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1. INTRODUCAO

A transfeccdo € um procedimento que introduz &cidos nucleicos exdgenos
para produzir células geneticamente modificadas. Uma das principais aplicacées
dos métodos de transfeccdo estd no campo de pesquisa em Biotecnologia Animal
(Stewart et al., 2016). Os animais geneticamente modificados podem ser usados
para elucidar mecanismos moleculares de processos patolégicos relevantes,
aumentar a producdo animal, funcionar como biorreatores, entre outras
aplicacoes.

Quando a transfeccdo de DNA exogeno é aplicada as células espermaticas
para produzir embribes transgénicos, essa técnica €é conhecida como
Transferéncia Génica Mediada por Espermatozoides (SMGT). A SMGT baseia-se
na capacidade natural das células espermaticas de interagir, internalizar e
transferir DNA exdgeno para um odcito durante o processo de fertilizacdo (Smith
et al., 2012). No entanto, essa técnica ainda possui uma eficiéncia muito limitada,
principalmente devido as baixas taxas de internalizacdo, e por outros fatores
biolégicos ainda ndo totalmente elucidados que levam a uma diminuicdo da
qualidade espermaética.

Buscando a otimizacdo desta técnica, um dos métodos empregados tem
sido o uso de nanoestruturas para melhor interacdo do DNA exdgeno com as
células espermaticas (Campos et al., 2011). Dendrimeros catidnicos carregados
positivamente facilitam a interacdo de biomoléculas exdgenas e a membrana
celular da célula alvo (Movassaghian et al., 2011). Acreditava-se que
caracteristicas intrinsecas dos reagentes de transfec¢éo ou utilizacdo de grandes
quantidades de DNA exodgeno poderiam desencadear a ativacdo das
endonucleases, resultando na degradacdo ndo somente do DNA exdgeno, mas
também do proprio DNA genbmico espermatico. Esse fato poderia explicar as
diferencas na repetibilidade e eficiéncia da transfec¢cdo. No entanto, em estudos
anteriores, como o de Feitosa e colaboradores (2010), foi demonstrado que a
internalizacdo de DNA exogeno ndo induz a fragmentagdo do genoma
espermatico em bovinos.

Portanto, nossa hipotese é de que o dano causado pela transfec¢do é
pronunciado no epigenoma do espermatozoide, especificamente sobre os
microRNAs desta célula. MicroRNAs sdo pequenas moléculas de 22 a 24
nucleotideos que formam estruturas parcialmente complementares aos seus
genes alvo, levando a repressao translacional destes (Herkenhoff et al., 2018).
Apesar de avancos na area de Biotecnologia Animal, os supostos efeitos
prejudiciais dos métodos de transfeccdo na populacdo de microRNAs
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espermaticos e suas consequéncias para a qualidade destas células ainda nao
foram elucidados.

Assim, o presente estudo tem como objetivo identificar os efeitos da
transfeccdo de DNA exdgeno associado a nanoestrutura catidnica sobre os
parametros de motilidade e expressdo de microRNAs em espermatozoides
bovinos.

2. METODOLOGIA

Aliquotas de 100 x 10° células espermaticas foram adicionadas em cada
tratamento e usadas nas analises subsequentes. Os grupos experimentais foram
definidos de acordo com o método de transfeccdo realizado: incubacdo com ou
sem DNA exdgeno livre; e transfeccdo mediada por dendrimero catibnico com ou
sem DNA exogeno.

A andlise dos efeitos dos diferentes métodos de transfeccdo sobre a
motilidade espermética foi realizada através do Sistema Computadorizado de
Andlise de Sémen (AndroVision®, Minitiibe, Alemanha). Apés a extracdo do RNA
total espermatico, o sequenciamento dos microRNAs foi feito na plataforma MiSeq
(lumina, EUA). Posteriormente, A expressao diferencial dos microRNAs entre 0s
grupos foi analisada com o auxilio do pacote edgeR, seguido da predicao in silico
dos genes alvos e vias moleculares afetadas.

As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais nos parametros de
motiliade foram analisadas por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de
Tukey. Todos os dados estdo demonstrados como média * erro padrdo da média
e valores de P abaixo de 0,05 foram considerados significativos. Todas as
analises foram realizadas em trés repeticées independentes apds 30 minutos de
incubacédo das células.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise computadorizada da motilidade espermatica revelou que a
internalizacdo do DNA exdgeno livre nos espermatozoides bovinos ndo alterou
seus parametros cinéticos (Fig. 1A e 1B). Importante ressaltar que a manutencéao
da normalidade dos parametros cinéticos é uma das principais caracteristicas
responsaveis pelo papel dos espermatozoides no processo de fertilizagdo do
oocito.

Observamos, no entanto, que 0s espermatozoides transfectados com
dendrimero cationico apresentaram uma diminuicdo significativa na motilidade
total (Fig, 1A, P<0,05) e progressiva (Fig. 1B, P<0,05), em comparagdo com 0s
grupos controles.
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Figura 1. Motilidade total (A) e progressiva (B) de espermatozéides bovinos
transfectados com DNA exdgeno. Letras diferentes indicam diferenca significativa
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entre 0s grupos experimentais ao nivel de P <0,05. Os dados estdo expressos
como média * erro padrdo da média. N = 3.

Embora a interagcdo de nanoestruturas cationicas com a membrana seja
essencial para uma bem-sucedida transfeccdo de DNA exogeno, grandes
rupturas podem causar danos severos a toda a membrana (Shakhbazau et al.,
2010). Isso, por sua vez, € seguido por um influxo de fluido extracelular e inicio de
uma cascata de eventos apoptéticos, levando a diminuicdo do numero de
espermatozoides viaveis e moveis.

Por meio de Sequenciamento de Nova Geragdo, observamos que 0
método de transfeccdo de DNA exdgeno mediado por dendrimero, quando
comparado ao controle, induziu o aumento da expressdo de oito microRNAs e a
diminuicao da expressao de um unico microRNA (p<0,01 e FDR <0,03).

Através de ferramentas de predicao in silico, revelamos que o conjunto de
microRNAs expressos diferencialmente tém como alvos cerca de 4800 genes,
sendo a maioria relacionados a vias moleculares diretamente envolvidas em
potencial fertilizante e desenvolvimento embrionario (Alonso et al., 2017; Lucchesi
et al., 2016), reforcando a hipotese de que fatores exdgenos podem ter efeitos
sobre o epigenoma, levando a modulacdo da expressdao de microRNAs
importantes ndo somente para 0 espermatozoide, mas também para o embrido
gerado através de biotécnicas aplicadas a reproducédo animal.

4. CONCLUSOES

Em resumo, nossos resultados permitem concluir que a nanoestrutura
catibnica utilizada leva a uma diminuicdo dos parametros de motilidade, e ainda,
altera a expressdo de importantes microRNAs relacionados a cinética e
embriogénese, os quais podem vir a ser usados como biomarcadores moleculares
da qualidade espermatica.

Além disso, uma vez que existem varios genes-alvo preditos para 0s
microRNAs infra e superexpressos identificados no presente estudo,
investigacbes futuras devem se concentrar na elucidacdo do papel destes
microRNASs sobre o posterior desenvolvimento de embrides bovinos transgénicos.
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