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RESUMO

SOUZA, A. P. Transferéncia génica de fibroblastos, o6citos e embriées suinos
mediada por polietilenoimina. 2019. 87p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal.
Area: Producdo Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de
Pos-graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2019.

Diferentes metodologias séo utilizadas para produzir suinos transgénicos, entre elas
estdo microinjecdo pronuclear, transferéncia génica mediada por espermatozoide,
microinjecdo de vetores retrovirais em odcitos, transferéncia nuclear de células
somaticas previamente modificadas. Todos esses métodos foram capazes de
produzir com sucesso suinos transgénicos. Porém, ainda apresentam limitacoes,
como a baixa integracdo do transgene e baixo percentual de animais produzidos,
ainda, algumas sado caras e laboriosas. Assim, torna-se relevante o desenvolvimento
de métodos e padronizacdes que aumentem a eficiéncia e melhorem a relacdo
custo-beneficio da producdo de suinos geneticamente modificados. A
Polietilenoimina (PEI) € um polimero catiénico, que condensa o DNA em particulas
carregadas positivamente, formando complexos que se ligam aos residuos de
superficie anidnicos e sdo levados para dentro da célula por endocitose. Tem-se
descrito 0 uso da PEI como um bom agente transfectante numa ampla gama de
tipos celulares, apesar disso, até o0 momento ndo ha um protocolo desenvolvido para
este polimero visando a transfeccdo de células na espécie suina. Diante disto, o
objetivo do presente trabalho desenvolver protocolos de transfeccdo celular eficiente
para fibroblastos fetais, od6citos e embrides suinos. Para isso, o presente trabalho foi
realizado em duas etapas. A etapa | consistiu no desenvolvimento de um protocolo
para de transfeccdo génica para fibroblastos fetais suinos (FFS). Para isso foram
conduzidos 3 experimentos. No experimento 1 foi avaliada a capacidade da PEI de
ser internalizada em diferentes concentracbes (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e
80ug/mL) por incubacdo em diferentes periodos (0,5, 1 e 2 horas). O experimento 2
foi realizado para determinar a melhor razdo polimero/eDNA, sendo o grau de
complexacdo avaliado por eletroforese em gel de agarose. No experimento 3, a
transfeccdo foi realizada baseada nos resultados dos experimentos anteriores. Para
a transfeccao, foram utilizadas as concentragdes 10 e 40ug/mL, a razdo N/P igual a
2, por um periodo de incubacdo de 0,5h. Nao foi verificada diferenca entre as
concentracdes de PEI utilizadas na porcentagem de células positivas para GFP, no
entanto, a concentracdo de 40ug/mL causou maiores danos as células
transfectadas. Além disso, a GFP foi expressa por um periodo de 3 dias, o que
sugere que o plasmideo atingiu o nucleo dos fibroblastos, tendo o gene sido
expresso de forma ndo transiente. A etapa Il, consistiu no desenvolvimento de um
protocolo para de transfeccdo génica para oocitos e embrides suinos. Nesta etapa
foram conduzidos 2 experimentos. No experimento 1 foi avaliada a capacidade da
PEI de ser internalizada em diferentes concentragbes (10; 20; 40 e 80ug/mL). No
experimento 2, baseado nos resultados do experimento 1, as transfeccdes foram
realizadas utilizando as concentracdes 20 e 80ug/mL, a razdo de PEl eDNA igual a
2, por 0,5h de incubacéo. Nesta etapa foi demostrado que a PEI, diferente de outros
agentes transfectantes, tem a capacidade de passar a zona pellcida, sendo o
protocolo desenvolvido foi capaz de produzir blastocistos transgénicos para GFP,
tanto de oocitos e embrides transfectados. Os resultados apresentados neste
trabalho mostram que através da transfeccdo génica mediada pela polietilenoimina



foi possivel gerar fibroblastos e blastocistos suinos transgénicos para proteina verde
fluorescente de forma eficiente.

Palavras-chave: Polimero catidnico. Vetores nao virais. Entrega de genes.



ABSTRACT

SOUZA, A. P. Polyethyleneimine-mediated gene transfer in swine fibroblast,
oocyte and embryos. 2019. 87p. Doctoral Thesis in Animal Science. Area of
concentration: Animal Production — Santa Catarina State University. Animal Science
Postgraduate Program, Lages, 2018.

Different methodologies are used to produce transgenic pigs, among them are
pronuclear microinjection, sperm-mediated gene transfer, microinjection of retroviral
vectors into oocytes, and nuclear transfer of previously modified somatic cells. These
methods are able to successfully produce transgenic pigs. However, limitations such
as low transgene integration and low percentage of animals produced, furthermore
some are expensive and laborious. The development of methods and standards
increases the efficiency and improve the cost-benefit ratio of genetically modified pig
production becomes relevant. Polyethyleneimine (PEI) is a cationic polymer which
condenses the DNA into positively charged particles forming complexes that bind to
the anionic surface residues and are carried into the cell by endocytosis. The use of
PEI as a transfectant agent in a wide range of cell types has been described,
however, so far has not been yet a protocol developed for this polymer to transfect of
cells into the swine species. In view of this, the objective of the present work was to
develop efficient cellular transfection protocols for fetal fibroblasts, oocytes and swine
embryos. The present work was carried out in two stages. Stage | consisted of the
development of a protocol for gene transfection for swine fetal fibroblasts (FFS).
Therefore, 3 experiments were conducted. In the experiment 1, the capacity of the
PEI to be internalized at different concentrations (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 and
80ug / mL) by incubation at different periods (0.5, 1 and 2 hours). Experiment 2 was
performed to determine the best polymer / eDNA ratio, and the degree of
complexation was evaluated by agarose gel electrophoresis. In experiment 3,
transfection was performed based on the results of the above experiments. For
transfection, the concentrations 10 and 40 pg / mL were used, the N / P ratio was 2,
for an incubation period of 30 minutes. No difference was found between the
concentrations of PEI used in the percentage of GFP positive cells, however, the
concentration of 40 ug / ml caused greater damage to the transfected cells. In
addition that, GFP was expressed for a period of 3 days, suggesting that the plasmid
reached the fibroblast nucleus, and the gene was expressed non-transiently. Stage I
consisted of the development of a protocol for gene transfection for oocytes and
swine embryos. In this stage 2 experiments were conducted. In the experiment 1, the
capacity of the PEI to be internalized in different concentrations (10; 20; 40 and
80pg/mL) was evaluated. In experiment 2, based on the results of experiment 1,
transfections were performed using concentrations of 20 and 80ug / mL, the PEI /
eDNA ratio was 2, for 0,5 hours of incubation. In this step it was demonstrated that
PEI, unlike other transfecting agents, has the ability to pass the zona pellucid, and
the protocol developed was able to produce transgenic blastocysts for GFP, both
oocytes and transfected embryos. The results presented in this work show that
through polyethyleneimine-mediated gene transfection it was possible to generate
transgenic fibroblasts and swine blastocysts to efficiently express fluorescent green
protein.

Keywords: Cationic polymer. Non-viral vectors. Gene delivery.
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1 INTRODUCAO

Animais geneticamente modificados (AGM) sdo organismos que por acdo do
homem tenham sequéncias de DNA exdgeno (eDNA) de outra espécie inseridas no
seu genoma, ou que seu patriménio genético tenha sofrido qualquer alteracéo
engendrada e executada pelo intelecto humano (RUMPF; MELO, 2005). Suinos
transgénicos ganharam grande importancia nos ultimos anos. Além do interesse
zootécnico pela espécie, esta destaca-se na pesquisa biomédica, pelo fato de haver
grande similaridade com o ser humano do tamanho, fisiologia e metabolismo dos
orgdos (VAJTA, 2007), bem como na sequéncia de genes (BENDIXEN et al., 2010)
Modificacdes direcionadas no seu genoma possibilitam que estes animais produzam
tecidos ou Orgdos para xenotransplante em humanos, proteinas de interesse médico
e ainda sejam modelos animais para estudo de doencas humanas (WHITELAW et
al., 1999). Além disso, suinos crescem rapido, sdo altamente proliferos, e o custo de
manutencdo é relativamente baixo, caracteristicas que favorecem a producdo de
AGM (RUMPF; MELO, 2005).

Diferentes metodologias foram utilizadas para produzir suinos transgénicos,
entre elas estdo a microinjecdo pronuclear (HAMMER et al.,1985), a transferéncia
génica mediada por espermatozoide (LAVITRANO, et al., 2003), os vetores
retrovirais em odcitos (CABOT, 2001), a transferéncia nuclear de células somaticas
(TNCS) previamente modificadas (PARK et al. 2001) entre outros. Todos esses
métodos foram capazes de produzir com sucesso suinos transgénicos, porém ainda
apresentam limitagbes, como a baixa integracdo do transgene e baixo percentual de
animais produzidos, ainda, algumas s&o caras e laboriosas. Assim, torna-se
relevante o desenvolvimento de métodos e padronizagbes que aumentem a
eficiéncia e melhorem a relacdo custo-beneficio da producdo de suinos
geneticamente modificados.

