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1.INTRODUGAO

A transgénese animal consiste na insergdo de DNA exdégeno no genoma,
permitindo sua transmissédo as geragdes seguintes (HOUDEBINE, 2003). Na
producdo animal, essa biotecnologia é explorada para aprimorar caracteristicas
como desempenho reprodutivo, eficiéncia alimentar, crescimento, resisténcia a
patégenos e qualidade de produtos (SHAKWEER et al., 2023).

Entre as metodologias, destaca-se a Transferéncia Génica Mediada por
Espermatozoides (SMGT), técnica de baixo custo que utiliza a capacidade dos
espermatozoides de internalizar DNA exdgeno e transferi-lo durante a fertilizagao
(LAVITRANO et al., 1989). O sucesso do SMGT depende tanto da eficiéncia de
internalizacdo quanto da preservacao da funcionalidade espermatica, motivando o
desenvolvimento de estratégias para otimizar o processo (CAMPOS et al., 2011).

A eletroporacdo espermatica, baseada na formagao transitoria de poros de
membrana por pulsos elétricos, € uma dessas alternativas. Embora a eletroporacgao
em cubeta seja simples e permita processar grandes volumes, a necessidade de
altas voltagens compromete a viabilidade celular e aumenta a variabilidade de
transfeccdo. Nesse cenario, a eletroporagdo capilar surge como alternativa
promissora, pois gera campo elétrico mais uniforme, reduzindo danos celulares e
melhorando a eficiéncia de transfecgdo em diferentes espécies (BLODORN et al.,
2018). No entanto, seus efeitos sobre a qualidade espermatica em equinos
permanecem pouco elucidados. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o
impacto de diferentes voltagens de eletroporacédo capilar sobre a motilidade
espermatica em equinos.

2.METODOLOGIA
2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
Amostras de sémen equino foram fornecidas pela empresa Hartwig
Fertilidade Equina (RS, Brasil), diluidas 1:1 em diluente comercial BotuSémen®
(Botupharma, Brasil) e transportadas até o Laboratoério de Gendbmica Estrutural da
UFPEL. No laboratério, apenas ejaculados com motilidade superior a 80% foram
selecionados. A concentragédo espermatica foi determinada em camara de Neubauer
sob microscopia Optica. As amostras elegiveis foram reunidas em um pool
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homogéneo, lavadas por centrifugacéo a 700xg por 5 min para serem utilizadas nos
processos e avaliagdes subsequentes.
2.2 ELETROPORAGAO CAPILAR

Foram estabelecidos grupos experimentais variando quanto a presenca de
DNA exogeno (plasmideo pEGFP-N1) e a submissao ao processo de eletroporagao
capilar. Os grupos eletroporados foram submetidos a diferentes voltagens (500,
1000, 1500, 2000 e 2500 V). Para cada tratamento, foram preparados 100 pL de
suspensao contendo 25 x 10° espermatozoides em meio Opti-MEM™ (Life
Technologies, EUA). O DNA exdgeno foi adicionado na concentragéo de 1 ug por
100 uL de amostra. A eletroporacdo foi realizada no equipamento Neon®
(Invitrogen, EUA), aplicando-se um unico pulso elétrico de 1 ms de duragdo em
todas as voltagens testadas.

2.3 ANALISE DA MOTILIDADE ESPERMATICA

A motilidade foi avaliada por analise automatizada utilizando o sistema CASA
(Computer-Assisted Sperm Analysis — AndroVision®, Minitube, Alemanha),
acoplado a microscépio de contraste de fase (Olympus BX53) com aumento de
200x. Aliquotas de 5 uL das amostras foram depositadas em |amina pré-aquecida a
37 °C e cobertas com laminula. Para cada amostra, de trés a cinco campos foram
examinados, sendo avaliados pelo menos 200 espermatozoides por campo para
medi¢cdo da motilidade total (%), definida como o percentual de espermatozoides
com qualquer movimento flagelar.

