).

Animais com estas caracteristicas foram produzidos por Zhou et al. (2005), os quais
expressavam CD59, em combinacdo com a proteina cofator de membrana humano
(hMCP, do inglés human membrane cofactor protein) e o fator acelerador da
decomposicdo humano (hDAF, do inglés human decay-accelerating fator). O hDAF
também foi expresso em suinos transgénicos produzidos por Lavitrano et al. (1999),
Capello et al. (2000), Lazzereschi et al. (2000) e Vargiolu et al. (2010).

Em pecuéria, a transgenia pode ser grande aliada a sele¢do genética classica, pois
consegue alterar uma caracteristica genética especifica de forma dirigida (PINKERT,
2000). Através desta biotécnica, podem-se transferir genes responsaveis por
caracteristicas de interesse econOmico para animais geneticamente superiores,
possibilitando melhoras na producdo zootécnica, entretanto, o alto custo desta
tecnologia tem limitado a sua aplicagéo (WALL, 1996).

A transgenia, na zootecnia, tem produzido animais com caracteristicas produtivas

Gnicas. Exemplo disso € o salméo transgénico, desenvolvido pela AguaBounty

Technology, o qual atinge o tamanho comercial em 50% do tempo necessario e foi o
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primeiro animal transgénico aprovado para consumo humano nos EUA. Esta
biotecnologia também pode ser utilizada para tornar os suinos mais ecologicos, como
por exemplo, reduzindo o teor de fosforo excretado nos animais produzidos por
Golovan et al. (2001). Também, podem ser criados animais resistentes as suas
proprias doencgas, como é o caso de suino resistentes a febre aftosa, obtidos por Wu
et al. (2015). Suinos com carne contendo maior marmoreio de gordura também ja
foram obtidos por transgenia, portando o gene do dominio de interacdo contendo
fosfotirosina 1 (PID1) (FANG et al., 2017).

A seguir, a Figura 1 apresenta um resumo cronologico da evolucdo da transgenia
aplicada a animais:

Figura 1 — Linha do tempo da histdria da transgenia em animais

1971 EEL GG 1° introducao de DNA em celular (transfeccao de espermatozoides)

1974 |[QREEWEE- RV [laiv4 1° animal transgénico

1980 [Ell I R=1E1N Padronizagao da PMI

(AN Gordon & Ruddle Cunhagem do termo “transgénico”

(ELEERL Hammeret al. 1° suino transgénico, por PMI

1989 |[EAC+LICENEVIEGLGES M Publicagdo de trabalhos relatando SMGT em Ourigos do Mar/Camundongos

1991 (@ENELE TR 1° SMGT em suinos

2000 (@@= e 1° animal transgénico brasileiro (camundongo Christian)

2007 |[@EEIEEEE] 1° animal de produgao transgénico produzido no Brasil (cabra)

PR  Aquabond Technology 1° animal transgénico liberado para consumo humano

Elaborado pelo autor, 2017.

5.2. METODOLOGIAS PARA A PRODUCAO DE SUINOS TRANSGENICOS

Existem muitas formas de transferir genes de uma espécie ou organismo para outro e

gue envolvem diversos passos. Poréem, uma etapa crucial para uma transferéncia de
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genes bem sucedida é a insercdo do eDNA em uma célula somatica ou gameta, para,
a partir dai, gerar o animal transgénico. A introducédo de substancias ou moléculas,
como o DNA, em uma célula, através de métodos laboratoriais € denominada
transfecgao.

Algumas metodologias de transfeccdo sdo mais apropriadas para determinadas
espécies, ja outras sdo eficientes em praticamente qualquer espécie. Algumas sao
caras e exigem profissional com alto treinamento, enquanto existem protocolos que
utilizam mecanismos proprios da célula, tornando-os de aplicacdo mais simples. As
principais técnicas disponiveis para a geracdo de suinos transgénicos e suas
respectivas taxas de eficiéncia estdo listadas na tabela 1.

suinos
Metodologia Eficiéncia em suinos Referéncia

Microinje¢ao pronuclear (PMI) 1-4% Niemann e kues, 2000
Transgenia seguida de clonagem SCNT-MGT 2% Wuet al, 2013
Vetores retrovirais 29% Whitelaw et al, 2004
Transformacao genética mediada pelos testiculos (TMGT) 20% CHEN et al, 2005
Transformagéo genética mediada pelos ovarios (OMGT) 8 a 60% SATO et al, 2003
Transfecgao de oocitos 0,0015% Cabot et al, 2001
Transfecgao de células germinativas masculinas (espermatogénias) 19,57% Kimet al, 1997
Transformagao genética mediada por espermatozoide (SMGT) 20 % Lavitrano et al, 2003

Elaborado pelo autor, 2017.
Tabela 1 — Metodologias e suas respectivas taxas de sucesso para a transgenia em

O primeiro suino transgénico foi produzido por Hammer et al., (1985) através da PMI
de DNA. Esta técnica consiste em inserir, de forma mecéanica, material genético
exbégeno, dentro do pronudcleo de zigotos. A PMI foi desenvolvida por Gordon et al.,
(1980), obtendo na ocasido, camundongos geneticamente modificados. Esta foi a
primeira técnica eficiente e com reprodutibilidade suficiente para gerar animais
transgénicos.
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A PMI, quando aplicada a producéo de ratos transgénicos, é eficiente, em torno de
30%, porém, para animais pecuarios, sua eficacia fica em torno de 1-4% (NIEMANN;
KUES, 2000; ABDELHAY, 2002; LAVITRANO et al., 2003).

Particularmente em suinos, a opacidade do odcito torna a visualizacdo do seu
pronucleo dificil, requerendo que sejam centrifugados antes da microinjecao

(HAMMER et al.,1985). Além do mais, esta técnica se mostra onerosa, pois exige
equipamentos avancados e pessoal altamente capacitado (SMITH, 2004). Ainda, a
excessiva manipulagao leva a alta letalidade dos embrides (LAVITRANO et al., 2003).
A transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT, definir o termo em ingles) € outra
técnica para a producao de suinos geneticamente modificados. A SCNT-MGT combina
a técnica de clonagem por transferéncia nuclear com a transgenia, gerando animais
transgénicos clonados. Para isso, inicialmente cultivam-se células, geralmente

fibroblastos fetais, que serdo, entdo, transfectadas e finalmente é seguida a
transferéncia para odcitos enucleados (LI et al., 2009).

A SCNT-MGT possibilita tanto a insercdo quanto a delecdo de genes permitindo a
geracgao, respectivamente, de animais transgénicos e nocautes, de maneira eficiente
(ZHANG; PIEDRAHITA, 2014). Porém, Wu et al. (2013) citam que esta técnica é
ineficiente, pois apenas aproximadamente 2% dos od6citos usados resultam em

animais adultos transgénicos, devido a excessiva manipulacéo.

Vetores retrovirais, ou seja, virus da familia Retroviridae, os quais, devido a
capacidade de integrarem seu genoma ao do hospedeiro, foram escolhidos como
vetores para a transgenia (NALDINI et al., 1996). Os retrovirus podem adentrar a célula
carreando uma sequéncia de RNA e entédo, pela atividade da enzima transcriptase
reversa, produzir uma copia de cDNA (DNA complementar, que teve como fita molde
o RNA) o qual codifica um gene e o integra ao genoma hospedeiro (SCIAMANNA et
al., 2003). Whitelaw et al. (2004), utilizando o virus da anemia infecciosa equina como
vetor, conseguiram obter suinos transgénicos expressando proteina verde
fluorescente melhorada (eGFP, do inglés, enhanced Green Fluorescent Protein), com
29% de sucesso. Ja Zhang et al. (2012) associaram vetores retrovirais com a SMGT
(discutida adiante) para a producdo destes animais.

A transformacgéo genética mediada por células germinativas é outra metodologia muito
utilizada, podendo a transfeccéo ser realizada no gameta, tanto no espermatozoide
guanto no odcito. A transfeccdo também pode ser realizada nas células primordiais

dos gametas, ou seja, nas células dos testiculos ou ovarios, ainda in vivo.
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A transformacéo genética mediada pelos testiculos (TMGT, do inglés Testis Mediated
Gene Transfer) é utilizada para a transformacéo genética in vivo, na qual o eDNA é
aplicado por injecdo nas espermatogonias, com isso, 0 animal gerara espermatozoides
portadores do referido transgene (CHEN et al., 2005). Neste trabalho, utilizando
moluscos gastropodes (Haliotis diversicolor supertexta), foram gerados

espermatozoides portadores do transgene com eficiéncia de aproximadamente 20%.

De forma semelhante, células ovarianas in vivo (oogbnias) podem receber injecées de

plasmideos, com subsequente eletroporacdo, possibilitando a geracdo de odcitos
geneticamente modificados, que consequentemente, quando fertilizados, resultardo
em animais transgénicos (SATO et al., 2003). Neste estudo, obtiveram-se de 8 a 60%
de odcitos de ratos transfectados.

Suinos transgénicos também podem ser gerados a partir da transfeccdo de odcitos.
Cabot et al. (2001) produziram suinos transgénicos expressando proteina verde
fluorescente (GFP- do inglés Green Fluorescent Protein) pela transfeccao de odcitos
maturados utilizando vetores retrovirais com eficiéncia de 0,0015%. A fase Mil
(metéfase Il) do ciclo celular deve ser eleita como momento de transfec¢do, pois o
nucleo desta célula encontra-se sem a membrana, facilitando a integracdo do eDNA
ao genoma hospedeiro (CHAN et al., 1998).

A transfeccdo de células germinativas masculinas também pode ser utilizada para a
obtencdo de suinos transgénicos. Kim et al. (1997) por microinjecdo de tubulos
seminiferos de suinos, na regido contendo células germinativas, conseguiram obter,
em média, 19,57% destes tubulos expressando o gene bacteriano da enzima
Bgalactosidase (LacZ) nestas células. Em ratos, estes autores observaram expressao
deste mesmo gene em 7 a 13% dos tabulos seminiferos e, em média, 10,33% nos

espermatozoides ai gerados.

A transfeccdo de espermatozoides também possibilita a geracdo de suinos
transgénicos. A transgenia mediada por espermatozoide ou SMGT, baseia-se na

capacidade que o espermatozoide possui de captar e internalizar eDNA.

5.3. ATRANSGENIA MEDIADA POR ESPERMATOZOIDE
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A transgenia mediada por espermatozoide, a SMGT foi pela primeira vez relatada por
Brackett et al., (1971). Eles observaram que quando particulas do SV40 eram
incubadas com espermatozoides, o DNA viral era internalizado e se integrava ao
genoma espermatico, sendo carreado ao odcito no momento da fecundacéo. Todavia,
a época, esta descoberta ndo foi percebida como metodologia para a producéo de
animais transgénicos.

Em 1989, dois artigos isolados foram publicados relatando a transformacéo genética
mediada por espermatozoide em ratos (LAVITRANO et al.) e ouricos-do-mar (AREZZO
et al.). No primeiro, Lavitrano et al. (1989) obtiveram ratos transgénicos a partir da
incubacédo de células espermaticas epididimais com plasmideo linearizado, enquanto
no segundo, Arezzo et al. (1989) produziram embrides de trés diferentes espécies de
ouricos-do-mar a partir de odcitos fecundados com espermatozoides transfectados.

A ideia principal na SMGT é que, a0 menos teoricamente, o espermatozoide de
qualquer espécie é capaz de captar espontaneamente moléculas exdégenas de DNA
(LAVITRANO et al., 1997). Este fato se confirma, pois tal método ja foi usado em varias
espécies como mexilhdes (GUERRA et al., 2005), abelhas (ROBINSON et al., 2000),
aves (ROTTMAN et al., 1992), bovinos (GAGNE et al., 1991; RIETH, 2000, ANZAR e
BUHR, 2006), caprinos (PRAMOD et al., 2015), equinos (BALL et al., 2006) e suinos
(ZHANG et al., 2012).

Comparada com outras metodologias, a SMGT é uma boa alternativa para a producéo
de animais transgénicos, principalmente nas espécies as quais a microinjecdo nao e
factivel. Além disso, € uma técnica mais barata, pois ndo ha a necessidade de
equipamentos dispendiosos. Sua eficiéncia é outro ponto favoravel, pois pode
ultrapassar os 80% de sucesso (LAVITRANO et al., 2003).

Uma forma ainda mais eficiente de produzir animais transgénicos € usando a ICSI-
SMGT, que é a combinagcdo da SMGT com a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide  (ICSI, do inglés Intracitoplamatic =~ Sperm  Injection)
(PEREYRABONNET et al., 2008). A ICSI é uma técnica de reproducao assistida, que
consiste em injetar o espermatozoide diretamente dentro do odcito (LOPEZ-
SAUCEDOA, et al., 2012).
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5.3.1. Mecanismos moleculares da SMGT

Para a geracao de animais transgénicos mediada por espermatozoide é essencial que
0 eDNA, inicialmente, se ligue ao espermatozoide, em seguida internalize-se ao nucleo
do espermatozoide e entdo se integre ao genoma espermatico, o que nao é fruto do
total acaso. Esta sequéncia de eventos é, em partes, de natureza imunoldgica (Figura
02).