Tem-se descrito o uso do polissomo polietilenoimina (PEI) como um bom
agente transfectante numa ampla gama de tipos celulares (YAMANO; DAI, MOURSI,
2010) e para terapia génica (SHARMA et al., 2011). A PEI é um polimero catidnico,
que condensa 0 eDNA em particulas carregadas positivamente, formando
complexos que se ligam a residuos de superficie anidnicos e sao levados para
dentro da célula por endocitose (GAO; KIM; LIU, 2007). Além de apresentar

toxicidade limitada e boa eficécia in vitro (MAURISSE et al., 2010), estes polimeros
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apresentam melhor relacdo custo-beneficio quando comparado a outros agentes
(FUKUMOTO et al.,, 2010). Ainda, acredita-se que o0 poliplexo atue diminuindo a
tendéncia de fusdo endossomal e favorecendo a entrada do eDNA no nucleo
(KUNATH et al, 2003). Os complexos PEVeDNA podem ser adicionados
diretamente ao meio de cultura contendo as células, sem a necessidade de
dispositivos especializados ou equipamentos caros. Desta forma, podem oferecer
uma opcado mais acessivel e segura para transfeccdo celular. No entanto, até o
momento, apesar de sua promissora utilizacdo, ndo ha um protocolo padronizado
para este polimero visando a transfeccédo de células na espécie suina.

Devido ao seu rapido crescimento e potencial proliferativo, os fibroblastos
fetais tém sido o principal tipo celular usado na TNCS associada a transgénese.
Fibroblastos fetais usualmente sdo mais faceis de serem reprogramadas do que
células adultas (HEYMAN et al, 2002). Lee et al. (2003) demostraram que a
utiizacdo de fibroblastos fetais na TNCS de suinos, resulta em melhor
desenvolvimento embrionario quando comparado a qualquer célula doadora adulta.
Apesar da TNCS ser atualmente o método mais utilizado e preciso para produzir
suinos geneticamente modificados, a técnica enfrenta desafios que incluem a baixa
eficacia dos meétodos de entrega do material genético ao genoma da célula doadora
do nidcleo (BRESSAN, 2008). Desta forma, o desenvolvimento de protocolos
eficientes de transfeccdo para células de suinos doadoras de nucleo € fundamental
para a consolidacdo da TNCS na producédo de suinos transgénicos.

A maturacdo nuclear dos odécitos de mamiferos envolve a ruptura do envelope
nuclear e a sequéncia de etapas que completam a meiose | (MIl) até ocorrer a
extrusdo do 1° corpusculo polar, atingindo a fase de Metafase I (Ml) (OTERO,
2008). A auséncia do envelope nuclear, pode facilitar o contato do eDNA com a
cromatina, permitindo uma maior eficiéncia na integracdo do gene de interesse ao
genoma. Assim, a fisiologia dos odcitos favorece a incorporacdo de eDNA, o que 0s
torna excelentes candidatos para transfeccdo. Ainda, nas metodologias atuais de
producdo de AGM o0s odcitos sdo pouco explorados, na maioria delas, eles séo
utilizados apenas como receptores de nicleo, como é o caso na transferéncia
nuclear de células somaticas modificadas. Os zigotos apresentam alta taxa de
divisdo celular, e assim como odcitos podem ser Otimas células para transfeccéao.
Porém, a transfeccéo génica de odcitos e embrides € um desafio, por varios motivos,

entre eles, a presenca da zona pellicida, camada espessa de glicoproteina que
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protege estas células de agentes exteriores, e a alta sensibilidade de suas células a
agentes estressores. Atualmente a metodologia de AGM mais utilizada para
transfectar odcitos e zigotos é a microinjecdo. Porém essa técnica é pouco eficiente,
dificil de ser executada e o numero de células que podem ser transfectadas é
limitado (KUES; NIEMANN, 2004). O desenvolvimento de métodos alternativos e
eficientes de transfeccdo génica, que superem as limitagbes para odcitos e
embrides, € de suma importancia para o aprimoramento da producdo de suinos
transgénicos

Diante disto, o objetivo deste estudo foi desenvolver protocolos de
transfeccéo celular eficientes e seguros, com a utilizacdo da PEI, para fibroblastos,

oocitos e embrides suinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METODOS DE TRANSFECCAO GENICA

O DNA exogeno, por apresentar carga negativa, € uma macromolécula que
nao consegue passar facilmente pela membrana celular e integrar-se no genoma
celular. Por isso, devem ser implementados métodos mecanicos, fisicos ou quimicos
para permitir a incorporacdo de DNA exdgeno. Por outro lado, para ser transgénico,
um animal deve apresentar o DNA exdgeno em todas as suas células, incluindo os
gametas, para permitir a transmissdo a progénie. O DNA exdgeno deve, portanto,
estar presente em todas as células do embrido, independentemente do método
utilizado para a transferéncia génica (HOUDEBINE, 2005).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para o estabelecimento de um
eficiente sistema transferéncia do DNA exdgeno para a célula alvo. Os sistemas
existentes incluem carreadores virais (JAENISCH et al.,, 1975) ou ndo virais, estes

podendo ser classificados em métodos fisicos e quimicos (HSU E ULUDAG, 2012).

2.1.1 Métodos Virais

A transfecgédo utilizando vetores virais constitui uma importante ferramenta
para a introducdo de DNA em células mamiferas devido ao seu mecanismo natural
de ultrapassar barreiras celulares e assumir o controle da replicacdo, transcricao e
traducdo (KUES; NIEMANN, 2011). A primeira transferéncia de DNA exdgeno
(transgene) para um mamifero, com posterior transmissdo do transgene para a
geracdo seguinte foi obtida através da infeccdo de embrides de camundongo com o
retrovirus transmissor da leucemia (JAENISCH et al., 1975).

O uso dos lentivirus para introducdo do transgene tem se consolidado como
um processo mais eficiente. A transgénese lentiviral € considerada menos invasiva,
e tecnicamente menos exigente. Além disso, vetores lentivirais podem infectar uma
grande variedade de células de vertebrados, tornando potencialmente Util para criar
animais transgénicos em numerosas espécies (PFEIFER, 2004). Diversos animais
transgénicos ja foram produzidos utilizando-se o sistema lentiviral, como por
exemplo, ratos (MICHALKIEWICKS et al.,, 2007), camundongos (LOIS et al., 2002),



24

bovinos (HOFMANN et al, 2004), suinos (HOFMANN et al., 2003) e aves
(MCGREW et al., 2004).

Apesar dos vetores virais apresentarem caracteristicas interessantes, seus
componentes imunogénicos, baixa capacidade de carga génica, capacidade de
causarem tumores, além da sua dificuldade de utilizacdo em larga escala, podem
limitar a utilizagdo na produgdo de animais transgénicos, bem como na terapia
génica (HOUDEBINE, 2002; KUES, NIEMANN, 2011).

2.1.2 Métodos fisicos

2.1.2.1 Microinjecao pronuclear

Durante anos, a microinjeccdo de eDNA no pronldcleo de zigotos foi
considerada o método de escolha para gerar um animal transgénico. A microinjecao
foi desenvolvida por Gordon et al. (1980), que demonstrou que o DNA do virus simio
40 (SV40) heter6logo ao ser microinjetado em pronlcleos de zigotos murinos
integrou-se aos cromossomos, sendo capaz de replicar e ser encontrado nos
tecidos da prole. A injecdo pronuclear de eDNA também foi usada para produzir o
primeiro animal transgénico de producdo ha mais de 20 anos (HAMMER et al.,1985).
Desde entdo, a tecnologia foi aplicada a outros mamiferos como, coelhos, suinos,
ovinos e bovinos (HOUDEBINE, 2002). A microinjecdo consiste na injecdo de varios
milhares de coOpias de eDNA em pronlcleos de zigotos. Contudo, este método
apresenta problemas que incluem a baixa eficiéncia (KUES; NIEMANN, 2011).

A microinjecdo é um procedimento delicado que necessita equipamentos
sofisticados e técnicos altamente treinados e experientes. Particularmente em
suinos, a opacidade do odcito torna a visualizacdo do seu prondcleo dificil,
requerendo que sejam centrifugados antes da microinjecdo (HAMMER et al.,1985).
Ainda, para a microinjecdo as células sao manipuladas individualmente, o que pode

acarretar em danos celulares limitando o nimero de células transfectadas.

2.1.2.2 Eletroporacéo

Na eletroporagdo, o eDNA de interesse € incubado em solucdo

com as células-alvo, sendo a solucdo submetida a um pulso elétrico de curta
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duracdo e alta voltagem, o que provoca desestabilizacdo e a abertura de poros
transitorios nas membranas celulares, permitindo a entrada do eDNA (BRESSAN,
2008).

A eletroporacdo é uma técnica amplamente utilizada para a introducdo de
diferentes macromoléculas tais como proteinas, hidratos de carbono, particulas de
virus, DNA e mRNA em cultivo de células, tecidos vivos (BARRY, 2001; DEZAWA et
al., 2002) e espermatozoides (RIETH; POTHIER; SIRARD, 2000). Ao contrario da
microinjecdo, onde cada célula tem de ser manipulada individualmente, a
eletroporacdo permite a transfeccdo em um grande numero de células ao mesmo
tempo e a quantidade de eDNA ndo é um fator limitante. Uma desvantagem de sua
utilizacdo deve-se ao fato de que a eletroporacdo pode produzir alta taxa de
mortalidade celular, além disso, os protocolos apresentam baixa reprodutibilidade,
fatores que podem limitar seu uso (KUES; NIEMANN, 2011).

2.1.3 Métodos quimicos

Problemas de imunogenicidade associados a virus, adicionados a questfes
de producdo em larga escala e controle de qualidade, levaram ao surgimento de
vetores ndo virais como alternativa. Os vetores quimicos condensam-se com acidos
nucléicos e formam nanoparticulas para facilitar a entrega do gene, com as
vantagens da menor toxicidade, bom custo-beneficio, facilidade de producdo e
versatilidade para diferentes aplicacbes (MORILLE, et al, 2008). Varios vetores nao-
virais envolvendo lipidios, polimeros e peptideos foram desenvolvidos para uso
como carreadores nado-virais de entrega de genes (WONG, PELET, PUTNAM,
2007). Os lipidios cati6nicos e polimeros catidnicos estdo entre 0s mais estudados.