2.4 ANALISE DA INTEGRIDADE DO ACROSSOMA

A integridade acrossomal foi avaliada por coloragdo com lectina de
amendoim (PNA) conjugada a fluoresceina isotiocianato (FITC) e iodeto de propidio
(PI). Os espermatozoides foram classificados como com acrossomas integros
(FITC/PNA- e PI-) ou como danificados (FITC/PNA+ e Pl—; FITC/PNA- e PI+;
FITC/PNA+ e PI+). Os resultados foram expressos como porcentagem de células
com acrossomas intactos.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de motilidade total e integridade acrossomal foram avaliados
quanto a normalidade (teste de Shapiro—Wilk) e homogeneidade de variancias (teste
de Levene). Atendidos esses pressupostos, aplicou-se two-way ANOVA para
analisar os efeitos da presenca de DNA exogeno e das diferentes voltagens de
eletroporagdo. As comparagdes multiplas entre grupos foram realizadas pelo teste
de Tukey. As analises estatisticas e a construgédo dos graficos foram conduzidas no
GraphPad Prism v8.0. Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da
média (SEM), adotando-se significancia em p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A eletroporagao capilar afetou os parametros de motilidade total e integridade
do acrossoma. Conforme ilustrado na Figura 1, observou-se redugao inversamente
proporcional da motilidade total em relagdo ao aumento da voltagem, com
diferengas significativas em comparagdo ao controle (p < 0,05), resultado
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consistente com estudos prévios em outras espécies (BLODORN et al., 2018).
Ainda, na presenca de DNA exogeno, verificou-se queda acentuada da motilidade
total somente nas maiores voltagens (2000 e 2500V), sugerindo efeito sinérgico
entre estresse elétrico e plasmidial nestes grupos.
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Figura 1 - Motilidade total dos espermatozoides submetidos a diferentes voltagens, na presenga ou

auséncia de DNA exdgeno, em sistema de eletroporagao capilar na presenga ou auséncia de DNA

exégeno. Letras diferentes entre os grupos indicam diferenca significativa ao nivel de p <0,05. Os
dados estdo expressos como média + SEM.

Em relagcdo a morfofuncionalidade espermatica, a integridade do acrossoma
nao foi afetada nas voltagens até 1000V, onde os valores destes grupos (500 e
1000V) ndo mostraram diferengas em relagéo ao controle (p > 0,05).

Grupos DNA Integridade do
experimentais ex6geno acrossoma
- 64.65 + 1.41A
Nao eletroporado
b 65.20 + 2.67A
. 59.26 £ 0.177B
500 V
+ 59.59 + 0.32ABC
- 56.69 + 2.28ABC
1000 V
+ 55.37 £ 1.17ABC
N 48.03 + 1.336CD
1500 V
. 47.17 +4.08¢0
- 41.00  2.360
2000 V
. 4043 +3.90
o 37.65 2 0.7°
2500 V
o+ 36.40 £0.5°

Tabela 1 - Integridade do acrossoma dos espermatozoides submetidos a diferentes voltagens, na
presencga ou auséncia de DNA exdgeno, em sistema de eletroporagéo capilar na presenga ou
auséncia de DNA exdgeno. Letras diferentes entre os grupos indicam diferenga significativa ao nivel
de p <0,05. Os dados estao expressos como média + SEM.

Semelhante a motilidade, a integridade acrossdmica influencia a capacidade
de fecundacédo durante a fertilizagao in vitro. Essa caracteristica € essencial para
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que o espermatozoide possa atravessar as células do cumulus que rodeiam o odcito
e a zona pelucida. Nossos resultados mostraram um padrao, onde, quanto maior a
voltagem, maiores foram as perdas na integridade do acrossomo.

4. CONCLUSAO

O estudo demonstrou que a eletroporagdao capilar exerce efeitos
diferenciados sobre a motilidade total e a integridade acrossomal de
espermatozoides equinos. Voltagens elevadas reduziram significativamente esses
parametros, evidenciando a sensibilidade celular ao estimulo elétrico. Em
contrapartida, voltagens intermediarias mostraram-se promissoras, permitindo a
internalizacdo de DNA sem comprometer de forma critica a funcionalidade
espermatica necessaria a fertilizacdo. Esses resultados indicam que a aplicagao de
voltagens moderadas pode integrar protocolos de SMGT em equinos, contribuindo
para superar limitagbes da metodologia convencional e favorecer a produgédo de
animais geneticamente modificados. Entretanto, a otimizagcdo da técnica requer
investigacao adicional sobre variaveis criticas, incluindo intensidade dos pulsos
elétricos, propriedades do DNA exogeno, condicbes do sémen e composicido do
meio de eletrotransfecgao.
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