A ligacdo do eDNA ao espermatozoide ocorre, na maioria dos casos, na cabega, mais
especificamente, na regido subacrossomal, uma area externa ao espermatozoide
muito proxima ao nucleo (FRANCOLINI et al.,, 1993). Lavitrano et al. (1992)
identificaram proteinas com peso molecular de 30-35 kDa, semelhantes a CD4 (CD4,
do inglés, Cluster of Diferentiation 4), denominadas DNA bindings proteins, as quais
estdo presentes na cabeca do espermatozoide e atuam facilitando este processo.
Estas mesmas também foram encontradas por Zani et al. (1995), que também

encontraram outras duas proteinas, com pesos moleculares de 50 kDa e 20 kDa.

O CD4 ¢ uma glicoproteina de cadeia Unica, com 55 kDa, pertencente a superfamilia
das imunoglobulinas e encontrada nos linfocitos T auxiliares (TIZARD, 2014). Esta
molécula foi detectada em espermatozoides humanos, atuando como receptor para
antigenos do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (GOBERT et al., 1990;
GUARDIOLA et al., 1991). Também foi detectada em ratos nocautes por Lavitrano et
al. (1997), atuando na entrada do eDNA no nucleo espermaético (Figura 2C).

Conforme Francolini et al. (1993), entre 15 a 20% do DNA ligado a espermatozoide
epididimal de ratos é internalizado no nucleo. Esta internalizacdo é necessaria para
que possa integrar-se a cromatina espermética. Em caprinos (Capra hircus), tal
proteina também foi relacionada a ligacdo do eDNA com o espermatozoide (WANG et
al., 2011). Estes pesquisadores demonstraram neste trabalho que espermatozoides de
caprinos portadores de um polimorfismo no éxon 6 do gene de CD4 sao mais aptos a
internalizar eDNA do que os ndo-portadores.

Lavitrano et al., (1997), utilizando ratos nocautes, identificaram ainda outra classe de
proteinas, as do Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe Il (MHC-II, do
inglés Major Histocompatibility Complex Class Il), contribuindo na ligacdo do eDNA ao
espermatozoide (Figura 2B). MHC-Il € uma molécula do sistema imune, um
heterodimero composto por duas proteinas transmembrana (a e ), que estédo

presentes nas células apresentadoras de antigenos, se ligando a estes e apdés,
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aderindo aos receptores CD4 dos linfocitos T auxiliares (OTTAVIANI et al., 2008;
TIZARD, 2014).

Estas informacgbes explicitam que MHC-II e CD4 desempenham func¢des essenciais
na transgénese mediada por espermatozoide, sendo melhor compreendidas em ratos,

porém ainda ndo se conhece se possuem alguma participagdo em suinos.

Figura 02 - Mecanismos moleculares da SMGT
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Na presenca de IF1 ligado ao MHC2, o eDNA néao é captado pelo espermatozoide (A). Na auséncia de
IF1 (B), o eDNA é captado, ligando-se ao MHC2 e (C) internalizado, sendo transferido do MHC2 para o

CD4; em D, o eDNA ¢ liberado no nucleo do espermatozoide. Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

5.3.2. Fatores que afetam a SMGT

Para que se tenha sucesso na SMGT em suinos, temos que considerar varios fatores,
0S quais estao presentes tanto nos espermatozoides, quanto na transfec¢do ou ainda
nos plasmideos. Paradmetros qualitativos da avaliacdo de sémen usados
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rotineiramente na reproducao animal convencional, tais como volume, concentracao,
presenca de espermatozoides anormais, motilidade na coleta e alta motilidade
progressiva apos duas horas da coleta, também devem ser aplicados ao sémen usado
na SMGT (LAVITRANO et al., 2003).

Conforme Lavitrano et al. (2003), a capacidade do espermatozoide em captar
moléculas de eDNA esta correlacionada com alta motilidade progressiva apds a
lavagem dos espermatozoides para remocao do fluido seminal. Este procedimento de
lavagem é importante que seja realizado para remover o IF-1, aumentando-se a
capacidade dos espermatozoides captarem moléculas de DNA (LAVITRANO et al.,
2003). Proteinas denominadas Fator Inibitério-1 (IF-1, do inglés Inhibitory Factor-1),
que antagonizam o processo de ligacdo do eDNA com as proteinas ligantes ao DNA,
foram encontradas por Lavitrano et al. (1992) no fluido espermaético.

Quanto a incubacdo com o DNA, o tempo para iniciar apdés a lavagem dos
espermatozoides, ndo deve ser inferior a 30 minutos ou superior a 60 minutos. A
interacdo entre DNA e espermatozoide € otimizada entre 2 e 4 horas, com a
temperatura devendo situar-se entre 17 e 20 °C (LAVITRANO et al., 2003). Neste
mesmo sentido, Zhang et al. (2012), usando Lentivirus como vetor, relataram que apos
4 horas, diminui-se a captacéao de DNA pelos espermatozoides.

Relacionado aos plasmideos, a topologia destes é importante ser considerada.
Plasmideos circulares sdo aproximadamente 8 vezes mais habeis em se ligar ao
espermatozoide do que os lineares (ODDI et al., 2012). A quantidade de plasmideo a
ser incubado com espermatozoides, conforme Lavitrano et al. (2003), ndo deve ser
superior a 400 ng/1 milh&o de espermatozoides. Lavitrano et al. (1992) encontraram
ainda que as moléculas maiores de DNA (~7 kb) sdo preferentemente assimiladas
pelos espermatozoides do que as menores (150-750 bp).

Entretanto, ao contrario do que se poderia supor, 0 sexo cromossdmico nao altera a
capacidade do espermatozoide em se ligar ao eDNA, pois conforme Zaniboni et al.
(2016), quando comparados espermatozoides X e Y, ambos tém a mesma habilidade
neste quesito.

5.3.3. Métodos para aumentar a eficiéncia da SMGT
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Embora os espermatozoides sejam espontaneamente capazes de captar DNA
externos a si, pode-se lancar mao de métodos que otimizam este processo. Tais
métodos podem ser fisicos, como a eletroporacdo (EP), ou quimicos, como a
polifeccao, que auxiliem o eDNA a internalizar o espermatozoide.

5.3.3.1. Eletroporacéo

A  eletroporacdo (EP), também conhecida como eletroinjecdo ou
eletropermeabilizacdo, € um método fisico de transfeccdo celular amplamente
utilizado. Para a EP, as células e o eDNA de interesse sdo colocados em um meio,
onde entdo se aplica uma corrente elétrica, com poténcia e tempo suficientes para que
o eDNA adentre a célula (PRAMOD et al., 2015). Esta corrente elétrica é de alta
voltagem e muito curta duracdo. A EP faz com que poros se abram na membrana
celular, mas, dependendo da voltagem e do tempo de aplicacdo da corrente elétrica,

podem haver danos nas células.

Para garantir este sucesso sdo fundamentais algumas condicbes apropriadas. As
principais sdo o meio utilizado para a eletroporacéo, o qual de ter em sua composicao
elementos que permitam a passagem da corrente elétrica para as células e que, ao
mesmo tempo, mantenha a viabilidade espermatica. Também, a recuperacdo da
integridade da membrana plasmatica ap0s a eletroporacdo é essencial, o que

demanda um meio e uma temperatura apropriados.

Outros fatores que devem ser estabelecidos estdo diretamente ligados a corrente
elétrica, sendo que estes variam de acordo com o tipo de aparelho utilizado. Estes sdo
a intensidades da corrente elétrica, ou seja, a quantidade de volts utilizada, bem como
o tempo de acéo desta corrente sobre as células e ainda, o nimero de pulsos que a

eletricidade incidira sobre as células.

A combinacgdo da EP com a SMGT é factivel, entretanto, quando se trabalha com um
tipo celular especifico, como o espermatozoide, existem ainda outros entraves para o
uso da EP. Uma eletroporacao eficiente ou bem sucedida é aguela em que se aumenta
a taxa de transfecgao e consegue manter o espermatozoide vivo e apto a fecundacéo.
Em espermatozoides, a intensidade da voltagem, bem como a quantidade de eDNA
durante a EP, podem afetar a motilidade espermatica reduzindoa, além de diminuir as

taxas de fertilizacdo, nascimento, transferéncia génica e anormalidades embrionarias
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(TSAI, 2000). Além do mais, a morfologia e a composicao bioquimica variam entre 0s
espermatozoides das diversas espécies animais. Por isso, muitas vezes, nao €

possivel compartilhar entre duas espécies, um mesmo protocolo ja padronizado.

Tsai (2000) utilizou a EP em espermatozoides de Peixe (Misgurnus anguillicaudatus)
e de molusco (Haliotis diversicolor), observando 56% de espermatozoides
transfectados, enquanto que no grupo controle ndo se observou transfeccdo. Este
autor também constatou diminuicdo da motilidade quando utilizada voltagem superior
a 8 kv e auséncia completa de motilidade quando utilizado 10 kv. Varios trabalhos
utilizando EP, com diversos protocolos e taxas de sucesso, foram produzidos com
espermatozoides bovinos (GAGNE; POTHIER; SIRARD, 1991; RIETH; POTHIER;
SIRARD, 2000; SIMOES et al., 2015) e caprinos (PRAMOD et al., 2015), porém ha
escassez de trabalhos que empregam a EP em espermatozoides suino. Apenas Horan
et al. (1992), utilizaram tal metodologia, obtendo de 5-10% de incremento na
transfec¢cdo comparado com o grupo controle. Neste trabalho obteve tal resultado
utilizando uma alta voltagem (n° de volts ndo especificado), aplicada por 2,4 segundo.
Em se tratando de eletroporacdo de espermatozoide, a técnica se encontra mais
desenvolvida em bovinos, sabendo-se muito pouco sobre a mesma em

espermatozoides suinos.

5.3.3.2. Polifeccao

Os polimeros nanoestruturados sdo uma tecnologia moderna e com aplicagdo em
diversos campos da ciéncia biomédica. Existem varios polimeros disponiveis no
mercado, cada um apropriado a uma ou mais finalidades, sendo alguns destes
destinados a transfecgéo celular. A transfeccdo por este método é conhecida como
polifeccdo. A polifeccdo € um método nao viral de transfeccdo de células, que usa
polimeros catidnicos como veiculadores de eDNA (FISCHER, 1999). Estes polimeros
e 0 eDNA se unem formando um complexo denominado poliplexo. Este poliplexo
interage eletricamente com a membrana celular, facilitando a entrada do eDNA na
célula (ILARDUYA; SUN; DUZGUNES, 2010).

A polietilenoimina, ou PEI, € um polimero catiénico que devido a sua carga positiva,
se liga ao DNA, por este possuir carga negativa, formando complexos PEIDNA.
(BIEBER et al., 2002). Esta propriedade € explorada para a entrega de eDNA no

interior das células. Complexos PEI-DNA ligam-se a superficie celular e séao
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internalizadas por endocitose. Dentro das células estes complexos migram para
nacleo, onde o DNA ¢ liberado (GODBEY et al., 1999). Outros pontos favoraveis ao
uso da PEI sdo a pouca citotoxicidade para grande parte das células e principalmente,
o tropismo ao nucleo. A PEI consegue, entéo, ligar-se a e transportar moléculas de
DNA para o interior das células, entregando-as no nucleo celular. Estas séo
propriedades que a tornam de muita valia na transfeccéo celular.

A polietilenoimina é utilizada na transfeccéo de diversos tipos celulares. Dang, et al.
(2011) transfectaram células CHO (células ovarianas de hamister chinés), HEK 293T
(células renais embrionarias) e células COS (células originadas de CV1 que suportam
SV40) de macacos. Hsu e Uludag (2012) lancaram mao desta metodologia para
transfeccdo de fibroblastos prepuciais humanos normais (CRL2522) e células

estromais de osso marrom de humanos e ratos.

Em espermatozoides suinos, nanoparticulas magnéticas revestidas com PEl,
comercialmente disponivel como Polymag-1000® (Chemicell, Alemanha), foi testada
por Fang et al. (2017). Estes autores conseguiram obter suinos transgénicos para o
gene PID1 (Phosphotyrosine Interaction Domain Containing 1), com 29,16% de
eficiéncia. No entanto, a PEI sem associa¢des nunca foi testada em espermatozoides

de nenhuma espécie animal.

Alguns parametros devem ser observados para que a PEI seja utilizada de forma obter
niveis satisfatorios de transfeccéo. Deve-se estabelecer qual a concentracédo de PEI €
a mais adequada, além de qual o tempo de incubacéo necessario para a este polimero

ultrapassar a membrana citoplasmatica do espermatozoide.

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. ANIMAIS E PROTOCOLO DE BIOETICA

Utilizou-se, em cada experimento, doses comerciais de sémen de 10 machos

suinos (Sus scrofa domesticus), em idade reprodutiva (entre 1 e 5 anos), das linhagens



40

comerciais AGPIC 337 (Agroceres Pic), NK 75 (Choice Genetics), LI 7600 SUPREMO
(DB Genética Suina) e MS 115 (Embrapa), oriundas da central de sémen da
Associacdo Catarinense dos Criadores de Suinos (ACCS). Estas foram inicialmente
avaliadas quanto a motilidade e concentracdo espermaticas, diluidas em BTS®
(Beltsville Tawing Solution) para obtencdo de amostras como concentracdo de 2x10°
sptz/mL e preservados entre 16 e 18 °C até a realizacdo dos experimentos.

O presente estudo, por utilizar apenas sémen disponivel comercialmente, ndo
envolvendo o diretamente o uso de animais, foi dispensado de julgamento pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Suinos e Aves (CEUA/CNPSA).