Lipideos catidnicos foram estudados inicialmente por Felgner et al (1987) e
diversas formulacdes lipidicas tem sido descritas desde entdo, bem como variacdes
quanto as relacées de carga de lipoplexos, decorrente da molaridade do lipidio
cationico utilizado (positivo) e da molaridade do vetor plasmidial (negativo). Ambas
caracteristicas, composicao lipidica e relacdo de carga, mostraram afetar a eficiéncia
de transfeccdo (PARKER et al., 2003). Os lipidos catibnicos sdo tecnicamente
simples e rapidos de formular, disponiveis comercialmente e podem ser adaptados

para aplicacdes especificas (MORILLE, etal., 2008).
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Polimeros catidnicos, denominados de poliplexos, também tem sido
amplamente estudados como vetores de entrega génica nao-viral (GAO; KIM; LIU,
2007). Entre eles, a polietilenoimina € considerada um dos agentes mais eficazes,
devido a sua habilidade em mediar o escape endossomal do material genético

exogeno, decorrente do efeito esponja de protons (AKINC et al., 2005).

2.1.3.1 Polietilenoimina

A PEI € um polimero catiénico, que condensa o eDNA em particulas
carregadas positivamente, formando complexos que se ligam a residuos de
superficie aniénicos e sao levados para dentro da célula por endocitose (GAO; KIM;
LIU, 2007). Acredita-se que o poliplexo atue diminuindo a tendéncia de fuséo
endossomal, favorecendo a entrada do eDNA no nucleo (KUNATH et al.,, 2003).
Além disso, apresentam toxicidade limitada e boa eficcia in vitro (MAURISSE et al.,
2010). Os complexos PElIeDNA podem ser adicionados diretamente ao meio de
cultura contendo as células, sem a necessidade de dispositivos especializados ou
equipamentos caros. Ainda, a PEI apresenta melhor relacdo custo-beneficio quando
comparado a outros polimeros (FUKUMOTO et al., 2010). Desta forma, a PEI pode
oferecer uma opcao mais acessivel e segura para transfeccao celular.

A aplicacdo de PEI como reagente de transfeccédo celular foi relatada pela
primeira vez por Boussif et al. (1995) que demonstrou que a PEI foi capaz de
transferir eDNA para o cérebro de ratos recém-nascidos, dando assim a primeira
evidéncia para a aplicacdo in vivo do polimero. Desde entédo, varios estudos tém
descrito o uso da polietilenoimina (PEI) como um bom agente transfectante numa
ampla gama de tipos celulares (YAMANO; DAI; MOURSI, 2010) e para terapia
génica (SHARMA et al., 2011). No estudo realizado por Dang et al. (2011), foram
transfectadas células de ovario de hamster (CHO), células embrionarias de rim
humano (HEK293T) e fibroblastos de rim de macaco (COS) com PEI, onde
observaram-se eficiéncias que variaram de aproximadamente 20% a quase 40%.
Em espermatozoides suinos, nanoparticulas magnéticas revestidas com PEl,
comercialmente disponivel como Polymag-1000® (Chemicell, Alemanha), foram
testadas 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.
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A eficacia da PEI e seus efeitos citotoxicos dependem em grande parte de
caracteristicas do polimero como peso molecular, grau de ramificacdo, densidade de
carga cationica, propriedades polipeptidicas, tais como como o contetido de eDNA,
tamanho de particula e potencial zeta, além das condigBes experimentais como a
concentracdo de poliplexo, a presenca ou auséncia de soro durante a transfeccéo, o
tempo de incubagéo e o modelo de transfeccdo escolhido para de entrega de genes.
(HSU E ULUDAG, 2012).

2.1.3.1.1 Mecanismo de acao da PEI

A PEI, € um polimero catiénico com alta densidade de carga positiva, e esta
entre os sistemas de entrega de genes mais eficientes. A PEI € capaz de condensar
eDNA anibnico em nanoparticulas carregadas positivamente formando poliplexos
ligeiramente catibnicos. Esse poliplexo interage com membranas celulares de carga
negativa, e sao internalizados por endocitose, através da ligacdo com protoglicanos
(MISLICK; BALDESCHWIELER, 1996). A liberacdo dos complexos PEI-eDNA
ocorre no citoplasma apos sofrerem o0 escape endossomal pelo mecanismo
conhecido como “efeito esponja de protons” (BOUSSIF et al., 1995).

Devido seus grupos primarios, secundarios e terciarios, a PEI demonstra uma
alta capacidade de tamponamento em uma ampla faixa de pH. Assim, poliplexos
presentes no endossomo podem absorver os protons que sdo bombeados para
dentro desta organela, e devido a protonacdo e consequentemente a repulsdo dos
grupos amino protonados, ocorre o intumescimento do polimero. Desta forma, a PEI
previne a acidificagdo nos endossomos e facilita o escape endossomal dos
complexos e, portanto, o eDNA é protegido da degradacdo mediada por nucleases
nos lisossomos. Além disso, para manter a neutralidade de cargas dentro do
endossomo ocasionado pelo fluxo de prétons, ocorre também um fluxo equivalente
de ions cloreto (Cl -). A entrada de ambos, prétons e ions cloreto, aumenta a
osmolaridade do endossomo e causa uma maior absorcdo de agua. A combinacéo
do intumescimento do polimero e do inchaco osmoético do endossomo leva a
desestabilizagdo do mesmo e resulta no seu rompimento, com consequente
liberacdo do seu conteudo no citoplasma (BOUSSIF et al., 1995; FUNHOFF et al.,
2004; AKINC et al., 2005; LUNGWITZ et al., 2005, PANDEY; SAWANT, 2016).
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Outra possivel explicacdo para o escape endossomal seria que a protonagao
de moléculas de PEI dentro das vesiculas lisossomais levem a uma expansao de
sua estrutura polimérica causando a ruptura fisica da membrana vesicular (BEHR,
1997). Adicionalmente, foi proposto que a carga positiva presente na estrutura de
moléculas de PEI mimetiza sinais de localizacdo nuclear (nuclear localization signals
- NLS) o que poderia também contribuir para a maior eficiéncia de transfec¢éo e pelo
fato de que complexos de PEI-eDNA serem capazes de transfectar células que nao
estdo em divisdo (BRUNNER et al., 2002).

2.1.3.1.2 Citotoxicidade

Protocolos de transfeccdo génica mediados por PEI usam complexos
cationicos com excesso de PEI para manter o equilibrio entre as formas complexas
e dissociadas na solugdo de transfeccdo (LEE, 2007), pois, a eficiéncia da
transfeccdo depende da quantidade de PEI que permanece na forma livre
(CLAMME, AZOULAY E MELY, 2003). A presenca de PEI lire é essencial para a
modificacdo e permeabilizacdo da estrutura da membrana endossomal (KLEMM,
YOUNG, LLOYD, 1998). Porém, o excesso de moléculas livres de PEI esta
relacionada a citotoxicidade.

Foi relatado a existéncia de dois diferentes tipos de citotoxicidade envolvidas
na entrega de genes mediada por PEI, uma imediata e outra tardia. A citotoxicidade
imediata estd associada com a quantidade de PEI liwre, e afeta quase
imediatamente as células. Enquanto a tardia estd associada com processamento
celular de complexos PEl/eDNA e leva mais tempo (entre 7 e 9 h), possivelmente
ligada a presenca do PEI no nicleo (GODBEY, WU E MIKOS, 1999). Estudos em
mostraram que a toxicidade imediata esta ligada a rapida liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH) e translocacdo de fosfatidilserina da membrana plasmética
interna para a superficie celular externa. E a toxicidade tardia relacionada a
apoptose celular mediada por mitocéndria. O processo apoptético foi associado a
liberacéo de citocromo c, apds ativacdo caspases 9 e 3 (MOGHIMI, et al., 2005).

Lee (2007), avaliando a citotoxicidade mediada por PEI em células 293 de rim
embrionario humano, identificou que o complexo PEIVeDNA acarretou em
toxicidades imediatas e tardias, enquanto que a exposicao a PEHivwe (sem

complexacdo) induziu apenas toxicidade imediata. O autor sugeriu que, 0S
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agregados de PEHivre na superficie da membrana plasmatica podem romper a
célula, induzindo a toxicidade imediata. Enquanto a citotoxicidade tardia pode ser
relacionada intimamente com a descomplexacdo da PEVeDNA. Foi sugerido que a
PEI dissociada pode interagir com varios componentes celulares com cargas
negativas. Essa interacdo pode interferir nas fungdes celulares normais e induzir a
apoptose. Portanto, a citotoxicidade do complexo PEVeDNA pode ser estreitamente
relacionados ao nivel de expressdo génica na regido mediada pela PEI (LEE, 2007).

Okon e colaboradores (2014) pesquisaram a citotoxicidade de diferentes tipos
de PEI (PEI ramificada 800D e 25kD e PEI linear 20kD) em células HelLa e Vero,
expostas a diferentes concentragdes de PEI (0,5 -1000 mg/mL) e avaliadas por MTT
apos 24, 48 e 72 horas. O autor verificou que a toxicidade foi dependente do tipo de
PEI, linhagem celular, concentragdo e foi dependente do tempo. A PEI linear foi
menos toxica que as ramificadas, em ambas as células. Todos os trés polimeros
avaliados demostraram ser mais téxicos para HelLa do que as células Vero. A maior
toxicidade foi encontrada no tempo de 72 horas, com diferenga significativa para os
trés polimeros e ambas as linhagens celulares (OKON et al., 2014).