6.2. AVALIACOES SEMINAIS

6.2.1. Motilidade

Para a avaliacdo da motilidade espermatica, retirou-se, de cada dose de sémen, uma
aliquota de aproximadamente 1 mL, que foi colocada em um tubo de ensaio de vidro
e aquecido a 37 °C, em banho seco. Apos alcancar esta temperatura, retirou-se de 5
a 10uL de sémen, que foram colocados em lamina de vidro e cobertas por laminula
também, ambas pré-aquecidas a 37°C. Em seguida, levou-se ao microscépio de
contraste de fase, em aumento de 100x e entdo, subjetivamente, estimou-se a
porcentagem de espermatozoides moveis (FONSECA, 1992).

6.2.2. Concentracao

Para a avaliacdo da concentracdo espermatica, utilizou-se a contagem das células na
camara de Neubauer. Para isso, retirou-se, de cada dose de sémen, uma aliquota de
10pL, que foi diluida na proporgéao de 1:10 em solucao de formol-citrato. Montou-se a
camara de Neubauer e, apés homogeneizacao por pipetagens sucessivas, pipetou-se
10uL e preencheu-se uma das camaras. Levou-se ao microscopio de contraste de fase
em aumento de 200x. Procedeu-se a contagem do numero de espermatozoides em
cinco dos quadrados maiores de cada lado da camara. Calculou-se entdo a
concentragéo de espermatozoides por mL, utilizandose a seguinte formula: média da
contagem das duas camaras x 5 x 10 x 10 x 1000= n° de sptz/mL (FONSECA, 1992).
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6.2.3. Citometria de fluxo

Para as analises por citometria de fluxo, utilizou-se o citbmetro de fluxo BD Accuri™C6

(Becton & Dickison, Santiago, Chile), o qual possui como fonte de excitacdo, feixe de
laser de 488 nm. Este aparelho € equipado com trés filtros de fluorescéncia (FL-1, FL-
2 e FL-3) que captam diferentes comprimentos de luz (533+30, 58540 e 67525 nm,
respectivamente). Além disso, ha outros dois detectores que fornecem informagfes
sobre o tamanho (FSC) e complexidade (SSCA).

Conforme cada célula passa pelo laser, gera-se um sinal luminoso, que € captado
pelos filtros de luz do aparelho, de acordo com o comprimento de onda emitido e entéo,
sdo gerados pelo software BD CSampler Software dois graficos de pontos, nos quais
€ realizada a analise da amostra. No primeiro gréfico, as células sdo agrupadas
conforme seu tamanho e complexidade (figura 3A). JA no segundo, as células séo
separadas conforme a intensidade luminosa detectada pelos filtros de fluorescéncia
(figura 3B).

Inicialmente, em cada uma das avaliacdes realizadas e para cada uma das replicatas,

uma amostra controle (branco), ou seja, que nao foi empregada as sondas, foi lida pelo
citbmetro de fluxo, para se estabelecer os parametros iniciais. No branco, conforme
demonstrado na figura 3C, utilizando o primeiro grafico, é realizada o “gate” da
amostra, ou seja, a selecdo da populacédo que representa os espermatozoides, que
deve ficar em torno de 80% da amostra, desta forma sendo retirados da avaliacao
artefatos como grumos, sujidades e outros tipos celulares que nao os de interesse.

Este gate é aplicado sobre o segundo grafico (figura 3D).

Neste segundo grafico entdo, sdo selecionadas as células ndo marcadas com as
sondas pelo uso de retas paralelas ao eixo X e Y que originaram o quadrante inferior
esquerdo, correspondendo aos espermatozoides sem fluorescéncia. Ja o quadrante
inferior direito (e o superior esquerdo, no caso das sondas JC-1 e laranja de acridina)
corresponde, no branco, aos espermatozoides que emitem autofluorescéncia, que ndo

deve ultrapassar a 0,3% da amostra (figuras 3E e 3F).

Figura 03 - Leitura e analise do branco na citometria de fluxo
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A) primeiro grafico, células agrupadas por tamanho e complexidade, sem gate; B) segundo grafico,
células classificas pelo comprimento de onda emitido, sem gate; C) selecdo do gate da amostra; D)
aplicacéo do gate no segundo grafico; E) delimitacdo dos quadrantes com células com e sem emissao
de fluorescéncia para FL-1; F) delimitacdo dos quadrantes com e sem emisséo de fluorescéncia para
FL-2. Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Ap6és a leitura dos brancos, séo lidas as amostras tratadas com as respectivas sondas.
Cada sonda utilizada, quando excitada pelo laser, emite sinais luminosos de um ou
mais comprimentos de onda especifico, que sao captados pelos seus respectivos filtros
no aparelho. Estes sinais sdo convertidos em graficos de pontos, gerados pelo
software, conforme descrito anteriormente. A analise destes graficos utiliza

metodologias especificas para cada sonda, que serdo descritas posteriormente.

6.2.3.1. Avaliagcao da incorporacao da PEI

Para se conhecer a porcentagem de espermatozoide que conseguiram incorporar a
PEI, ap6s a incubacdo com PEI/FITC, as amostras foram avaliadas através de
citometria de fluxo. Inicialmente, para cada uma das amostras, analisou-se primeiro o
branco, conforme descrito no item 6.2.3 (figuras 4A e 4B).



43

Em seguida, analisou-se as amostras tratadas. O Isotiocianato de fluoresceina (FITC),

utilizada como molécula reporter, quando excitada pelo laser, emite luz fluorescente
com ondas de aproximadamente, 525 nm, a qual € medida por FL-1 (figura 4C). O eixo
Y representa, em Log, a intensidade de fluorescéncia emitida pelos espermatozoides
que incorporaram a PEI/FITC. O eixo X representa, em Log, a intensidade de
luminosidade que indica o tamanho dos espermatozoides.

Estas intensidades foram usadas como origem de retas paralelas ao eixo X e Y, que
originaram o quadrante inferior esquerdo, correspondendo aos espermatozoides que
nao incorporaram a PEI/FITC e o quadrante inferior direito, que corresponde aos
espermatozoides que incorporaram a PEI/FITC. A andlise dos dados da citometria de
fluxo para PI esta representada na figura 4D.

Figura 04 - Citometria de fluxo para avaliacdo da incorpora¢do de PEI/FITC
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A) selecdo da populacéo padrdo da amostra; B) quadrante inferior esquerdo, indicando a populagéo

padrdo da amostra; C) sele¢do da populacdo da amostra transfectada com PEI/FITC; D) quadrante
inferior esquerdo, indicando a percentagem da populacéo néo transfectadas e quadrante inferior direito,
indicando a percentagem da populacao transfectada com PEI/FITC. Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

6.2.3.2. Avaliacdo da incorporacao de lodeto de Propidio por espermatozoides

submetidos a eletroporacgéo

O lodeto de Propidio (PI) é uma substancia que, quando excitada por laser, emite luz
fluorescente com ondas de aproximadamente, 617 nm. A membrana celular, quando

integra, é impermeavel ao PIl, porém, quando lesionada ou por ocasiao da abertura de
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poros na eletroporacdo, moléculas de PI ultrapassam a membrana citoplasmatica,

adentram a célula e se ligam aos acidos nucleicos.

Por estas caracteristicas, o Pl neste estudo, foi utilizado com duas finalidades.
Inicialmente como molécula repérter, permitindo aferir a porcentagem de células em
que a eletroporacéo era suficiente para permeabilizar a membrana. Em uma segunda
ocasiao, utilizou-se o Pl como sonda, a fim de diagnosticar o nimero de células com
membrana citoplasmatica lesionada. Em ambos os casos, a mensuracao da taxa de
incorporacdo de PI, deu-se por citometria de fluxo, utilizando o mesmo método de
analise.

Para a avalicdo da incorporacdo de Pl pelos espermatozoides submetidos a
eletroporagéo, inicialmente, para cada uma das amostras, analisou-se o branco,
conforme descrito no item 6.2.3. Apds, foram lidas as amostras tratadas, de acordo
com o grupo experimental, conforme descritos nos respectivos experimentos 3 (item
6.4.1) e 4 (item 6.4.2). A fluorescéncia do PI é captada pelo FL-2.

Apés a leitura de cada amostra, é gerado pelo software BD Csampler Software um
gréafico de pontos. O eixo Y representa, em Log, a intensidade de fluorescéncia emitida
pelos espermatozoides com alteragéo da permeabilidade de membrana seletiva ao PlI.
O eixo X representa, em Log, a intensidade de luminosidade que indica o tamanho dos
espermatozoides. Estas intensidades foram usadas como origem de retas paralelas ao
eixo X e Y, que originaram o quadrante inferior esquerdo, correspondendo aos
espermatozoides que ndo incorporaram Pl e o quadrante inferior direito, que
corresponde aos espermatozoides que incorporaram PI, conforme representado na
figura 05.

Figura 05 — Citometria de fluxo na avaliacdo da incorporacéo de lodeto de Propidio
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a) selecdo da populacdo espermatica padrdo da amostra; b) quadrante inferior esquerdo, indicando a

populagdo padrdo da amostra; c) selecdo da populagdo espermatica da amostra corada com PI; d)
quadrante inferior esquerdo, indicando a percentagem da populagdo com membrana integra e quadrante
inferior direito, indicando a percentagem da populacdo com membrana integra. Fonte: Elaborado pelo

autor, 2017.

6.2.3.3.

6.2.3.3.1.

Integridade de Acrossoma

Sondas para avaliacdo da viabilidade espermética

Para a analise da integridade acrossomal (lA), utilizou a sonda FITC-PSA (Lectin from

Pisum sativum (pea) FITC conjugate!, Sigma). O acrossoma é impermeavel ao FITC-

PSA, assim sendo, apenas espermatozoides com acrossoma lesionado ser&o corados

com esta sonda. Inicialmente, para cada uma das replicatas, leu-se uma amostra

branco, conforme descrito no item 6.2.3. ApGs isso, foram analisadas as amostras

tratadas. Para isso, ap0s cada tratamento experimental retirou-se uma aliquota de 50

uL de cada amostra e incubou-se com FITC-PSA (1,25 pg/mL), por 10 minutos, a 37°C.

Em seguida, adicionou-se 50 uL de BTS, a 37 °C, levou-se as amostras avaliadas por

citometria. A analise dos dados foi realizada conforme descrito no item 6.2.3.1. O

resultado da andlise da integridade acrossomal é expresso na porcentagem de

espermatozoides com lesédo acrossomal (LA).

6.2.3.3.2.

1 N° de catalogo L0770
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Para a analise da integridade da membrana citoplasmatica (IMC), utilizou-se a sonda
Pl (Propidium lodide?, Sigma). O Pl é uma substancia impermeéavel a membrana
citoplasmatica intacta, portanto apenas espermatozoides com membrana
citoplasmatica lesionada serdo corados. Inicialmente, para cada uma das replicatas,
leu-se uma amostra branco, conforme descrito no item 6.2.3. Apés isso, foram
analisadas as amostras tratadas. Para tanto, apds cada tratamento experimental
retirou-se uma aliquota de 50 pL de cada amostra e incubou-se com Pl (10 pg/mL),
por 10 minutos, a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 50 uL de BTS, a 37 °C, sendo as
amostras avaliadas por citometria. A analise dos dados foi realizada conforme descrito
no item 6.2.3.1. O resultado da analise da integridade membrana citoplasmatica &
expresso na porcentagem de espermatozoides com lesdo membrana citoplasmatica
(LMC).

6.2.3.3.3. Integridade de Cromatina

Para a analise da integridade da cromatina (IC), utilizou-se a sonda laranja de acridina

(AO, Acridine Orange?, Sigma). A sonda AO é permeavel a membrana citoplasmatica
e se intercala aos acidos nucleicos de dupla hélice e quando excitadas emitem
fluorescéncias com comprimento de onda de 530 nm (fluorescéncia verde), a qual é
medida pelo filtro 1 (FL-1) do aparelho. J&, em &cidos nucleicos de fita simples o AO
se liga eletrostaticamente ao grupo fosfato e quando excitado emite fluorescéncia com
comprimento de onda de 640 nm (fluorescéncia vermelha), a qual é medida pelo filtro
2 (FL-2) do aparelho.

Por estas caracteristicas, a utilizacdo desta sonda permite detectar, separadamente,
em uma amostra, a quantidade de acidos nucleicos com fita simples ou dupla. Devido
a auséncia ou baixa quantidade de RNAs em espermatozoides, pode-se considerar
gue a quantidade de fluorescéncia vermelha detectada corresponde apenas a DNA de
fita simples, ou seja, moléculas de DNA n&o integro. Inicialmente, para cada uma das
replicatas, leu-se uma amostra branco, conforme descrito no item 3.2.3. Ap0s isso,
foram analisadas as amostras tratadas. Para tanto, apds cada tratamento

experimental, retirou-se uma aliquota de 125 pL de cada amostra, a qual foi

2 N° de catalogo P4170
3 N° de catalogo A6014
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centrifugada a 1100 RFC, por 4 minutos, retirado o sobrenadante, adicionado 80 uL de
detergente acido, incubado por 30 segundos, adicionado 125 pL de AO e incubado por

3 minutos. Em seguida as amostras foram avaliadas por citometria. .

Apés a leitura de cada amostra, € gerado pelo software BD Csampler Software um
gréfico de pontos. O eixo Y representa, em Log, a intensidade de fluorescéncia emitida
pelos espermatozoides com DNA nédo integro, marcados com AO e emitindo
fluorescéncia vermelha (640 nm), medida pelo FL-2. O eixo X representa, também em
Log, a intensidade de fluorescéncia emitida pelos espermatozoides com DNA integro,
marcados com AO e emitindo fluorescéncia verde (530 nm), medida por FL-1. A
interpretacdo dos dados seguiu o descrito por Wakefield et al. (2010). O resultado da
andlise da integridade membrana citoplasmatica € expresso na porcentagem de
espermatozoides com DNA fragmentado (fDNA).

6.2.3.3.4. Potencial de membrana mitocondrial

Para a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (PMM), utilizou-se a sonda
JC-1 (JC-14, Sigma-Aldrich). O PMM refere-se ao potencial elétrico das membranas,
que é alto quando grandes quantidades de ions cloro (Cl) e sddio (Na) estdo
disponiveis externamente a membrana. Ou seja, quando estes ions estéo disponiveis
e em quantidade suficiente, a membrana esta polarizada ou seja, 0 potencial de
membrana estéa alto. Por outro lado, quando estes ions estdo em baixa quantidade, a
membrana esta despolarizada, ou seja, ha um baixo potencial de membrana. Este
potencial de membrana em mitocéndrias, implica na quantidade de energia que esta
organela gerara, sendo que quanto maior o potencial de membrana maior a
capacidade de geracao de energia para a manutencéo da atividade celular. A sonda
JC-1 é permeavel a membrana citoplasmatica e se liga a membrana mitocondrial.
Quando ligado as membranas mitocondriais com alto potencial, formamse J-
agregados, emitindo fluorescéncia vermelha (596 nm) que é detectada em FL-2 do
aparelho. Ja, quando membranas possuem baixo potencial, ligam monémeros de JC-
1 e pode ser observada fluorescéncia de coloragéo verde, com comprimento de luz de

520 nm, que é captada pelo FL-1.

4 N° de catalogo T4069
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A taxa de cada coloracdo observada depende exclusivamente do potencial da
membrana, ndo sendo influenciada pelo tamanho, forma ou nimero de mitocéndrias.
Por estas caracteristicas, a utilizacdo desta sonda permite detectar, separadamente,
em uma amostra, a quantidade de mitocondrias com baixo ou alto potencial de

membrana.

Porém, para se conhecer a taxa de células com baixo PMM, previamente, utiliza-se o
CCCP (Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone®, Sigma-Aldrich), o qual é um
protonéforo (H* ionoforo) e desacoplador de fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias.
Com isso, inibe parcialmente a absorcdo de ClI- ativado por gradiente de pH e as
atividades de troca CI /Cl, despolarizando a membrana mitocondrial, ou seja,
reduzindo o potencial de agdo das membranas. Com o uso de CCCP, entdo, mais de

90% das células da amostra ficam com baixo potencial de membrana mitocondrial.

Este produto € utilizado na citometria para indicar onde estaréo as células com baixo

PMM em uma amostra.

Inicialmente, para cada uma das replicatas, leu-se uma amostra branco, conforme
descrito no item 6.2.3. Apdés isso, para cada uma das amostras transfectadas, retirou-
se uma aliquota de 100 puL, incubou-se com 1 pg/mL de CCCP, incubou-se por 5
minutos, adicionou-se 10 pg/mL de JC-1 eincubou-se por 10 minutos a 37°C. Em
seguida, levou-se as amostras ao aparelho e estas foram analisadas.  Apds isso,
foram analisadas as amostras tratadas. Para tanto, apds cada tratamento
experimental, retirou-se uma aliquota de 100 pL de cada amostra, adicionou-se JC-1
(10 pg/mL) e incubou-se por 10 minutos a 37°C. Em seguida, levouse as amostras ao
aparelho e estas foram analisadas. Apos a leitura de cada amostra, é gerado pelo
software BD Csampler Software um grafico de pontos. O eixo Y representa, em Log, a
intensidade de fluorescéncia emitida pelos espermatozoides com mitocondrias com
alto potencial de membrana detectado por FL-2. O eixo X representa, em Log, a
intensidade de fluorescéncia emitida pelos espermatozoides com mitocéndrias com

baixo potencial de membrana, detectado por FL-1.

Para a andlise dos graficos, na amostra ndo corada, faz-se o “gate” (sele¢do) da
populacdo normal de espermatozoide. Este gate € chamado de P1 (figura 6A). Aplica-
se entdo o gate P1 sobre as amostras com CCCP+JC-1 e faz-se um segundo gate

nesta segunda amostra, que serd chamado de P2. Imediatamente baixo de P2,

5 N° de catalogo C2759



49

desenha-se um terceiro gate (P3) (figura 6B). Entdo, faz-se a compensacédo de
coloracao, corrigindo FL-2, subtraindo aproximadamente 12 a 15% do contetdo de FL-
1, com isso os espermatozoides com baixo potencial de membrana, marcados pelo
CCCP, serdao movidos de P2 para P3 (figura 6D). Quando restar em P2, no maximo
10% da amostra, aplica-se a compensagao previamente estabelecida.

Estes passos, utilizando-se a amostra CCCP+JC-1, sao utilizados para identificar, no
grafico, onde deverdo estar as células que realmente estdo com baixo potencial
mitocondrial. Ap0s isso, clica-se sobre as amostras tratadas com JC-1 e em P3 estara
a porcentagem de células com baixo PMM (figura 6F). O resultado da anélise do
potencial de membrana mitocondrial € expresso na porcentagem de espermatozoides
com baixo potencial de membrana mitocondrial (bPMM).

Figura 06 — Citometria de fluxo para analise do potencial de membrana mitocondrial
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A) selecdo da populacdo normal; B) populagdo normal nos filtros no grafico FL1xFL2; C) selecéo da
populacdo CCCP+JC-1; D) populacdo CCCP+JC-1 em P3; E) selecdo da populacédo JC-1; F) populacdo
JC-1 em P2, alto PMM e em P3, baixo PMM. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

6.3. ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO PARA POLIFECCAO DE
ESPERMATOZOIDES SUINOS UTILIZANDO PEI
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Para os experimentos de polifeccdo com polietileimina, utilizou-se a PEI ramificada,
com peso molecular de 25000 daltons, (Polyethylenimine®, Sigma Aldrich).

6.3.1. Experimento 1. Determinacao da concentracao e tempo de incubacéo da
PEI utilizando PEI/FITC

Para se conhecer a quantidade de PEI que espermatozoides suinos sdo capazes de
incorporar, optou-se por conjuga-la a uma molécula replrter, que emitisse
fluorescéncia. Assim, apds a incubacgdo, as amostras seriam submetidas a citometria
de fluxo, técnica que possibilita a andlise de um grande numero de células e a
guantificacdo das células marcadas.

A escolha da molécula reporter levou em consideracdo a habilidade desta em ser
impermeavel & membrana citoplasmatica intacta e que pudesse ser analisada pelo
equipamento de citometria de fluxo disponivel no laboratério. A molécula de escolha
foi o FITC.

A conjugacgao da PEI com o FITC foi realizada semelhante ao descrito por Saito e
Saitoh (2012) com modificacdes. Esta etapa € realizada em trés dias. No primeiro dia
é preparada uma solucéao PEI a 20 mg/mL em PBS (do inglés Phofate Buffered Saline),
gue, apos o preparo, deve ser mantida sob refrigeracéo até o segundo dia. No segundo
dia, adiciona-se o FITC a solucao de PEI de modo a se obter uma concentracao final
de 1 mM de FITC.. Apés isso, é feita a remocao das moléculas de FITC nao ligadas a
PEI por dialise contra PBS por 24 h. No terceiro dia, o saco de didlise contendo a
PEI/FITC é retirado do meio, o seu volume € mensurado e a concentracao de PEI/FITC
€ ajustada (concentracéo final estimada: 18,5mg/mL).

Apés a obtencdo da PEI/FITC, procurou-se otimizar o protocolo para transfeccéo de
espermatozoides suinos utilizando a PEI, através da determinacdo da concentracao
ideal e do tempo adequado de incubacgéo de PEI com espermatozoides. Por ndo haver
trabalhos relatando o uso da PEI em espermatozoides, foram utilizados concentracdes
e tempos semelhante ao utilizado por Hsu e Uludag (2012), para a transfeccédo de
fibroblastos.

6 N° de catalogo 408727
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Utilizaram-se doses inseminantes de 10 machos de linhagens comerciais, as quais

foram diluidas em BTSpara obtencdo de amostras com 200 uL e 2x10° spzt/mL.

Foram testadas quatro diferentes concentracdes, sendo 0,5 (C1), 1 (C2), 2 (C3) ou 4
(C4) mg/mL de PEI/FITC, incubando-se durante 10 minutos, 2 horas (2H) e 4 horas
(4H), conforme apresentado na figura 07. ApOs as incubacdes, as amostras foram
avaliadas por citometria de fluxo, conforme descrito no item 6.2.3.1.

Figura 07 - Representacdo esquematica do delineamento do experimento 1
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

6.3.2. Experimento 2. Efeito da Polietilenoimina na viabilidade espermatica de

espermatozoides suinos

Neste experimento, conforme definido no experimento 1, utlizou-se a
concentracéo de PEI de 0,5 mg/mL e os tempos de incubacéo de 10 minutos e 2 horas,
conforme ilustrado na figura 08. Apés a incubacé&o dos grupos experimentais com PEI,
estes foram analisados por citometria de fluxo, empregando-se sondas fluorescentes,
para determinar os danos celulares que a PEI pode provocar em espermatozoides. As
sondas utilizadas foram FITC-PSA, PI, AO e JC-1, as quais sao utilizadas para avaliar,
respectivamente, a integridade de membrana, de acrossoma e da cromatina e o

potencial de membrana mitocondrial, conforme descrito no item
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6.2.3.3.

Figura 08 - Representacdo esquematica do delineamento do experimento 2
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2 horas

6.4. OTIMIZACAO DO PROTOCOLO DE TRANSFECCAO DE
ESPERMATOZOIDES SUINOS UTILIZANDO ELETROPORAGCAO

As eletroporacdes foram realizadas utilizando amostras de sémen de 200 pL,
numa concentracdo 2x10° spz/mL, utilizando-se cuvetas Eppendorf de 2 mm (400 uL
de capacidade), no aparelho Multiporator® (Eppendorf AG. Hamburg - Germany).

6.4.1. Experimento 3. Otimizacdo do meio e da temperatura para a recuperacao

espermatica pés eletroporacéao

Diante do fato que a eletroporacdo causa poros temporarios has membranas
celulares e que apos o encerramento dos pulsos elétricos a membrana deve ter
condicbes de retornar a sua estrutura inicial, neste experimento procurou-se
estabelecer o melhor meio e a melhor temperatura para a recuperacéo da integridade

da membrana plasmatica (RIMP) dos espermatozoides apds a eletroporacao.

Para isso apos a EP em duas diferentes condi¢des: 500 volts, 250 ys e 1 pulso
(EP1) ou 1000 volts, 500 ys e 2 pulsos (EP2), as amostras foram recuperadas em
quatro diferentes condi¢cdes: mTBM (modifyed Tyrodes Buffered Medium) a 17 °C ou a
37 °C,ou BTS a 17 °C ou a 37 °C. O iodeto de propidio (PI), corante impermeavel a
membrana foi utilizado como molécula reporter. Cada amostra foi eletroporada usando
BTS, a temperatura ambiente (22 °C). Ap0s a eletroporacdo, centrifugou-se as
amostras a 9000 x RCF por 3 minutos, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 200
ML de BTS ou mTBM e incubou-se por 30 minutos a 17 °C ou 37 °C, conforme seu

respectivo grupo experimental, apresentado na figura 09.
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Apos as eletroporacdes e os tratamentos de recuperacdo, as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo, avaliando-se a taxa de incorporacéo de Pl em trés
momentos: antes da EP (PI0), logo apos a EP (PI1) e 30 minutos ap0s a recuperacao
(P12). Primeiramente, para cada uma das replicatas, leu-se o branco, conforme descrito
no item 6.2.3. A andlise dos dados da citometria para a incorporacdo de Pl ocorreu
conforme descrito no item 6.2.3.2.

Os dados obtidos na citometria de fluxo foram utilizados para o célculo da RIMP. A
taxa de RIMP se deu pela férmula RIMP = (PI2-PI10) — (P11-PI10), que representa a taxa
de incorporacao de Pl apds as incubacdes para recuperacdo da membrana excluido a
marcacgao por Pl como sonda antes da incubacao. Para a interpretacdo do resultado
do calculo, deve ser considerado que quanto menor o valor, melhor a RIMP, pois
quanto menor a incorporacao de PI, mais integra encontrava a membrana plasmética.
Submeteu-se, entdo, os valores encontrados de RIMP & analise estatistica.

Figura 09 - Representacdo esquematica do delineamento do experimento 3
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

6.4.2. Experimento 4. Determinacao da voltagem, numero de pulsos e tempo

para eletroporacdo de espermatozoide suinos
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Apés o estabelecimento do meio e da temperatura a serem utilizados na
eletroporacéo, neste experimento procurou-se estabelecer qual o melhor protocolo a
ser utilizado para a eletroporacdo de espermatozoides suinos. Foram testadas duas
voltagens (500 ou 1000 volts) em um pulso Gnico ou duplo, com duas duragfes de
pulso (250 ou 500 us). Para isso, amostras de 200 pyL sémen de 2x10° spz/mL,
incubadas com 10 pg/mL de Pl ou ndo (branco) foram eletroporadas de acordo com

seu respectivo grupo experimental, conforme demonstrado na figura 10.