Khansarizadeh et al. (2015), estudando a PEI em células de adenocarcinoma
colorretal humano (HT29), verificou que a maioria das proteinas que interagem com
PEI, como proteinas de choque, glutationa transferase e dissulfeto isomerase de
proteinas estdo envolvidas no processo de apoptose em células.

Ficou evidente que a PEI leva a processos de necrose e apotose, porém
diferentes estudos demostram que a citotoxicidade também depende do tipo de
célula, grau de ramificacdo, concentracdo e tempo de incubacdo (MOGHIMI, et al.,
2005; LEE, 2007; KAFIL, 2011; OKON, et al, 2014). Desta forma, o
desenvolvimento de protocolos de transfeccdo mediados por PEI devem ser
otimizadas especificamente para cada tipo celular, levando em consideracdes todos
0s parametros citados, visto, que a toxicidade da PEI esta intimamente ligada a

eficiéncia da transfeccéo.
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4 CAPITULO 1: TRANSFECCAO GENICA DE FIBROBLASTOS FETAIS SUINOS
MEDIADA POR POLIETILENOIMINA

RESUMO

A transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) € atualmente 0 método mais
utilizado para produzir suinos geneticamente modificados. Porém, a taxa de sucesso
permanece menor do que em outras espécies. Neste sentido, o desenvolvimento de
protocolos eficientes de transfeccdo para células de suinos doadoras de ndcleo é
fundamental para a consolidagdo da TNCS na producdo de suinos transgénicos. Os
polimeros catibnicos como a polietilenoimina (PEI) se destacam como uma
alternativa para entrega segura e eficiente de genes, devido sua boa
biocompatibilidade, versatilidade e tamanho controlavel de moléculas, além disso,
sao baratos e simples de preparar. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
diferentes concentracfes, tempo de incubacdo e razdo polimero/eDNA visando
desenvolver um protocolo utilizando o polimero catiénico, polietilenoimina como
agente de transfeccdo de eDNA em fibroblastos fetais suinos. No experimento 1 foi
avaliada a capacidade da PEI de ser internalizada nos fibroblastos fetais suinos em
diferentes concentragbes (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e 80ug/mL) por incubacéo
em diferentes periodos (0,5; 1 e 2 horas), para isso a PEI foi conjugada com o
fluor6foro FITC. O experimento 2 foi realizado para determinar melhor razdo
polimero/eDNA, sendo o grau de complexacdo avaliado por eletroforese em gel de
agarose. No experimento 3, os fibroblastos fetais foram transfectados utilizando a
combinagdo dos resultados dos experimentos anteriores, sendo a transfeccdo
génica dos fibroblastos realizada utilizando-se duas preparagfes de poliplexo. O
poliplexo 1 foi preparado utilizando 10ug/mL de PEI e o poliplexo 2 na concentracao
de 40ug/mL de PEI, ambos se utilizando da razdo de PEI/eDNA igual a 2. O tempo
de incubacdes das células com os poliplexos foi de 0,5h. Nao foi verificada diferenca
na porcentagem de FFS que expressaram a proteina verde fluorescente entre as
concentracbes de PEleDNA utlizadas, sendo as taxas encontradas foram de
13,23% £0,73 e 12,26% +0,73, para 0s grupos poliplexos 1 e 2 respectivamente.
Além disso, foi verificado que a porcentagem de FFS que expressaram GFP foi
semelhante ao longo de 3 dias de avaliacdo (24h - 14,32%0,89; 48h - 12,23%+0,89
e 72h - 11,10%+0,89 dos FFS expressaram proteinas verde fluorescente). Quanto a
integridade de membrana plasmatica, ndo foi observada lesdo de membrana
significativa para a concentracdo 10ug/mL nos periodos avaliados, entretanto, a
concentracdo 40pg/mL apresentou altos indices de lesdo de membrana nos
periodos de 24 e 72 horas po6s transfeccdo (52,01%+3,36 e 43,43%+3,36
respectivamente). Conclui-se que o protocolo de transfeccdo constituido por PEI na
concentracdo de 10ug/mL, combinado com a razdo N/P de 2, com incubacdo de
0,5h, foi capaz de transfecctar com sucesso fibroblastos fetais suinos, sendo que a
porcentagem de células GFP positiva se manteve constante ao longo do tempo
avaliado, sem causar lesdo de membrana significativa nos fibroblastos.

Palavras-chave: Polimero cati6nico. Vetores ndo virais. Transgenia.
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4.1 INTRODUCAO

Suinos transgénicos ganharam grande importancia nos Ultimos anos pois
além da importancia zootécnica, existe 0 crescente interesse pela espécie na
pesquisa biomédica pelo fato de haver grande similaridade com o ser humano no
tamanho, fisiologia e metabolismo dos 6rgdos, bem como na sequéncia de genes. A
transferéncia nuclear de células soméaticas (TNCS) é atualmente o método mais
utiizado para produzir suinos geneticamente modificados. Porém, a taxa de
sucesso permanece menor do que em outras espécies (MUENTHAISONG et al.,
2011). A TNCS associada a transgénse combina a técnica de clonagem por
transferéncia nuclear com a transgenia, gerando animais transgénicos clonados.
Para isso, uma célula previamente modificada geneticamente é transferida para
oocitos enucleados (LI et al., 2009). Assim, a célula doadora tem um papel
fundamental na TNCS associada a transgénese, podendo determinar o sucesso do
procedimento. Dentre as células somaticas que ja foram usadas no processo de
transferéncia, estdo as células da glandula mamaria, fibroblastos fetal e adulto,
células da granulosa mural, células da tuba uterina, células do cumulus, células
tronco embrionarias e células de Sertoli (ARAT et al.,, 2002; POWELL et al., 2004;
CAMPBELL et al., 2007; NEVES et al., 2010). Devido ao seu rapido crescimento e
potencial proliferativo, os fibroblastos fetais tém sido o principal tipo celular usado
(KUHHOLZER et al., 2000). Além disso, as células somaticas fetais usualmente sdo
mais faceis de serem reprogramadas do que células adultas (HEYMAN et al., 2002).
Lee et al. (2003) demostraram que a utilizagéo de fibroblastos fetais na TNCS de
suinos, resulta em melhor desenvolvimento embrionario quando comparado a
qualquer célula doadora adulta. Porém, a producédo de células doadoras de nuacleo
transgénicas depende de um meétodo eficiente de transfeccdo. A TNCS associada a
trangénsese enfrenta desafios que incluem a baixa eficacia dos métodos de entrega
do material genético ao genoma da célula doadora do nicleo (BRESSAN, 2008).
Desta forma, a identificacdo de um sistema barato, simples e eficiente para entrega
de eDNA em células doadoras de ndcleo impactariam positivamente nas
metodologias transgénicas baseadas em TNCS.

Entre os métodos disponiveis para a entrega de genes em células doadoras
de nucleo, estédo, a eletroporacdo (ANDREASON; EVANS, 1989), o uso de vetores
lentivirais (BRESSAN, 2008), lipofeccdo (FELGNER et al., 1987) e de polimeros
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cationicos (PHAM; KAMEN; DUROCHER, 2006). Os polimeros catiénicos como a
polietilenoimina (PEIl) se destacam como uma alternativa para entrega segura e
eficiente de genes, devido a sua boa biocompatibilidade, versatilidade e tamanho
controlavel de moléculas, além disso, sdo baratos e simples de preparar
(LUNGWITZ et al, 2005). A PEI condensa o eDNA em particulas carregadas
positivamente, formando complexos que se ligam a residuos de superficie aniénicos
e sao levados para dentro da célula por endocitose (GAO; KIM; LIU, 2007). Entre
eles, a polietilenoimina € considerada um dos agentes mais eficazes, devido a sua
habilidade em mediar o escape endossomal do material genético exdgeno
decorrente do efeito esponja de prétons (AKINC et al., 2005). Apesar de
apresentarem muitas vantagens, a eficiéncia de entrega depende da otimizacdo de
parametros como concentracdo, tempo de incubacao, razdo de polimero/plasmideo,
gue precisam ser otimizadas para cada tipo celular. Nesse contexto o objetivo deste
trabalho foi avaliar diferentes concentracbes, tempo de incubacdo e razao
polimero/eDNA visando desenvolver um protocolo utilizando o polimero catiénico,

polietilenoimina, como agente de transfecgdo de eDNA em fibroblastos fetais suinos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Reagentes e quimicos

Exceto quando indicado, todos os reagentes utilizados para este experimento,
bem como os produtos quimicos para a preparacdo dos meios de maturagdo,
fertilizacdo e cultivo in vitro foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA).

4.2.2 Preparacgéo da PEI

Para realizacdo dos experimentos foi utilizada polietilenoimina ramificada com
um peso molecular de 25 kDa. A solucédo estoque de 18mM de polietilenoimina foi

preparado diluindo 16,2 mg/mL de PEI em 20 mL de PBS com pH ajustado para 7.
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4.2.3 Conjugacgéo PEI-FITC

A conjugacdo da PEI com isotiocianato de fluorosceina (FITC) foi realizada de
acordo com Saito e Saitoh (2012). Para isso foram preparadas duas solucbes. A
primeira solucdo, de PEIl a 20 mg/mL em PBS, a qual foi mantida sob refrigeracéo
(4-8 °C) por 24 horas. A segunda solucdo, de FITC diludo em DMSO na
concentracdo de 10 mM. As solugcbes foram misturadas para obtencdo da
concentracao final de 0,1 mM de FITC, e mantidas sob agitacdo por 2,5 horas para
completa conjugacao. A solucéo resultante foi dialisada em 1 litro de PBS gelado por

24 horas, para remocdao de particulas de FITC ndo ligadas a PEL.