Apés a eletroporacédo, conforme definido no experimento 3, item 6.4.1, as
amostras foram incubadas em BTS a 17 °C, para a recuperacdo da membrana
plasmética. Apds a incubagdo, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo,
para a mensuragao da incorporagéo de PIl, conforme descrito no item 6.2.3.2. Os dados
gerados foram submetidos a andlise estatistica, para a sele¢cdo dos dois grupos
experimentais que apresentaram maior incorporacdo de Pl, que serdo utilizados no

experimento 5.

Figura 10 - Representacdo esquematica do delineamento do experimento 4

1 Pulso |=—

250pS A
2 Pulsos |—
—‘ 500 Volts
1 Pulso
500uS M
2 Pulsos = Citometria de fluxo:
2x10%sptz/ml |~ Permeabilidade celular
1 Pulso |- | aolodetode Propidio
250uS
2 Pulsos
-‘ 1000 Volts
1 Pulso |—

500uS

J

2 Pulsos

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

6.4.3. Experimento 5. Efeito da eletroporagdo na viabilidade espermatica de

espermatozoides suinos
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Neste experimento, conforme definido no experimento 4, item 6.4.2, utilizou-se
a 500 volts, 500 us, 2 pulsos (EPa) e 1000 volts, 500 uS e 2 pulsos (EPB), para a
eletroporacéo. Apods a EP, conforme definido no experimento 3, item 6.4.1, as amostras
foram incubadas em BTS, a 17 °C, para a recuperagdo da membrana plasmatica. Apds
a incubacgéao, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo.
As sondas utilizadas foram FITC-PSA, PI, AO e JC-1, as quais sao utilizadas para
avaliar, respectivamente, a integridade de membrana, de acrossoma e da cromatina e
o potencial de membrana mitocondrial, conforme descrito no item 6.2.3.3. O

delineamento do experimento esta representado na figura 11.

Figura 11 — Representacdo esquematica do delineamento do experimento 5
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

6.5. TRANSFECCAO DE ESPERMATOZOIDES SUINOS UTILIZANDO-SE PEI E
ELETROPORACAO
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6.5.1. Obtencéo do vetor plasmideal PiggyBac pmhyGENIE-5

O plasmideo utilizado na transfeccéo dos espermatozoides foi o0 vetor com integracéo
baseada em tranposase PiggyBac, (pmhyGENIE-5), o qual contém a transposase
hiperativa de piggyBac de mamifero e que codifica a proteina verde fluorescente
melhorada (eGFP). O plasmideo pmhyGENIE-5 foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.

Stefan Moisyadi, da Universidade do Havai (Honolulu, Havai, EUA).

6.5.1.1. Transformacéo Bacteriana

Para a obtencdo de maiores quantidades de plasmideos, bactérias E. coli
competentes (DH5a ou DH10B) foram transformadas com a construgdo obtida,
conforme Esteves (2001) com modificagdes. Os clones foram selecionados pela
presenca do antibidtico canamicina no meio de cultura, referente ao marcador de

resisténcia a este antibioético contido no plasmideo construido, o0 gene KAN(R).

As bactérias transformadas foram semeadas em agar Luria-Bertani contendo
canamicina e cultivadas por 18 a 24 horas. Entdo, selecionaram-se as colénias que
apresentaram crescimento adequado. A transformacao bacteriana foi verificada pela
analise dos clones bacterianos através do Kit mini preparacao plasmidial (miniprep)
QlAprep (QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme orientagdes
do fabricante, seguida do sequenciamento dos insertos contidos nos plasmideos

purificados.

6.5.1.2. Sequenciamento dos insertos

Os insertos contidos nos plasmideos e purificados com o miniprep foram
sequenciados, utilizando primers especificos para os plasmideos empregados. Estes
se situam em regides flanqueadoras do cassete de clonagem, permitindo a checagem
da existéncia e localiza¢do do inserto no plasmideo. Para a reacéo de sequenciamento
do inserto empregou-se o kit BigDye Terminator® (BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit’, Applied Biosystems, Foster City, EUA) e sua purificacdo utilizando o
kit BigDye Xterminator® (BigDye Xterminator® Purification Kit®, Applied Biosystems,

7 N° de catalogo: 4337455
8 N° de catalogo: 4376484
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Foster City, EUA). O material foi entdo injetado no sequenciador ABI3130XL (Applied
Biosystems, Foster City, EUA). Apds a corrida da eletroforese, as sequéncias obtidas
foram verificadas quanto a sua qualidade utilizando-se o software Sequencing Analysis
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). Aquelas que apresentarem boa
qualidade foram analisadas e as de baixa qualidade foram refeitas.

6.5.1.3. Andlise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas com boa qualidade foram avaliadas através da ferramenta
online de alinhamento de sequéncias BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool/
U.S. National Library of Medicine), presente no sitio eletrénico
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. Os insertos confirmados como sendo os de

interesse foram mantidos sob congelamento até o momento dos experimentos.

6.5.2. Experimento 6. Efeito da transfeccdo usando Polifeccéao, eletroporacéao e
incubacédo na viabilidade de espermatozoides suinos

6.5.2.1. Método da Polifeccao

Incialmente, foi realizada a complexacao da PEI com o plasmideo pmhyGENIES. Este

processo, foi realizado semelhante ao descrito por Saito e Saitoh (2012). O processo
realizou-se em dois dias. No dia anterior a transfeccéo (dia zero), a PEI foi diluida em
PBS (pH 7,2), numa concentracédo de 20 mg/mL. A solucdo de PEI foi entdo mantida
sob refrigeracdo, entre 4 e 8°C, até sua utilizagdo. No dia da transfeccdo, foi
adicionado a solucdo de PEI, 32 ug do plasmideo/mL da solugcéo, sendo a mistura
incubada por 2,5 horas a 17 °C para que houvesse a complexacéo dos plasmidios com
a PEL.

Para a transfeccao, utilizou-se doses inseminantes de 10 machos de linhagens
comerciais, as quais foram diluidas em BTS, para a obtencdo de amostras de 200 uL
sémen de 2x10° spz/mL. Ap6s a diluicdo, adicionou-se a cada amostra 0,5 mg de

PEl/plasmideo (que corresponde a uma dose de 400 ng de plasmideo/amostra) e
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incubou-se por 10 minutos, a 17°C. Imediatamente ap0s o termino da incubacéo, as
amostras foram avaliadas quanto a viabilidade espermatica por citometria de fluxo,

conforme descrito no item 6.2.3.3.

6.5.2.2. Método da Eletroporacao

Para a transfeccéo dos espermatozoides por eletroporacao, utilizaram-se doses
inseminantes de 10 machos de linhagens comerciais, as quais foram diluidas em BTS,
para a obtencédo de amostras de 200 pyL sémen de 2x10°8 spz/mL. As amostras foram
colocadas nas cubetas, adicionou-se 400 ng do plasmideo pmhyGENIE-5/mL de
amostra, e seguiu-se a eletroporacao, conforme estabelecido no experimento 6, item
6.5.2. (500 volts, 500 s e 2 pulsos). Apos a EP, as amostras forma incubadas a 17 °C
por 30 minutos para recuperacdo da integridade da membrana plasmatica.
Imediatamente apds o termino da incubacdo, as amostras foram avaliadas quanto a

viabilidade espermatica por citometria de fluxo, conforme descrito no item 6.2.3.3.

6.5.2.3. Método da Incubacéo (controle)

Como método controle da transfeccdo, empregou-se o método da incubacdo,
utilizando-se o protocolo descrito por Lavitrano et al. (1997). Para isso, utilizaram-se
doses inseminantes de 10 machos de linhagens comerciais, as quais foram diluidas
em BTS, para a obtencdo de amostras de 200 uL sémen de 2x10° spz/mL. Apés a
diluicdo, as amostras foram lavadas para a remoc¢ao do IF-1, sendo centrifugadas a
800 x RCF, por 10 minutos, retirou-se o sobrenadante, e adicionou-se 200 uL de BTS.
As amostras foram centrifugadas a 800 x RCF, por 10 minutos, retirou-se o
sobrenadante, e adicionou-se 200 pL de BTS. Adicionou-se entéo 400 ng do plasmideo
pmhyGENIE-5 para cada 1x108 sptz e incubou-se por 2 horas a 17 °C. Imediatamente
apos o termino da incubacdo, as amostras foram avaliadas quanto a viabilidade

espermatica por citometria de fluxo, conforme descrito no item 6.2.3.3.

6.5.3. Experimento 7. Comparacao das técnicas da polifeccéo, eletroporacéo e

incubacédo na transfeccdo de espermatozoides suinos
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Apos a transfeccéo por cada um dos meétodos, conforme descrito no item 6.5.2, uma
aliquota de aproximadamente 4x10° espermatozoides foi retirada de cada amostra
para a realizacdo da quantificacdo da captacdo do plasmideo nos espermatozoides,
através de Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH). Para isso, sera utilizado o
protocolo descrito por Bou et al. (2014) com modificagdes.

Para a FISH, foram construidas sondas para o gene da proteina verde
fluorescente melhorada (eGPF, do inglés, enhanced green fluorescente protein) do
plasmideo pmhyGENIE-5, a partir da sequéncia genémica do referido plasmideo,
fornecida pelo fabricante do material. Como controle, foram construidas sondas para o
gene da regido do Y para a determinacédo sexual (SRY, do inglés sex-determining
region Y), a partir da sequéncia genémica depositada no banco genémico do National
Center of Biotechnology Information (NCBI), disponivel no sitio eletrdnico:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U49860.3?from=4546&t0=5256&sat=4&sat_ke
y=78588295&report=fasta.

As sondas para o0 gene SRY foram marcadas com o fluor6foro Cyanine 3 (Cy3),
o qual possui uma emissdo de 570 nm, emitindo fluorescéncia amarela. As sondas
para o gene eGFP foram marcadas com Cyanine 5 (Cy5) o qual possui uma emissao
de 670 nm, emitindo fluorescéncia vermelha. Ambas as sondas foram obtidas da
Sintese Biotecnologia LTDA (Belo Horizonte, MG).

Apos a transfeccéo, por cada um dos métodos, as amostras foram centrifugadas
a 9100x RCF, por 3 minutos. Retirou-se o sobrenadante e o pellet restante foi
ressuspendido em 50 pL de solucdo de fixacdo (metanol: acido acético 3:1). As
amostras foram depositas nas laminas e, apos a aderéncia, foram armazenadas a -20

°C por um periodo minimo de 20 horas e maximo de 30 dias.

As laminas foram descongeladas e lavadas por 10 minutos, a temperatura
ambiente em PBS, pH7,2, acrescida de Tween 20 (Tween 20®, Vetec?®). A seguir, as
laminas foram lavadas 2 vezes, por 30 minutos, em SSC 2X (solugéo salina cictrato).
Seguiu-se a despolimerizagéo da protamina, para a qual as amostras foram incubadas
com uma solugao de Tris-HCI 1M e ditiotreitol (1,4-Ditiotreitol, Ludwig Biotec) 20mM
por 30 minutos a 37 °C. ApOs a despolimerizacéo, as laminas foram lavadas (2 vezes)

por 15 minutosem SSC 2X a 37 °C para a remocao do excesso de DTT das amostras.

9 Cadigo do produto: 1208
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Estas foram desidratadas em série de etanol (70, 80, 90 e 100%) e secas ao ar por 3

minutos.

Para a hibridizacdo, em cada amostra foram depositados 50 L da solugéo de
hibridizacdo, a qual contem 2,5 ng de sonda para o gene plasmidial eGFP, 2,5 ng de
sonda para o gene cromossémico SRY, SSC 6X, 45% de formamida (Formamide?©,
Sigma), 10% de sulfato de dextrano (Dextran Sulfate Sodium Salt Leuconostoc spp.t?,
Sigma). Apos terem recebido a solucédo de hibridizacdo, as amostras foram contidas
em camara umida e escura e colocadas em estufa a uma temperatura de 75 °C durante
10 minutos para a desnaturacdo das fitas de DNA, tanto cromossd6mico quanto
plasmidial. Apds a desnaturacdo, as amostras permaneceram na camara Umida e
escura e foram mantidas em estufa a 37 °C, overnight, para que ocorrasse a

hibridizacdo das sondas com suas respectivas sequéncias.

Apos hibridizacdo, as amostras foram lavadas (2 vezes) durante 15 minutos
numa solucao contendo 4% de formamida e SSC 6X a 50°C para que as sondas que
nao hibridizaram fossem removidas das amostras. As amostras foram desidratadas em
série de etanol (70, 80, 90 e 100%), secas ao ar, por trés minutos. Sobre cada amostra,
foi cintilada uma gota de anti-fade (Fluoroshield™ with DAPI'2, Sigma), o qual é
acrescido do fluoréforo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), que servira como
contracoloracdo, marcando todo o nucleo espermatico. Prosseguiu-se a montagem
final da lamina, pela sobreposi¢cdo da amostra com laminula de vidro. Apds a adeséo,

as margens da laminula foram coladas na lamina com uma camada de esmalte.

Finalmente, a leitura das laminas foi feita em microscopio de fluorescéncia (Axio
Observer Al, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha). Para cada amostra foram
observadas 100 células, sendo determinadas quais possuiam ou ndo marcagao para
cada uma das sondas.