4.2 .4 Cultivo celular

Fetos suinos de aproximadamente 50 dias de idade foram obtidos em
abatedouro e transportados em frascos estéreis até o laboratério. Sob fluxo laminar,
os fetos foram retirados do saco amniotico e transferidos para placas de petri
estéreis. Fragmentos de pele foram removidos assepticamente e lavados 3 vezes
em PBS com antibiotico (50 U/mL de gentamicina) em seguida foram cortados em
pequenas fracbes de 2 a 3 mm e transferidos para placas de Petri (35mm) cobertas
com 2 mL de DMEM (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
50 UlVmL de gentamicina (DMEM suplementado). As placas foram incubadas a
37°C, 5% de CO2 em ar e alta umidade. Apds 3 dias de cultivo, foi adicionado 1 mL
do meio de cultura fresco em cada placa, tomando o cuidado para ndo descolar os
fragmentos do fundo da placa de Petri. Ao observar aproximadamente 40% de
confluéncia, os fragmentos foram retirados cuidadosamente. A identificagdo dos
fibroblastos foi realizada através da avaliacdo morfolégica em microscopia Optica. Os
fibroblastos permaneceram em cultivo até atingirem aproximadamente 90% de
confluéncia, quando foram tratados com tripsina (tripsina 0,25%, EDTA 0,025% em
PBS sem célcio e magnésio) e replaqueados sucessivamente até atingir a 3°
passagem, sendo congelados em meio DMEM suplementado com 20% de SFB e
10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Para os protocolos experimentais, os fibroblastos
foram descongelados e cultivados até atingirem 80% de confluéncia, quando foram

tripsinisados e submetidos aos protocolos experimentais.
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4.2.5 Experimento 1: Avaliagdo dainternalizagdo da PEI-FITC

Na transferencia génica mediada por polietilenoimna, a internalizacédo
celular do DNA exdgeno presente nos poliplexos ocorre por endocitose. O excesso
de cargas superficiais positivas da PEI aumenta a associacdo do poliplexo com a
membrana plasmatica das células e facilita a sua captacdo. A eficicia da captacdo
celular pode ser melhorada através da otimizacdo de alguns parametros como
tempo de incubacdo e/ou da concentracdo do polimero (HSU e ULUDAG, 2012).
Desta forma, o objetivo deste experimento foi avaliar a eficiéncia de captacao celular
de fibroblastos fetais suinos. Para isso, a PEI foi conjugada ao fluoréforo FITC, e a
porcentagem de FFS que captaram a PEI foi avaliada por citometria de fluxo.

Ap6s o descongelamento, os FFS foram cultivados em garrafas de 25 cm?
contendo DMEM suplementado. Ao atingirem 80% de confluéncia, os FFS foram
tratados com tripsina (tripsina 0,25%, EDTA 0,025% em PBS sem célcio e
magnésio) e 2x10° células foram semeadas em placas de Petri (35mm) para compor
os tratamentos. Os FFS foram cultivados por aproximadamente 48h em meio DMEM
suplementado. O cultivo foi realizado em estufa incubadora a 37°C, 5% de CO2 em
ar e alta umidade. Ao atingirem 80% de confluéncia, 0 meio de cultura foi substituido
por DMEM (desprovido de SFB e antibiotico) suplementado com oito diferentes
concentracdes de PEI conjugado com FITC (PEKFITC), sendo 0,625, 1,25, 2,5, 5,
10, 20, 40 ou 80pg/mL. As células foram expostas as concentracbes de PEI-FITC
por 3 tempos diferentes, sendo, 0,5h, 1h ou 2h. Ao final de cada periodo, 0 meio de
cultura foi retirado e a placa lavada com DMEM suplementado. Em seguida as
células foram removidas da placa com auxilio de scrap. As células foram avaliadas
através de citometria de fluxo (BD Accuri™CG6). Para mensuragcdo da porcentagem
de células que captaram PEI-FITC foram analisados 10.000 eventos na selecéo
(gate) de fibroblastos fetais suinos (com base na dispersao frontal e lateral - FSC e
SSC). A porcentagem de células marcadas com FITC foi avaliada no canal FL1
(FL1: 533 + 30 nm). Foram totalizadas 4 repeticbes por tratamento. AsS
concentragcdes e o tempo que proporcionaram melhores taxas de internalizacao

foram avaliadas quanto a integridade de membrana plasmaética.

4.2.6 Experimento 2: Ensaio de retardo da mobilidade eletroforética
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4.2.6.1 Construcdo, amplificacédo e purificacdo do vetor

O plasmideo utilizado foi o vetor com integracdo baseada em tranposase
PiggyBac, (omhyGENIE-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 doado pelo Prof. Dr. Stefan Moisyadi, da
Universidade do Havai (Honolulu, Havai, EUA).

O pmhyGENIE-5 foi inserido em bactérias E. coli competentes (DH5a ou
DH10pB), segundo Esteves (2001) com modificacfes. A selecéo dos clones foi obtida
pela presengca de canamicina em meio Luria-Bertani (LB), referente ao marcador de
resisténcia a este antibiotico contido no plasmideo construido, o gene KAN(R). O
eDNA foi isolado utilizando Kit mini preparacdo plasmidial (miniprep) QIAprep
(QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme orientacées do
fabricante.

3.2.6.2 Eletroforese em gel de agarose

Um dos fatores determinantes na transfeccdo génica utilizando
polietilenoimina é identificar a razdo Otima entre polimero e o eDNA, também
chamado de razdo nitrogénio/fosfato (N/P). Visto que, a internalizacdo e a
estabilidade do eDNA dentro das células depende do grau de complexacdo destes
elementos. Neste sentido, o0 ensaio de retardo da mobilidade eletroforética configura-
se como uma importante ferramenta para se estudar a interacdo entre a PEl e o
eDNA. A técnica de eletroforese em gel de agarose permite avaliar a estabilidade
dos complexos formados em funcdo da razdo N/P, a partir da analise da mobilidade
do eDNA na matriz de gel, quando esta é submetida a um campo elétrico. A
molécula de eDNA possui carga negativa entdo tende a migrar para o pélo positivo,
enquanto que a medida que os poliplexos vao sendo formados, a interacao
eletrostatica entre o eDNA e o0s polimeros catidnicos comega a ser tdo significativa
que todo o eDNA fica complexado e ndo se visualiza a migracdo do mesmo em
direcdo ao polo positivo (SEMENSATO,2014).

Para o ensaio de mobilidade eletroforética, os sistemas foram preparados
utilizando-se diferentes proporcdes polimero/eDNA (razdo N/P). O célculo da razdo
N/P considerou que 1 pg/uL de eDNA contém 3 nmol de fosfato e que cada 1 mM/uL
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de PEI contém 1 nmol de amina. Os sistemas estudados foram preparados para as
seguintes razbes N/P: 0,48; 0,6, 0,72; 0,84; 1; 2; 3 e 4. A partir destes dados foram
calculadas as adi¢cGes de PEI (0,26 mM/uL) necessarias para cada razao, utilizando
uma quantidade fixa de 3 uL eDNA (120 ng/uL). Apds 15 minutos, as amostras
foram aplicadas num gel de agarose 2%, contendo 5 pL de brometo de etidio
(10mg/mL) em tampéao Tris/Borato/EDTA, (TBE) e corridos a 80 map, 100 V por 60
minutos, sendo a visualizacdo do eDNA foi feita com iluminacdo UV (254 nm). O
padréo de 1 kb e de 100 pb de marcador molecular de DNA foi utilizado para marcar
o tamanho do DNA.

4.2.7 Experimento 3: Transfeccéo de fibroblastos fetais suinos

4.2.7.2 Preparagao dos poliplexos

Os experimentos anteriores foram realizados para otimizar os parametros de
producdo dos poliplexos afim de garantir melhores resultados na transfeccdo de
fibroblastos fetais suinos. Os poliplexos foram preparados utilizando a combinagéo
dos parametros otimizados nos experimentos anteriores. Foram escolhidas para
transfeccédo as concentracdes 10 e 40pg/mL de PEI A concentracdo de 10ug/mL foi
a menor concentracdo de PEI que possibilitou alta taxa de internalizacdo de PEI. E a
concentracao de 40 pg/mL foi selecionada porque ndo diferiu da concentracao de 80
pug/mL, e ambas proporcionaram as maiores taxas de internalizacdo. A razdo de N/P
de 2 foi selecionada porque foi observado que ndo existiam cargas negativas
provenientes dos grupos fosfatos presentes no eDNA, e acredita-se que ha PEl livre
para interagir com a membrana plasmatica. Desta forma, foram produzidos 2

poliplexos:

o Poliplexo 1: 10pg/mL de PEI complexado com 37,5ug/mL de pmhyGENIE-5
(razdo N/P=2), preparados em DMEM (sem SFB e antibiético).

o Poliplexo 2: 40pg/mL de PEI, complexadas com 150ug/mL de pmhyGENIE-5
(razdo N/P=2), preparados em DMEM (sem SFB e antibiotico).