Para sonda SRY, marcada com Cy3, a leitura foi feita utilizando o filtro 20HE
Rhod, do aparelho, o qual detecta fluorescéncias com comprimento de ondas de 567
a 647 nm de emissdo. O fluor6foro Cy3 emite ondas de luz de 570 a 630 nm de
comprimento. Para a sonda plasmidial, marcada com Cy5, a leitura foi realizada
utilizando o filtro 64 mPlum, o qual detecta fluorescéncias com comprimento de ondas
de 612 a 682 nm de excitacdo. O fluoréforo Cy5 emite ondas de luz de 670 a 730 nm

10 N° de catalogo: F9037
11 N° de catalogo: D8906
12 N° de catalogo: F6057
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de comprimento. Para esta sonda, foi ainda observado o numero de marcacdes para
cada célula contabilizada como positivamente marcadas. Neste ultimo caso, cada
marcacado encontrada nas células representa um plasmideo internalizado. Quanto
maior o niumero de plasmideos internalizados, maior o nimero de marcacfes que
devera ser encontrada.

6.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos em cada um dos experimentos foram submetidos a analise
estatistica utilizando-se o PROC MIXED do programa computacional SAS 9.2®
(Statistical Analisys System, SAS Institute Incorporation, Cary, NC, USA) para
Windows. Foi utilizado o LSMEANS (média dos quadrados minimos) para obtencdo
das médias ajustadas dos tratamentos, com comparacdes utilizando-se o Teste Tukey.
O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto
€, para nivel de significancia menor que 0,05 (p<0,05) considerou-se que ocorreram

diferencas entre as variaveis analisadas ou interacdo entre estas variaveis.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. EXPERIMENTO 1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO E TEMPO DE
INCUBACAO DA PEI UTILIZANDO PEI/FITC

N&o houve interacdo entre a concentragédo e o tempo de incubacdo da PEI/FITC (p=
0.7317). Os resultados para estes parametros estdo representados nos graficos da
figura 12. Quanto a concentracdo, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 12A),
sendo as taxas de incorporacdo de PEI/FITC foram de 93.05+0.37% para o grupo C1,
93.83%=0.37 para C2, 94.40%=0.37 para C3 e 94.39+0,9% para C4. Quanto ao tempo
de incubacéo, houve diferenca entre os grupos (p<.0001) (Figura 12-B). O grupo 10
minutos teve uma taxa de incorporacéo de PEI/FITC de 97.82+0,32%, né&o diferindo do
grupo 2H (97.06+0,32%) (p= 0,4491), mas diferindo do grupo 4H (86.89%z0,32)
(p<0,0001). O grupo 4H também diferiu do grupo 2H (p<0,0001), demonstrando, assim,
um pior desempenho.

Figura 12 — Incorporacgdo de PEI por espermatozoides suinos
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em cada barra representam diferencga significativa (P<0,05). Os dados representam as médias dos
quadrados minimos + erro padrdo. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Estes resultados sao diferentes dos encontrados por Hsu e Uludag (2012), em que a
concentracdo minima de PEI, foi de 5 mg/mL e o tempo de incubacdo minimo
conseguido foi entre 2 e 6 horas, para niveis satisfatério de transfeccao de culturas de
células do estroma da medula 6ssea e fibroblastos normais do prepucio humano. Esta
diferenca pode ser devido ao fato de que, no referido trabalho de , foram utilizadas

células em cultura, as quais se encontram aderidas ao fundo da placa de crescimento
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enquanto que no presente estudo foram utilizadas células em suspensdo e com
motilidade (espermatozoides). Quando as células encontram-se suspensas em meio
liquido e a PEI é adicionada e homogeneizada, uma menor concentracdo de PEI &
necesséria, ja que toda ela se distribuird pela suspenséo, possibilitando a interagdo
entre a PEI e a célula-alvo mais facilmente. No entanto, com células aderidas, esta
homogeneizagcdo nado € possivel, sendo necessaria uma maior quantidade de PEI, j&
gue a interacdo entre as micelas de PEI e as células aderidas se dara apenas em

funcado da difusdo micelar no meio e a camada celular exposta ao liquido..

Vale ressaltar que no presente utilizou-se a PEI ligada ao FITC e ndo a PEI
complexada com plasmideo como Hsu e Uludag (2012). O principio de incorporacao
da PEI pelas células é decorrente da interacao eletrostatica das micelas (positivamente
carregadas) com os fosfolipidios da membrana celular (negativamente carregados);
ainda, a complexacédo da PEI com plasmidios (negativamente carregados) neutraliza
em parte a carga positiva do nanocarreador, reduzindo, assim, a afinidade do carreador
pelas células. Por outro lado, a derivatizacdo da PEI com FITC, que ocorre nas aminas
livres e protonaveis do polimero, também reduz o carater catibnico do nanocarreador,
mas como foi utilizada uma baixa razdo molar de FITC (1lmM) para a reacao,
possivelmente as micelas de PEI/FITC obtidas possuiam um carater catiénico superior.

Vale ressaltar que ndo existem trabalhos relatando a transfeccéo de espermatozoides
de qualquer espécie utilizando PEI. Um unico trabalho (FANG et al., 2017), utilizando
nanoparticulas magnéticas revestidas com PEI (MNP, do inglés magnetics
nanoparticles) transfectou espermatozoides suinos visando a producdo de um suino
transgénico. Contudo, neste caso a PEIl foi usada como recobrimento das
nanoparticulas para favorecer a interagdo com as células; além disso, os
espermetaozoides foram submetidos a um campo magnético para potencializar a
incorportacdo das nanoparticulas. Apesar de efetiva para a transfeccéo das células,
envolve mais etapas para obtencdo do nanocarreador e requer instrumentacdo mais

complexa, o que pode se tornar um limitante para ampla utilizacéo.
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Para utilizacdo no experimento seguinte, decidiu-se utilizar a concentracdo de 0,5
mg/mL, pois todas as concentracbes de PEI utilizadas possibilitaram taxas
semelhantes de incorporacdo de PEI. Quanto ao tempo de incubacédo, optou-se por

utilizar 10 minutos e 2 horas, pois mostraram as melhores taxas incorporagéo PEI.

7.2. EXPERIMENTO 2. EFEITO DA POLIETILENOIMINA NA VIABILIDADE
ESPERMATICA DE ESPERMATOZOIDES SUINOS

As taxas de marcacédo para cada uma das sondas foram comparadas com as de um
grupo controle, ou seja, um grupo que nao foi incubado com PEI. Os dados das
andlises da viabilidade espermética utilizando sondas estdo representados nos

gréaficos da figura 13.

Figura 13 — Avaliagéo da viabilidade esperméatica de espermatozoides suinos
tratados com PEI
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cada barra representam diferenca significativa (P<0,05). Os dados representam as meédias dos
guadrados minimos + erro padrao. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Para a internalizacdo a célula, a PEI se liga aos proteoglicanos da membrana
citoplasmatica, desestabilizando a membrana, provocando a translocagao (passagem
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da superficie interna da membrana para a externa, neste caso) de fosfatidilserina, que
€ uma caracteristica da apoptose (HUNTER; MOGHIMI, 2010). Estes autores
encontraram que, a PEI ramificada causa mais rapidamente a translocacdo de
fosfatidilserina em concentracfes de 20 pg/mL ou superiores. A citotoxicidade também
€ maior quando o tempo de incubacao for superior a uma hora.

Kafil e Omidi (2011) também encontraram a citotoxicidade da PEI possui alta
correlagdo com a concentragcéo, bem como com a estrutura do polimero. Estes autores
encontraram que células A431 tratadas com a PEI ramificada possuem viabilidade de
aproximadamente 60%, enquanto que, quando tratadas com PEI linear, a viabilidade
fica em torno de 80%. A viabilidade celular deu-se pela mensuracéo dos indices de
apoptose, utilizando-se o teste MTT.

No presente estudo, quando da avaliagao de integridade de acrossoma (Figura 13A),
nao houve diferenca entre os grupos (p=0.0634). A taxa de lesdo acrossomal (LA) foi
de 47,79 % £ 3,08 para o grupo controle, 58,58% =+ 3,08, para o grupo 10 minutos e
53,18%+3,08 para o grupo 2H (Figura 12) demonstrando que espermatozoides suinos

tratados com PEI ndo ocorre aumento nos indices de lesdo de membrana acrossomal.

Com relacao a avaliagdo de integridade da membrana citoplasmatica (Figura 13B), a
taxa de lesdo de membrana citoplasmética (LMC) do grupo controle foi de
18,27+2,70%, nédo diferindo do grupo OH (19,48%2,70%) (p=0,9464), mas diferindo do
grupo 2H (66,46+2,70%) (p<0,0001). O grupo OH e 2H diferiram entre si (p<0,0001),
demonstrando que o tratamento espermatozoides suinos com PEI provoca aumento
nos indices de lesdo de membrana plasmatica, quando da incubacé&o por 2 horas, em
comparacao com os demais grupos (Figura 13B).

Este dltimo dado corrobora o descrito por Hunter e Moghimi, (2010), os quais citam
que a incubacédo da PEI com a célula por mais de uma hora aumenta a lesédo de
membrana, pelo incremento na translocacéo de fosfatidilserina. Entretanto, conforme
estes autores, seria esperado que ocorresse grande aumento das lesbes nestas
membranas em todos 0S outros grupos, ja que utilizou-se aqui PEI na concentragéo de
0,5 mg/mL, ou seja, 25 vezes superior a concentracao indicada como prejudicial as

células, o que néo foi observado.

Na andlise da integridade de cromatina (Figura 13C), ndo houve diferenca entre os
grupos (p=0.6201). Os indices de DNA fragmentado (fDNA) do grupo controle foi de
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1,23% + 0,65%, grupo 10 minutos (1,30% * 0,65) e do grupo 2H (2,05% + 0,65),
demonstrando que o tratamento espermatozoides suinos com PEI ndo afetou os

indices de integridade de cromatina.

Conforme Kafil e Omidi (2011), quando no nucleo celular, a PEI pode danificar o DNA
por sua capacidade de interagir com acidos nucleicos, afetando, assim, 0s processos
nucleares, o que pode levar a morte celular. Estes autores avaliaram a integridade da
cromatina pelo teste cometa, em células A431 tratadas com PEI e encontraram uma
alta taxa de fragmentacdo de DNA (potencial zeta de 28,7 % = 7,9 mV), o que nao foi
observado no presente estudo. Isso pode se dever ao fato de que, em
espermatozoides, o DNA é enovelado com protamina e condensado mais densamente
em comparagdo com DNA enovelado com histonas, o que confere certa protecao ao
DNA espermaético.

A perda do potencial de membrana mitocondrial (PMM) deve-se a atividade da
caspase (cysteinyl aspartate-specific proteases) do tipo 3. A liberacéo de citocromo-C
pela membrana mitocondrial faz com que as caspases se ativem, levando a apoptose
(HUNTER e MOGHIMI, 2010). Estes autores demonstraram que, em células Jurkat, a
PEI pode desencadear este processo pela ativagdo da caspase-3, mesmo quando em
concentracdo tdo baixa quanto 0.1 pg/mL e que na concentracdo de 30 pg/mL é
possivel liberar até 60% do citocromo C, indicando alta perda de PMM. N&o consta,
porém, no trabalho as taxas de PPM encontrados, haja vista da utilizacdo de JC-1 para

tal finalidade.

Na avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Figura 13D), ndo houve
diferenca entre os grupos (p=0.1292). A taxa de espermatozoides com baixo PMM
(bPMM) do grupo controle foi de 6,59+1,40%, do grupo 10 minutos 10,68+1,40% e do
grupo 2H 7,86+1,40%. Isso demonstra que o tratamento espermatozoides suinos com
PEI ndo afetou os indices de potencial de membrana mitocondrial, diferente do relatado

por Hunter e Moghimi, 2010.

7.3. EXPERIMENTO 3. OTIMIZACAO DO MEIO E DA TEMPERATURA PARA A
RECUPERACAO ESPERMATICA POS ELETROPORACAO

Para a recuperacdo da membrana plasmética (RIMP) que é calculada utilizando a
formula descrita na figura 14, houve interacao entre o meio e a temperatura (p=0,0008).
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O BTS a17°C teve uma RIMP de - 9,94%x 5,91, inica combinacédo capaz de recuperar
as membranas acima dos valores do periodo pré-recuperacdo, sendo mais eficiente
que o mTBM a 17°C (32,5%z 5,91) (p<0,0001), porém sem diferenca com o BTS a
37°C (14,04%= 6,61) (p=0,0525) e 0 mTBM a 37°C (10,38%=z 6,27) (p=0,1085),
conforme demonstrado na figura 15.

Figura 14 — Formula para o calculo da recuperacdo da membrana plasmatica de
espermatozoides submetidos a eletroporagéo

RIMP= (PI12-P10)-(PI1-PI0)

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Figura 15 - Interacdo entre 0 meio e a temperatura na recuperacdo espermatica
poseletroporacao
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Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P<0,05). Os dados
representam as médias dos quadrados minimos + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.
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O BTS é um diluente utilizado para a conservacao de sémen suino, que, como rotineiro
na suinocultura, faz-se utilizando temperaturas entre 16 e 18°C. Sua utilizacdo tem
como objetivo preservar as caracteristicas fertilizantes dos espermatozoides suinos,
sendo, por estas caracteristicas, que possibilitou recuperacdo da membrana
citoplasmatica dos espermatozoides apds a eletroporacdo. Ja o mTBM, por outro
lado, € um meio utilizado para a fertilizacao in vitro em suinos e sua utilizacao visa a
capacitacdo do espermatozoide para a fertilizacdo. Quanto a temperatura de 37°C,
esta permite que o espermatozoide fique ativo, gerando energia e desgastando-o, caso
ele ndo seja prontamente utilizado na fertilizacdo. Por estas caracteristicas, tanto o
MTBM quanto a temperatura de 37°C, mesmo quando esta estava associada ao BTS,

permitiram menor recuperacdo da membrana citoplasmatica dos espermatozoides.