4.2.7.3 Transfeccéo

Apos o descongelamento, os fibroblastos foram cultivados em garrafas de 25
cm? contendo DMEM suplementado por aproximadamente 48h. Ao atingirem 80% de
confluéncia, os FFS foram tratados com tripsina (tripsina 0,25%, EDTA 0,025% em
PBS sem célcio e magnésio) e 2x10° células foram semeadas em placas de 24
pocos com DMEM suplementado. O cultivo foi realizado em estufa incubadora a
37°C, 5% de CO2 em ar e alta umidade. Ao atingirem 70% de confluéncia
(aproximadamente 24 horas) os fibroblastos foram distribuidos para compor os

tratamentos:

e Controle: FFS incubados com 200puL DMEM sem SFB (sem poliplexo) por 0,5h;

e INC10: FFS incubados 200uL de pmhyGENIE-5 (37,5ug/mL) (sem exposicao a
PEI) por 0,5h;

e INC40: FFS incubados 200uL de pmhyGENIE-5 (150ug/mL) (sem exposicdo a
PEI) por 0,5h;

e PEIL0: FFSincubados com 200uL de poliplexo 1 por 0,5h;

e PE40: FFS incubados com 200puL de poliplexo 2 por 0,5h;

4.2.7.4 Avaliacdo da expressdo da GFP e da integridade de membrana

citoplasmatica

A expressdo do GFP e a integridade de membrana citoplasmética foram
avaliadas as 24, 48 e 72 horas poés o inicio da transfeccdo através de citometria de
fluxo (BD Accuri™CB6). Para isso, as células foram removidas com auxilio de scrap,
centrifugas (700g/5 minutos) e ressuspendidas em 100uL de DMEM suplementado e
avaliadas imediatamente. Para avaliacdo da integridade de membrana
citoplasmatica, 50 pL da suspensdo celular foram incubados por 10 minutos com
iodeto de propidio (50pug/mL) e posteriormente avaliadas. Foram analisados 10.000
eventos na selecdo (gate) de fibroblastos (com base na disperséo frontal e lateral -
FSC e SSC). A porcentagem de células que expressaram GFP foram avaliadas no
canal FL1 (FL-1: 3533 £ 30 nm) e integridade de membrana no canal FL2 (FL2: 585
+ 40 nm).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

A porcentagem de FFS que internalizaram a PEI-FITC, porcentagem de FFS
que expressaram GFP, porcentagem de FFS com lesdo de membrana e interacao
entre as concentracdes de PEI estudadas e o tempo de incubacao/avaliacdo pés
transfeccédo, foram avaliados por ANOVA usando PROC MIXED (SAS®). Foi
utiizado o LSMEANS (média dos quadrados minimos) para obtencdo das médias
ajustadas dos tratamentos, com comparacoes utilizando-se o Teste Tukey com 5%
de significancia. Os dados foram apresentados na forma de média dos quadrados

minimos das porcentagens + EP.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Experimento 1: Avaliagdo dainternalizagéo da PEI-FITC

Nao houve interacdo entre o tempo de incubacdo e a concentracdo da
PEIVFITC (p=0,9890). A internalizacdo da PEVFITC nao foi afetada pelo tempo que
os fibroblastos permaneceram em contato com o polimero (p=0,6200), sendo que no
tempo de 0,5h, 50,94%+1,06 das células apresentaram marcacdo com FITC, o
tempo de 1lh apresentou 51,10%+1,06; enquanto o tempo 2h de 52,29%=*1,06
(Figura 1A).

Quanto a concentracdo de PEIFITC utilizada, foi possivel observar que
guanto maior a concentragdo maior a internalizagdo da PEVFITC (Figura 1B). Os
FFS tratados com as concentracbes de PEIFITC de 80 e 40ug/mL ndo diferiram
entre si (p= 0,8388) e apresentaram maiores taxas de internalizagédo da PEIFITC
(95,61%+1,74 e 92,06%+1,74 respectivamente). Enquanto as concentracdes de
0,625 e 1,25pug/mL promoveram menores taxas de internalizacdo (2,22%+1,74 e
3,62%=1,74 respectivamente) e da mesma forma ndo diferindo entre si (p=0,9991).
As demais concentragfes 2,5; 5; 10 e 20ug/mL diferiram entre si e de todas as
outras concentracbes e apresentaram taxas crescentes de internalizacdo de PEI-
FITC (15,27%+1,74; 45,09%+1,74; 72,5%+1,74; 85,16%1,74; respectivamente).
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Figura 1 - Médias das porcentagens de células que internalizaram a PEI/FITC quando submetidas a
diferentes tempos de incubacdo (A) e diferentes concentragbes de PEI-FITC (B). Os dados estdo
apresentados na forma de média dos quadrados minimos das porcentagens + EP. Letras sobrescritas
representam diferenca significativa (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Figura 2 - Fibroblastos fetais suinos incubados com PEI-FITC por 0,5h. Fibroblastos incubados com
10ug/mL de PEI-FITC em luz branca (A) e luz ultravioleta (A’). Fibroblastos incubados com 40 pg/mL
de PEI-FITC em branca (B) e luz ultravioleta (B’).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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4.4.2 Experimento 2: Eletroforese em gel de agarose

A capacidade de ligacéo entre a PEI e o eDNA foi analisada qualitativamente
através eletroforese em gel de agarose (Figura 3). A primeira e a Ultima coluna
correspondem ao marcador molecular de DNA, e a coluna 2 refere-se ao controle
negativo, onde apenas eDNA esta presente (N/P = 0,0). As colunas correspondentes
ao N/P 0,48 ao 0,84 evidenciam que ainda existem cargas negativas provenientes
dos grupos fosfatos presentes no DNA, sendo o polimero, nestas concentracoes,
incapaz de neutralizar completamente as cargas, permitindo o deslocamento do
DNA através do gel. E possivel notar que conforme a razido N/P aumenta, o
deslocamento do eDNA no gel diminui, e a partir da razdo N/P de 1 os poliplexos
permaneceram estaticos sob o campo elétrico, sugerindo particulas neutras ou

positivas.

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose de diferentes razdes PEI-eDNA.
Razdo PEpDNA
084 1 2 3 4 MMarcador 100 ph

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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4.4.3 Experimento 3: Transfeccédo de fibroblastos fetais suinos

4.4.3.1 Avaliacdo da expressao da GFP

Nao houve interacdo entre a concentracdo de PEI utilizada na preparacao do
poliplexo (10 e 40ugm/mL) e o periodo de avaliacdo pos transfeccao (p=0,4413) na
porcentagem de células que expressaram proteina verde fluorescente. A
porcentagem de fibroblastos que expressaram GFP ndo foi afetada pela
concentracdo de PEI (p=0,3552), nem pelo periodo de avaliacdo (p=0,0543). A
transfecgéo utilizando os poliplexos 1 (10pugm/mL) e 2 (40pgm/mL) proporcionaram
taxas de expressdo semelhantes da proteina fluorescente (13,23%+0,73 e
12,26%=0,73) respectivamente (p=0,9722), (Figura 4A). A porcentagem de FFS que
expressaram GFP foi semelhante ao longo de 3 dias de avaliacdo. Apos 24h de
transfeccdo, 14,32%+0,89 dos FFS expressavam GFP, ap6s 48h da transfeccao,
12,23%=0,89 e ao final de 72h da transfeccdo 11,10%=0,89 dos FFS expressaram
proteinas verde fluorescente (Figura 4B). A analise da expressao de GFP atraves de

citometria de fluxo estd demonstrada na figura 6A (linha superior).

Figura 4 - Médias das porcentagens de fibroblastos fetais suinos que expressaram proteina verde
fluorescente apés incubagcdo com os poliplexos. A: Expressao de GFP de acordo com a concentragao
de PEI no poliplexo. B: Expressdo de GFP ao longo do tempo. Os dados estdo apresentados na
forma de média dos quadrados minimos das porcentagens + EP. Letras sobrescritas representam
diferenca significativa (p<0,05).

B

% de fibroblastos GFP positivos
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40pg/mL 24h 48h 72h

Concentracédo de PEI Tempo de cultivo pés transfeccio

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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4.4.3.2 Avaliacao da integridade de membrana citoplasmatica

Foi verificada interacdo (p=0,0074) entre a concentracdo de PEI utilizada na
preparacdo do poliplexo e os periodos de avaliagdo pds transfecgéo. Os fibroblastos
transfectados apresentaram diferentes taxas de lesdo de membrana plasmatica, que
variou de acordo com a concentracdo da PEI no poliplexo (10 e 40pgm/mL) e o
periodo de avaliacdo pos transfeccdo. A porcentagem de fibroblastos com leséo de
membrana encontrados no periodo de 24 horas para os grupos 0, 10 e 40pugm/mL
foi de 14,3%+3,36 e 19,8%+3,36 e 52,0%+3,36 respectivamente (Figura 5). Como &
possivel observar as 24 horas a concentracdo de 40pugm/mL, diferiu do controle
(p<0,0001) e da concentracdo 10ugm/mL (p= 0,0002). As 48 horas, a concentragao
de 40ug/mL diferiu apenas do Opgm/mL (p=0,0043). Sendo que porcentagem de
fibroblastos com lesdo de membrana neste periodo para o grupo 0, 10 e 40ugm/mL
foi de 17,23%=3,36 e 25,05%+3,36 36,38%+3,36 respectivamente. Na avalicdo de
72 horas apds a transfeccdo, a concentracdo de 40ug/mL diferiu do Opugm/mL
(p<0,0141) e da concentracdo 10ugm/mL (p= 0,0118). Neste periodo a porcentagem
de fibroblastos com lesdo de membrana do grupo 0, 10 e 40ugm/mL foi de
26,06%+3,36 e 25,78%+3,36 e 43,43%+3,36 respectivamente. As concentracdes de
PEI de 40ug/mL as 24 e 72 horas nao diferiram entre si (p= 0,6798) e apresentaram
a maior porcentagem de fibroblastos com lesdo de membrana. A andlise da
integridade de membrana plasmatica através de citometria de fluxo esti

demonstrada na figura 6B (linha inferior).
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Figura 5 - Médias das porcentagens de fibroblastos fetais suinos com lesdo de membrana
citoplasmética transfectados com diferentes concentracées de PEIl ao longo do tempo. Os dados
estdo apresentados na forma de média dos quadrados minimos das porcentagens + EP. Letras

sobrescritas representam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 6 - Avaliacdo da expressdo de GFP (avaliados no canal FL-1, linha superior) e integridade de
membrana plasmatica (canal FL-2, linha inferior) dos FFS apds 24 horas da transfeccdo, realizada
através de citometria de fluxo. A’ e B’: Grupo controle (sem incubagdo com poliplexos). A” e B’’:
Fibroblastos fetais suinos transfectados com o poliplexos 1. A’ e B’”’: Fibroblastos fetais suinos

transfectados com o poliplexos 2.
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4.5 DISCUSSAO