Observou-se também interacdo entre a EP e o meio utilizado (p=0,0471). O meio
mTBM utilizado juntamente com a EP2 apresentou piores resultados que os demais
grupos, apresentando RIMP de 35,82+6,27% sendo seguido pela combinacédo do meio
mTBM e EP1 com RIMP de 7,06+£5,91% (p=0,0018) e por BTS em conjunto com EP2
3,60%6,27% (p=0,0056). Apresentou melhores resultados o meio BTS quando com a
EP1, (RIMP de 0,49+6,27%) (p=0,0022) como ilustrado na figura 16. Este resultado
fica evidenciado pelas caracteristicas de cada meio, como descrito anteriormente
aliado a caracteristica de cada EP. A EP2 possibilita que os poros abertos na
membrana citoplasmatica sejam maiores e tenham maior duracdo que 0s poros da
EP1.

Assim, fica demonstrado que, de modo geral, o0 meio BTS, principalmente a 17°C,
apresentou-se mais eficiente na recuperacéo integridade da membrana plasmatica de

espermatozoides suinos submetidos a eletroporacao.

Figura 16 - Interacdo entre 0 meio e eletroporacdo na recuperacado espermatica
poseletroporacao
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7.4. EXPERIMENTO 4. DETERMINACAO DA VOLTAGEM, TEMPO E NUMERO DE
PULSOS PARA ELETROPORACAO DE ESPERMATOZOIDE SUINOS

Todos os parametros analisados (voltagem, tempo e pulso) ndo demostraram
interacdo entre si (p=0.3271). Os dados da analise em conjunto dos parametros de
eletroporagéo estdo apresentados na figura 17. Quando analisados individualmente,
houve diferenca entre as voltagens utilizadas (p=0,0276), sendo que quando utilizado
500 Volts, observou-se taxa de incorporacao de Pl de 33,55% =+ 3,89, enquanto que

guando se utilizou 1000 Volts a taxa de incorporacéo foi de 45,97% + 3,89.

N&o houve diferenca entre os tempos utilizados (p=0,6940), sendo que para 250 uS a
taxa de incorporacéo foi de 38,67+3,95% e para 500 uS a taxa de incorporacao foi de
40,85+ 3,83%. Também, para o numero de pulsos utilizados, ndo houve diferenca
entre os grupos (p=0,1625), sendo que para 1 pulso a taxa de incorporagao foi de
45,87+3,89% e para 2 pulsos, a taxa de incorporacéo foi de 43,65+3,89%. A figura 17
ilustra os resultados encontrados na comparacdo individual dos parametros da

eletroporagéo.
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Figura 17 — Incorporacéo de lodeto de Propidio conforme o parametro de eletroporacéo
utilizado
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Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P<0,05). Os dados

representam as médias dos quadrados minimos + erro padréo.

Assim, estabeleceu-se como melhores pardmetros a serem utilizados no experimento
seguinte, o grupo 500 volts, 500 uS e 2 pulsos e grupo 1000 volts, 500 uS e 2 pulsos,
pois, embora no conjunto nao tenha havido diferenca estatistica, foram os grupos que
tiveram as maiores taxas absolutas de incorporacéo de Pl.

7.5. EXPERIMENTO 5. EFEITO DA ELETROPORACAO NA VIABILIDADE
ESPERMATICA DE ESPERMATOZOIDES SUINOS

As taxas de marcacdo com cada uma das sondas foram comparadas com as taxas de
marcacdo de um grupo controle, ou seja, um grupo nao eletroporado, mas em que
empregou-se todas as sondas anteriormente citadas. Os dados das anélises da
viabilidade espermatica utilizando sondas estdo representados nos graficos da figura
18.

Figura 18 - Avaliacdo da viabilidade de espermatozoides suinos submetidos a
eletroporacéao



71

60

b
50
a

40 a
30
20
10

0

EPa EPB

Controle

60

50

40
30
20
10

0

Controle

de Acrossoma

de Membrana Plasmatica

% de espermatozoides comlesdo 3
% de espermatozoides comlesdo m

EPa EPB

Eletroporacdes Eletroporacdes

5
c D 2 .
5 £ 15
o< 4 ©
n = L ©
o 0 ES 10
T o o £
sl =] 3 c (& ]
S o 2E®S
b= ] =
£g b SEE
T £ 2 Nggo
=3 g a T EL Controle
L o ES=s5
o © 1 T S
= a5
= &35 -10 =

v = b b
0 S -15
Controle EPa EPB o
Eletroporacdes Eletroporacdes

Taxas de lesdo de A) acrossoma; B) membrana citoplasmatica; C) cromatina. D) potencial de membrana

mitocondrial. Letras diferentes em cada barra representam diferenca significativa (P<0,05).

Os dados representam as médias dos quadrados minimos + erro padrao.

A taxa de LA do grupo controle foi de 41,06+2,54%, nédo diferindo do grupo EPa
(36,71+2,54%) (p=0,4957), porém diferindo do grupo EP (55,77+2,54%) (p=0,0011).
O grupo EPa e EPB também diferiram entre si (p<0,0001) (figura 18.A). Isso demonstra
gue a eletroporacdo com intensidade elétrica mais baixa, como da EPa ndo provoca
aumento nos indices de lesdo de membrana acrossomal quando comparado ao grupo
controle. Em contrapartida, quando utilizada intensidade elétrica mais alta, como da
EPB, a integridade de acrossoma nédo é mantida.

Estes dados sdo corroborados com os de Tomkins e Houghton (1988), os quais
eletroporando espermatozoides humanos, encontraram aumento da reacdo
acrossomal (RA), quando utilizado voltagens superiores a 750 volts (RA= 55%). Ja,
quando utilizado 500 volts, ndo houve incremento significativo na reagcao acrossomal
(RA=25%). A reacao acrossomal em espermatozoides ocorre devido a despolarizagao
da membrana celular, conforme descrito por Schackmann et al. (1981) e a

eletroporacéao promove esta despolarizacao.

A taxa de LMC do grupo controle foi de 40,01+5,34%, nao diferindo do grupo
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EPa (25,78+5,34%) (p=0,1631), nem do grupo EPB (41,72+5,34%) (p=0,9689) (figura
18.B). Também nao houve diferenca entre os grupos EPa e EPB (p=0,1041). Fica

evidenciado que a eletroporacdo, mesmo com uma intensidade elétrica mais alta, ndo
provoca nos indices de lesdo de membrana plasmatica. A manutencao das taxas de
LMC deu-se pelo emprego da recuperacdo da membrana citoplasmatica, conforme

determinado no experimento 3, item 6.4.1.

A taxa de FDNA do grupo controle foi de 1,19+0,34%, n&o diferindo do grupo

EPa (1,64+0,34%) (p=0,6185), porém diferindo do grupo EPB (2,53%0,34%)
(p=0,0241). O grupo EPa e EPB nédo diferiram entre si (p=0,1684) (figura 18.C). A
eletroporacdo apenas quando utilizada em intensidade mais alta, afetou
negativamente as taxas de integridade de cromatina, em comparacdo com 0 grupo
controle, porém, quando em comparagao a mais baixa, ndo houve incremento de lesdo
no DNA.

A taxa de bPMM (figura 18.D) do grupo controle foi de 15,47+2,32%, diferindo
do grupo EPa (-8,13+2,32%) (p<0,0001) e também do grupo EPB (-7,57+2,32%)
(p<0,0001). O grupo EPa e EPB nao diferiram entre si (p=0,9840). Isso demonstra que
a eletroporacdo afetou positivamente os indices de potencial de membrana
mitocondrial, ou seja, a eletroporagcédo, em ambas as configuragdes utilizadas, melhora

o potencial de membrana mitocondrial.

A eletroporacdo pode causar a desestabilizacdo no transporte de elétrons da
membrana mitocondrial, o que leva a producdo de grandes quantidades de espécies
de oxigénio reativo (ROS), conforme descrito por Cavalcanti et al. (2016). Estas ROS
podem causar danos ao DNA esperméatico. Porém, no presente trabalho, este
mecanismo parece nao ter ocorrido, visto que nenhum dos dois danos (a mitocondria
e aintegridade de cromatina) foi observado. Apenas ocorreu aumento da fragmentacéo
de DNA, quando utilizada a voltagem mais alta, o que também né&o pode ser explicado

por este mecanismo de lesao.
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7.6. EXPERIMENTO 6. EFEITO DA TRANSFECCAO USANDO POLIFECCAO E
ELETROPORACAO NA VIABILIDADE DE ESPERMATOZOIDES SUINOS

As taxas de marcagdo com cada uma das sondas nos grupos transfectados por
polifeccdo (PLF), nos grupos da eletroporacéo (EP) e da incubacao, foram comparadas
com as taxas de marcacdo de um grupo controle, ou seja, um grupo de
espermatozoides néo transfectados por nenhum dos métodos. Os dados das analises
da viabilidade espermatica utilizando sondas fluorescentes estédo representados nos

graficos da figura 19.

Figura 19 — Avaliacdo da viabilidade de espermatozoides suinos submetidos a
diferentes métodos de transfecc¢ao.
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guadrados minimos + erro padrao. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.
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A taxa de LA (figura 19.A) do grupo controle foi de 31,68+3,61%, diferindo do grupo
Incubacéo (19,49+3,61%) (p=0.0247), do grupo PLF (70,79+3,68%) (p<0,001), e do
grupo EP (71,82+3,68%) (p<0,001). O grupo Incubacao também diferiu do grupo PLF
(p<0,001) e do grupo EP (p<0,001). Os grupos PLF e EP né&o diferiram entre si
(p=0.8306). Isso demonstra que, em comparagdo com 0 grupo controle, apenas a

incubacdo mantém constante os indices de lesdo de membrana acrossomal.

No método de incubacdo, a internalizacdo do plasmideo a célula se da,
preferentemente, na regido subacrossomal, onde se encontram o MCHII
(FRANCOLINI et al, 1993). Com isso, 0 acrossoma permanece intacto. As condicoes
de meio e temperatura utilizadas, também favorecem a manutencéo da integridade
acrossomal, ja que se realizou nas mesmas condic¢des utilizadas para preservacao de
sémen suino resfriado.

A eletroporacédo, conforme Tomkins e Houghton (1988), pode provocar aumento da
lesdo acrossomal, o que nao foi observado no experimento 5. Porém, aqui estava
também presente o plasmideo. Como a eletroporacdo também abre poros na
membrana acrossomal, o plasmideo, devido ao seu tamanho (14,5 kb) ao passar pelos
poros abertos na membrana, pode ter contribuido para a lesdo no acrossoma. A lesao
acrossomal em espermatozoides também ocorre devido a despolarizacdo da
membrana celular, conforme descrito por Schackmann et al. (1981) e a eletroporacéo

promove esta despolarizacao.

A PLF afeta negativamente a integridade do acrossoma, devido a via bioquimica
desencadeada quando da passagem da PEI pela membrana acrossomal para entrada
na célula. Na internalizacdo na célula, a PEI se liga aos proteoglicanos da membrana
citoplasmatica, desestabilizando a membrana, provocando a translocacao (passagem
da superficie interna da membrana para a externa, neste caso) de fosfatidilserina, que
€ uma caracteristica da apoptose (HUNTER; MOGHIMI, 2010). O acrossoma também
contém a fosfatidilserina, no lado externo de sua membrana, conforme descrito por
Kurz et al. (2005). Assim sendo, a via fosfatidilserina pode tanto afetar a membrana
acrossomal quanto a membrana citoplasmatica. A taxa de LMC do grupo controle foi
de 21,91+3,55%, nao diferindo do grupo INC (20,6+3,81%) (p=0,8037) e do grupo EP
(27,2+3,55%) (p=0,3101), porem diferindo do grupo PLF (66,97+3,55%) (p<0,001). Os
grupos INC néo diferiu do grupo EP (p=0,2224) mas diferiu do PEI (p<0,001). Os
grupos PLF e EP também diferiram entre si (p<0,001) (figura 19.B). Isto denota que a
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IMC néo é afetada tanto pela incubacdo, quanto pela eletroporacdo, métodos que

conseguem manté-la.

A incubacéo nao tem interferéncia na integridade da membrana citoplasmatica,
pois foi realizada utilizando-se o meio BTS a 17 °C, que é condic&o de preservagao do
sémen suino. Este mesmo meio e temperatura € o utilizado para incubacéo
péseletroporacdo para promover a recuperacdo das membranas plasmaticas, assim,
este método também nédo afeta a IMC. Ainda, a internalizacdo do plasmideo, no método
da incubacdo (método da SMGT convencional), ocorre utilizando o0 mecanismo
molecular via MHCII e CD4 (LAVITRANO et al., 1997), o que favorece que a membrana
plasmética ndo seja lesionada.

A PLF é o Unico método a afetar negativamente a membrana, o que ocorre pela
ativacdo da via da fosfatidilserina pela PEI, como previamente descrito. Porém, a
ativacao desta via apareceu unicamente quando a PEI esteve associada ao plasmideo,
ja que tais lesdes ndo ocorreram no experimento 2, quando a PEI foi analisada sem
associacoes, sugerindo que o diametro do complexo PEI-DNA foi importante para as
lesdes ocorressem.. Também, a internalizac&o nao se da por mecanismos moleculares
da célula, e sim pela interacao eletrostatica entre a PEIl e a membrana celular, forcando
a passagem das micelas de PEI pela bicamada lipidica entre as moléculas de

fosfolipidios, lesionando, possivelmente, a membrana citoplasmatica.