Utilizando a estratégia proposta por Saito e Saitoh (2012), foi possivel verificar
que a internalizagdo da PEI-FITC ndo sofreu efeito do tempo de incubacdo. Os
resultados sugerem que o periodo 0,5h de incubacdo do polimero com as células foi
suficiente para a entrada da PEI Esse resultado est4 de acordo com outros estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa. Souza et al. (2018) ao também avaliarem
fibroblastos feitais suinos incubados com PEI-FITC por 3 horas e 6 horas nao
observaram diferencas na taxa de internalizacdo. Da Silva et al. (2018) avaliando a
PEIFITC em espermatozoides suinos, observou que 10 minutos e 2 horas de
incubacdo ndo diferiu nas taxas de internalizacdo. Neste sentido, avaliando
diferentes tipos celulares ndo encontramos evidéncias do efeito do tempo de
incubacdo na internalizacdo da PEI A maioria dos trabalhos utilizam um periodo de
transfeccdo que varia entre 2-6 horas (FORCARTO, 2017; HSU e ULUDAG, 2012),
no entanto, os estudos com polietilenoimina ndo abordam o efeito do tempo, e
também ndo o justificam, o que dificulta a comparacédo de resultados. Ao avaliarem o
mecanismo de endocitose em fibroblastos de camundongo (linhagem L929), Remy-
Kristensen et al. (2001) demonstraram que o0s poliplexos foram absorvidos
eficientemente em menos de 10 minutos em endossomos que nao excederam 200
nm de diametro. Em outro estudo com linhagem EA.hy926, foi demonstrado que 30
minutos apdés a transfeccdo os complexos PElIeDNA comecaram a se ligar as
superficies celulares e formar agregados (GODBEY, WU, MIKOS, 1999). Neste
trabalho demonstramos que com 30 minutos de incubacao a PEI j& se encontrava no
citoplasma de fibroblastos fetais suinos. Desta forma, para as concentracdes de PE],
como as utilizadas neste estudo, deve-se reconsiderar o tempo de incubagao PEI-
eDNA. Possivelmente em muitos trabalhos o tempo de incubacéo utilizado ndo era
necessario para transfeccdo e ainda, o excesso de tempo pode estar prejudicando
as células, visto que a citotoxicidade € um dos fatores que mais limita a transfecc¢éo,
e que pode ser afetada pelo tempo de exposicdo das células a PEI/eDNA. Nas
condicbes estudadas, foi demonstrado que para fibroblastos fetais suinos o tempo
de incubacdo pode ser reduzido sem prejuizo a endocitose, porém, os demais
parametros devem ser considerados para uma eficiente transfeccao.

Ao contrario do tempo, a internalizacdo da PEI-FITC, sofreu efeito da

concentragdo. Embora todas as concentracdes de PEI-FITC terem sido
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internalizadas em FFS, observamos que a porcentagem de células marcadas com
FITC aumentou proporcionalmente junto com a concentracdo de PEI, isto €, quanto
maior a concentracdo de PEI, maior o niumero de células marcadas FITC. Silva et
al. (2018) avaliando diferentes concentragbes de PEI marcada com FITC em
espermatozoides suinos, ndo observou diferenca na porcentagem de
espermatozoides que internalizaram PEI-FITC. Porém, o autor usou altas
concentracbes de PEI marcada (0,5, 1, 2 e 4 mg/mL), provavelmente a menor
concentracdo foi suficiente para que grande parte dos espermatozoides
conseguissem internalizar a PEI. Neste estudo os resultados mostraram que
somente a partir da concentracao de 10ug/mL de PEI foi possivel atingir um grande
nimero de FFS marcados (72,5%). J& as concentracdes de 40ug/mL e 80ug/mL
proporcionaram porcentagem de FFS marcados com PEI-FITC similares, onde
ambas atingiram mais de 90% da populagcdo de FFS, o que sugere que nas
condicdes estudas a concentracdo 40ug/mL de PEI ja é suficiente para atingir o
maximo de FFS marcados. Pelo exposto acima, foram utilizadas as concentragdes
de 10 e 40pg/mL para transfectar os FFS. Embora os FFS possam ser facilmente
obtidos e cultivados, a possibilidade de transfectar o maximo de células de uma soé
vez impactaria de forma positiva no estabelecimento de linhagens transgénicas, uma
vez que, a triagem e selecdo da populacédo de células transgénicas, € um processo
trabalhoso.

A complexacdo de polimero/eDNA é conhecida como pré-requisito para a
internalizacdo celular e uma transfeccéo eficiente, uma vez que, a estabilidade dos
poliplexos desempenha um papel importante na protecdo do eDNA contra a
degradacdo por nucleases no meio intracelular (TIAN et al. 2007). Neste sentido a
eletroforese € uma importante ferramenta na avaliacdo da estabilidade do poliplexo,
e pode ser usada como um guia para estabelecer as condi¢cdes de preparacao e os
estudos de transfeccdo (SEMENSATO, 2014). Neste estudo verificou-se que a
medida que a razdo N/P aumenta, a mobilidade do poliplexos diminuiu, e a partir da
razdo N/P igual 1 os poliplexos demonstaram estar complexados e estaveis, ja que
nao foi mais observado mobilidade do poliplexo no gel. Em geral, a maioria dos
estudos com PEI utilizam razées N/P igual ou superior a 6, pois acredita-se que para
uma transfeccdo ideal, os poliplexos de PEI devem ser preparados de forma que
aproximadamente 86% do polimero permanece livre e ndo ligado ao eDNA. Porém,

0 excesso de polimero deve ser evitado j4 que a fragéo livre ndo complexada pode
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prejudicar a funcdo da membrana citoplasmatica (FISCHER et al., 1999) e levar a
apoptose (MOGHIMI, et al., 2005). Por esse motivo, foi escolhido a razdo PEVeDNA
igual a 2 para realizar as transfeccdes, afim de garantir que todo eDNA estivesse
complexado, mas ainda houvesse PEI livre para tornar poliplexos mais propenso a
internalizacdo celular via endocitose. Os estudos preliminares realizados para
otimizacdo da concentracdo, tempo e razdo N/P, levaram a producdo de dois
poliplexos onde foram utilizadas as concentracdes de PEI de 10ug/mL e 40ug/mL, o
tempo de incubacdo de 0,5h e a razdo N/P igual a 2. Assim, os FFS foram
transfectados utilizando estes dois poliplexos, e a expressdo da GFP e integridade
de membrana plasmatica foi avaliada ao longo de trés dias.

Ambos os poliplexos foram capazes de transfectar os fibroblastos fetais,
aproximadamente 12% dos fibroblastos expressaram a proteina verde fluorescente.
Diferentes taxas de expressdo de GFP sé&o relatadas utilizando protocolos com PEI,
mas normalmente a maior parte da expressao é transiente, isto €, sdo observados
gueda gradual na porcentagem de células que expressaram o GFP, certamente pela
ndo integracdo do gene de interesse ao material genético da ceélula hospedeira.
Nesse sentido um fato interessante foi observado em nosso estudo, a porcentagem
de fibroblasto positivos para GFP, ndo diferiu ao longo dos trés dias de avaliacéo
pés transfeccdo. Esses resultados sugerem que o plasmideo atingiu o nicleo dos
fibroblastos e o gene GFP foi transcrito e traduzido na proteina verde fluorescente e
possivelmente integrado ao genoma. Coonrod e Horwitz (1997) observaram que a
integridade do DNA que chega ao nicleo parece ser determinante para a eficiéncia
de transferéncia génica. De fato, a degradacdo dos acidos nucleicos por nucleases
citoplasmaticas durante a internalizacdo celular ou transito até o nicleo, bem como a
fusdo de endossomos contendo o DNA exdgeno com os lisossomos € determinante
para o sucesso da transfeccdo (WATTIAUX et al., 2000; SANZ et al., 2011). Nesse
aspecto, o efeito “esponja de elétrons” proposto para PEI poderia constituir uma
vantagem, visto que o eDNA recebe protecédo adicional contra a degradacéo.