A taxa de fDNA (figura 19.C) do grupo controle foi de 0,58+0,08%, diferindo do grupo
incubacéo (3,67+0,03%) (p<0,001) sendo este o0 Unico grupo que afetou negativamente
a integridade da cromatina. A EP teve taxa de fDNA de 1,27+0,29%, nao diferindo do
grupo controle (p=0,1849), assim como a PLF (0,81+0,16%) (p=0,9772). O grupo
Incubacéao diferiu do grupo EP e PLF (p<0,001), os quais ndo apresentaram diferenca
entre si (p=0,9772).

Em comparacdo com 0s experimentos anteriores, nos quais nao se utilizou o
plasmideo para transfeccdo, a PLF teve uma reducdo na fDNA. Isso corrobora o
descrito por Kafil e Omidi (2011), que citam que a PEI ligada ao plasmideo pode ter
uma reducgao de até 50% nos danos ao DNA. Conforme estes autores, a PEI ramificada
poderia, devido aos seus ramos, causar interagcdo com porc¢des intracelulares, como o

DNA, aumentando os danos, o que nao foi observado no presente estudo.
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A eletroporacdo poderia afetar a integridade do DNA, pela acdo das ROS
produzidas nas mitocondrias desestabilizadas, de acordo com o descrito por

Cavalcanti et al. (2016), porém, isso ndo ocorreu no presente trabalho.

A taxa de bPMM do grupo controle foi de 16,52+1,88%, diferindo do grupo
incubacéo que teve bPMM de 23,07%+1,88 (p=0.0211), do grupo EP com taxa de
29,58+1,88% (p<0,0001) e do grupo PLF, com bPMM de 37,46+2,02% (p<0,0001). O

grupo Incubacéo diferiu do grupo EP (p=0,0218) e do grupo PLF (p<0,001), os quais
também apresentaram diferenca entre si (p=0,0084) (figura 19.D).

A internalizagcdo do plasmideo se d&, na SMGT, por processo ativo, utilizando
mecanismo anteriormente descrito no item 5.3.1, o que requer gasto de energia pelos
espermatozoides. Esta energia € provida pela mitocéndria, que € responsavel pelo
metabolismo da glicose. Quanto maior o tamanho do plasmideo maior a quantidade de
energia requerida e maior atividade terdo as mitocondrias. A internalizacdo de
plasmideos muito grandes pode levar a perda do potencial de membrana mitocondrial
pelo grande esforco desempenhado pela organela, para suprir a demanda energética.
Isto fica evidenciado no fato de que, quando utilizado plasmideos menor, como em
Feitosa et al. (2009), que utilizou plasmideo com 4 kb, ndo houve diminui¢cdo do PMM,
ao contrario do ocorrido aqui, utilizando plasmideo de 14,5 kb de tamanho.

A eletroporacéo, aqui, teve efeito negativo no PMM, que pode ter ocorrido
conforme descrito por Cavalcanti et al. (2016) que citam que a EP pode causar a
desestabilizacdo no transporte de elétrons da membrana mitocondrial, 0 que leva a
producéo de grandes quantidades de espécies de oxigénio reativo (ROS). Também, a
presenca do plasmideo parece ter sido importante para a diminuicdo da PMM neste
caso, ja que € o unico fator acrescido em relagéo ao experimento 5, quando 0 mesmo

parametro de eletroporacdo néo teve este efeito na membrana mitocondrial.

A PLF também teve efeito negativo na PMM. A perda do potencial de membrana
mitocondrial deve-se a atividade da caspase (cysteinyl aspartate-specific proteases)
do tipo 3. A liberacdo de citocromo-C pela membrana mitocondrial faz com que as
caspases se ativem, levando a apoptose (HUNTER; MOGHIMI, 2010).
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7.7. EXPERIMENTO 7. COMPARACAO DAS TECNICAS POLIFECCAO,
ELETROPORACAO E INCUBACAO NA TRANSFECCAO DE

ESPERMATOZOIDES SUINOS

As taxas de transfeccdo para cada meétodo, calculadas a partir dos resultados da
analise por FISH, foram comparadas entre si e 0s resultados estéo ilustrados no grafico
da figura 20. Todos os tratamentos diferiram entre si (p<0,0001). O método da
incubacdo, o qual é a metodologia béasica de transfec¢cdo na SMGT, foi usado como
controle e teve taxa de transfeccdo de 17,80+1,07%, semelhante ao encontrado por
Lavitrano et al. (2003), que obteve em torno de 20% de espermatozoides suinos em
gue o plasmideo internalizou o nucleo. Estes autores citam, contudo, que a taxa da
SMGT pode chegar a 80%

Figura 20 — Transfeccéo de espermatozoides suinos por diferentes metodologias
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Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P<0,05). Os dados

representam as médias dos quadrados minimos + erro padréo. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

A taxa de transfeccéo pela eletroporacgao foi de 36,70+2,78%, ou seja, 106% a mais
gue o método INC, significativamente superior a obtida por Horan et al. (1992), o qual
conseguiu incremento de 5 a 10% na captacdo de eDNA por espermatozoides suinos

eletroporados. Esta taxa mais alta de transfeccéo deu-se pelo fato de que no presente
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trabalho procurou-se, anteriormente a transfeccdo, otimizar os parametros da

eletroporacéao, visando alcancar a maior taxa possivel de transfeccéo.

Como ponto desfavoravel, este método demonstrou uma alta taxa de leséo de
acrossoma, devido a reacdo acrossomal que o método proporciona. Porém, a reagéo
acrossomal pode ser desejada, caso se deseje utilizar os espermatozoides
transfectados por este método, na injecao intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSlI, do inglés intracitoplasmatic sperm injection) ou em protocolos de fecundacéo in

vitro.

A taxa de transfeccao do grupo pelo método da polifeccéo foi de 76,8+ 3,09%,
superior ao descrito por Hsu e Uludag (2012), os quais obtiveram taxas de 30 a 35%
de sucesso. Entretanto, a polifeccao provocou altas taxas de lesdo de acrossoma e de
membrana citoplasmética, ambos induzidos pela via da fosfatidilserina, tornando este
mais indicado quando os espermatozoides transfectados possam ser utilizados na
sequéncia por biotécnicas de fertilizacdo in vitro, principalmente na ICSI.

Os resultados obtidos na FISH, para a marcacdo para a sonda controle, bem
como para a marcacdo para quantificacdo da transfeccdo estdo ilustrados,
respectivamente, nas figuras 21 e 22.

Figura 21 — Espermatozoides suinos, marcacao controle com Cy3 para o gene SRY
na FISH

Visualizacdo do gene suino SRY, marcadocom o cromégeno Cy3, utilizado como controle hibridizacéo
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na FISH. Nucleos corados com DAPI. Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Figura 22 — Espermatozoides suinos, marcacao com Cy5 (setas) para o gene eGFP
do plasmideo pmhyGENIE-5 na FISH

Visualizacdo do gene suino eGFP, marcado com o cromégeno Cy5, utilizado como sonda teste na
hibridizac&o na FISH. Ndcleos corados com DAPI.
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8. CONCLUSAO

A transfeccéo pela incubacéo dos espermatozoides com o plasmideo pmhyGENIE-5
foi, dentre os métodos utilizados, 0 que apresentou as menores taxas de transfeccgéo.
Embora tendo taxas de transfeccdo razoaveis, este método ndo demonstrou ser
satisfatorio, haja vista que, com o uso de outras metodologias, podese conseguir
indices de transfeccao superiores. Ambos os métodos, polifeccdo e eletroporacao
possibilitaram maiores taxas de transfeccdo em relacéo a incubacéo. A eletroporacao
apresentou taxas de transfeccao intermediario, sendo seguida pela polifeccdo que

possibilitou uma maior taxa de transfeccédo de espermatozoides suinos.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A despeito das taxas de transfeccdo dos métodos eletroporacao e polifeccao,
estes demonstraram altas taxas de lesdao de acrossoma e de membrana
citoplasmatica, ambos induzidos pela via da fosfatidilserina. Por este motivo, maiores
estudos devem ser realizados visando alternativas para promover a recuperagao dos
espermatozoides apos os processos de transfeccéo. Por outro lado, tais lesdes nao
sdo empecilhos para a fertilizacdo utilizando biotécnicas como a ICSI ou a fecundacéo
in vitro. Assim sendo, para ambas as metodologias sdo recomendadas quando 0s
espermatozoides transfectados por estes métodos puderem ser utilizados em seguida
nestas biotécnicas de fertilizagédo.
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ANEXOS

Anexo A: Meios utilizados na polifeccéao

PBS
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Componentes Empresa Cédigo Quantidade (molar)
NacCl Sigma S5886 5M
KH2PO4  Sigma P5655 1M
K2HPO4  Sigma P3786 1M

Polietilenoimina 20mg/mL

Componentes Empresa Caodigo Quantidade (molar)
NacCl Sigma S5886 0,3305
KCI Sigma P5495 0,0112

Anexo B: Meios utilizados na eletroporacao

Meio de Fecundacédo (Modified Tyrodes Buffered Medium)

Componentes Empresa Cédigo Quantidade (molar)
NaCl Sigma S5886 0,3305
KCI Sigma P5495 0,0112
Glicose Sigma G1514 0,0990
Tris Sigma T6791 0,1214
CacCl. Sigma C7902 0,0551
BSA FAF Sigma A6003 0,0200
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Anexo C: Meios utilizados na analise da viabilidade espermética

Solucéo de Laranja de Acridina (ESTOQUE)

Reagente Fabricante Catalogo Quantidade
Laranja de Acridina Sigma A-6014 60ug
Agua destila g.s.p. 10 mL

Solucéo de Laranja de Acridina (USO)

Reagente Fabricante Catalogo Quantidade
Acido citrico Sigma C1909 2,52¢
NazHPO4 Sigma S-5136 3,408¢g
EDTA Sigma E-5134 0,044669
NaCL Sigma S-5886 1,05192g
L.A. estoque - - 720uL
Agua destila g.s.p. 120mL
pH 6,0

Solucao de detergente aciy,

Reagente Fabricante Catalogo Quantidade
HCI 0,08 M Merk K24537117 0,3
NaCl 0,15 M Sigma S-5886 2,4
Triton x-100 0,1% Sigma x-100 2,63
Agua destila g.s.p. 300 mL

pH 1,2
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Anexo D: Solucgdes utilizadas para a FISH

TE Buffer (Diluicdo das sondas p/ FISH)

Fabricante Catalogo Quantidade

Reagente

Tris 10mM 10mL
EDTA 1mM 2mL

SSC Buffer 6X
Fabricante Catalogo Concentracao

Reagente

NaCl Sigma S-5886 0,9M
Citrato Trissodico 0,09M

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH ou HCI. Autoclavar a solugdo e armazena-la a
temperatura ambiente.

DTT solucéo
Fabricante Catalogo Concentracao
Reagente
1,4-Ditiotreitol Ludwig - 0,02M
Biotec
H20 Ultrapura  estéril - - 10 mL
g.s.p.

Dissolver completamente; Pré-umedecer um filtro de 0,22um, utilizando entre 5 e 0 mL de H20 estéril
e descartando a agua; Aliquotar, em microtubos de 2 mL e armazenar a -20°C; A solugdo pode ser
armazenada por até um ano.

Mistura para Hibridizacao



Fabricante Catalogo Concentracao
Reagente
Formamide Sigma F9037 50%
Sulfato de Dextrano 50% Sigma D8906 10%
SSC (20X) - 10 pL
H20 2 UL

Fazer 100 uL da mistura para cada lamina
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Suinos transgénicos sédo criados para varias finalidades, e podem ser obtidos por varias
metodologias, porém, devido a sua simplicidade e baixo custo, a SMGT apresenta-se como uma
metodologia bastante promissora. Para aumentar a eficiéncia desta técnica, em outras espécies sdo
usados métodos quimicos, como a polifeccao e fisicos, como a eletroporacéo, que possibilitam aos
espermatozoides captarem maiores quantidades de eDNA, mas nenhum destes esta padronizado
para suinos. O objetivo deste estudo foi otimizar protocolos para o uso da polifeccdo utilizando
polietilenoimina e da eletroporacéo na transfeccéo de espermatozoides suinos e definir qual destes
métodos é o mais eficiente. Avaliou-se também a viabilidade celular apds a transfecgdo por cada um
dos métodos, utilizando-se a citometria de fluxo. Para as transfec¢des utilizou-se o plasmideo
pmhyGENIE-5. Para a eletroporacgéo, o protocolo utilizando 500 volts, 500us e 2 pulsos obteve a
melhor viabilidade celular e taxa de transfec¢céo de 36,7% e para a polifeccdo o protocolo utilizando
0,5mg/mL, com incubacéo de 10 minutos pulsos obteve a melhor viabilidade celular e taxa de
transfeccéo de 76,8%. O método de incubacéo, que foi utilizado como controle demonstrou uma
taxa de transfeccéo de 17,80%z=1,07. A eletroporacgéo teve 36,70%+2,78 de eficiéncia, enquanto a
taxa de transfeccéo da PEI foi de 76,8%+3,09, demonstrando que estes métodos foram mais
eficientes que a incubacao.
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