Outra possivel explicacdo para a estabilidade da transfeccdo pode estar
relacionada a natureza do plasmideo. O plasmideo utilizado foi o vetor com
integracdo baseada no transposon PiggyBac. Os transposons sao elementos
genéticos moveis que agem atraves de mecanismo de transposi¢cao do tipo “corta e
cola” através da enzima transposase. As transposases reconhecem e se ligam aos

transposons flanqueadores de elementos de repeticdo invertidos, cortam esse
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segmento de DNA do doador e o reinserem no genoma receptor. Essas
propriedades provaram ser uma ferramenta inestimavel para entrega de genes em
aplicacbes como transgénese, mutagénese para pesquisa de cancer ou terapia
génica. Marh et al (2012), demonstrou uma eficiéncia cinco vezes maior na
producdo de camundongos transgénicos ao realizar a microinjecdo pronuclear
utilizando o vetor piggyBac. Neste sentido, 0 mecanismo de escape lisossomal da
PEI combinado com a natureza do plasmideo pode estar relacionado na estabilidade
da expressédo de GFP mostrada neste trabalho.

O tipo celular € um fator relevante e para a eficiéncia da transfeccdo. Neste
estudo foi utilizado fibroblastos fetais suinos de um banco de células
criopreservadas em 32 passagem. Estudos anteriores observaram que culturas
primarias de fibroblastos humanos séo dificeis de serem transfectados (BAUM et al.,
1994; VEELKEN et al. 1994; JORDAN et al., 2008), enquanto células imortalizadas
HelLa séo facilmente transfectadas e com alta eficiéncia. No trabalho realizado por
Dang et al. (2011), transfectando-se células de ovario de hamster (CHO), células
embrionarias de rim humano (HEK293T) e fibroblastos de rim de macaco (COS) com
PEI, observaram-se eficiéncias que variaram de aproximadamente 20% a quase
40%, sendo que a célula que melhor respondeu a transfeccdo foi a HEK293T. E
possivel perceber que a eficiéncia da transfeccdo pode variar grandemente de
acordo com o tipo celular utilizado.

Outro aspecto com grande influéncia sobre a eficiéncia da transfeccédo e que
foi otimizado neste trabalho, € a razdo N/P. Nos poliplexos desenvolvidos para
transfeccéo foi utilizando a mesma razdo N/P igual a 2. E interessante destacar que
mesmo utilizando concentracdes de PEI bem diferentes (10 e 40ug/mL) obtivemos
porcentagens de expressam de GFP semelhantes. E esse resultado pode estar
relacionado ao fato que ambas as concentracdes foram combinadas com a mesma
razdo N/P. Forcato et al. (2017), constataram que a eficiéncia da transfeccao foi
afetada principalmente pela razdo polimero/eDNA, seguida concentracdo de DNA e
peso molecular da PEI. Os mesmos autores obtiveram 38,4% de expressao de GFP
em fibroblastos bovinos utilizando a mesma razdo N/P igual a 2. Entretanto, outro
estudo também com fibroblasto bovino obteve apenas 2,66% de expressao de GFP
utilizando a razdo N/P igual a 6 (ARAUJO; PEREIRA; CAMARGO, 2014).

Diferente da expressdao de GFP, a porcentagem de FFS com lesdo de

membrana sofreu influéncia da concentracdo de PEIl Observou-se que a
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concentracdo de 10pg/mL ndo causou lesdo de membrana significativa nas células
em nenhum dos periodos avaliados pés transfeccdo. Por outro lado, a concentracédo
de 40pg/mL levou uma alta taxa de lesdo de membrana especialmente as 24 e 72
horas pdés transfeccdo. Fisher et al., (1999) sugeriram que os complexos PEI/eDNA
formam agregados na superficie de membrana plasmatica desestabilizando-a, o que
resulta na ruptura. Avaliando os niveis de toxicidade da PEI 25kDa, em fibroblastos
fetais bovinos, Forcato et al. (2012) verificaram que, quando as células foram
transfectadas com 2ug a 4ug/mL de PEI, os indices de células viaveis foram
significativamente diferentes (54,7% e 18,5%, respectivamente), enguanto que
lug/mL manteve a viabilidade celular em torno de 90% sem diferenca estatistica
para eficiéncia de transfeccdo. Utilizado uma concentracdo 10 vezes superior ao
autor (10pg/mL) ndo foi observado lesdo de membrana plasmatica, o que sugere
gue fibroblastos suinos podem ser mais tolerantes a toxicidade causada pela PELI

Estudos sugerem que a PEI apresenta dois tipos de citotoxicidade, uma
imediata que esta correlacionada com a lesdo de membrana, e outra retardada, que
esta relacionada a descomplexacdo da PEI dentro da célula. A PEI dissociada pode
interagir com varios componentes celulares com cargas negativas. Essa interacédo
pode prejudicar suas fun¢des celulares normais e induzir a apoptose. Esses estudos
sugeriram que a citotoxicidade do complexo PEIV/eDNA pode ser estreitamente
relacionados ao nivel de expressdo génica (GODBEY, WU, MIKOS, 1999; LEE,
2007). No presente estudo ndo foi observado esse efeito, pois apenas a
concentracdo de 40ug/mL demonstrou ser citotOxica para as células, e esta
apresentou a mesma porcentagem de células GFP positivas que a concentracdo de
10pg/mL, sendo que essa porcentagem ndo diferiram ao longo do tempo. Estudos
demostram que a citotoxicidade esta relacionada a inimeros fatores, como, tipo de
célula, peso molecular, grau de ramificacdo e concentracdo do polimero, bem como,
tempo de incubacdo (MOGHIMI, et al., 2005; LEE, et al., 2007; KAFIL, 2011; OKON,
et al., 2014).
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5 CAPITULO 2: TRANFECCAO GENICA EM OOCITOS E EMBRIOES SUINOS
MEDIADA POR POLIETILENOIMINA

RESUMO

Oocitos e embrides sao excelentes candidatos para producdo de suinos
transgénicos devido a sua fisiologia, que favorece a incorporacdo do DNA, porém, a
presenca da zona pelicida e maior sensibilidade desta espécie a agentes
estressores, torna a transfeccdo um desafio. A metodologia de OGM que utiliza
oo0citos e zigotos na transfeccdo € a microinjecdo, contudo, esta metodologia
apresenta baixas taxas de transfeccdo, além de ser laboriosa e exigir equipamentos
especializados. O desenvolvimento de métodos alternativos que superem as
limitacBes de utilizacdo destas células, € de suma importancia para o aprimoramento
da producao de transgénicos. Os polimeros catibnicos como a polietilenoimina (PEI)
se destacam como uma alternativa para entrega segura e eficiente de genes, devido
a sua boa biocompatibilidade, versatilidade e tamanho controlavel de moléculas,
além disso, sdo baratos e simples de preparar. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes o polimero catibnico
polietilenoimina como vetor de eDNA visando desenvolver um protocolo para
transfeccdo de odcitos e embrides suinos. Foram realizados 2 experimentos com
objetivo de otimizar a concentracdo de PEI para odcitos e embrides suinos. No
experimento 1 foi avaliada a capacidade da PEI de ser internalizadas diferentes
concentracdes (10, 20; 40 e 80ug/mL) por um periodo de incubacédo de 0,5h. Para
isso, a PEI foi conjugada com o fluoréforo FITC e incubada tanto nos od4citos quanto
nos embrides. No experimento 2, os o00citos e embrides foram transfectados
utiizando as concentracbes que proporcionaram maiores taxas de internalizacéo
combinadas com a razdo N/P e o tempo de incubacédo otimizados no artigo 1. A
transfecgéo foi realizada utilizando-se duas preparagdes de poliplexo. O poliplexo 1
foi preparado utilizando 20ug/mL de PEI e o poliplexo 2 na concentracdo de
80ug/mL de PEI, ambos combinados da razdo de N/P igual a 2, por um periodo de
incubacdo de 0,5h. Foram avaliados o desenvolvimento embrionario e a expresséo
de GFP dos blastocistos produzidos. Nao foi verificado efeito da concentracdo de
PEI (20pg/mL e 80pg/mL) no desenvolvimento embrionario. Foi demonstrado que
apenas poliplexo 1 (20ug/mL) foi capaz de produzir blastocistos transgénicos para
GFP tanto nos odcitos quanto nos embrides. Conclui-se que o protocolo de
transfeccéo constituido por PEI na concentragdo de 20ug/mL, combinado com a
razdo N/P de 2, com incubacdo de 0,5 horas, foi capaz de ultrapassar a zona
pellcida, transfectar o6citos maturados in vitro e embrides produzidos in vivo e gerar
blastocistos transgénicos para GFP sem prejudicar o desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: Polimero catibnico. Vetores nao virais. Transgenia.
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5.1 INTRODUCAO

Odcitos e embrides sdo excelentes candidatos para producdo de suinos
transgénicos, devido a sua fisiologia, que favorecem a incorporacdo do DNA.
Odcitos sado células germinativas femininas produzidas no ovario durante a
oogenése. A maturacdo nuclear dos odcitos de mamiferos envolve a ruptura do
envelope nuclear e a sequéncia de etapas que completam a meiose | (MI) até
ocorrer a extrusdo do 1° corpusculo polar, atingindo a fase de Metafase Il (Mll)
(OTERO, 2008). A auséncia do envelope nuclear, pode facilitar o contato do DNA
com a cromatina, permitindo uma maior eficiéncia na integracdo do gene no
genoma. Porém, nas metodologias atuais de producdo de AGM o0s odcitos sdo
pouco explorados, na maioria delas, eles sédo utilizados apenas como receptores,
como é caso na transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) modificadas. Os
embrides apresentam alta taxa de divisdo celular, e assim como od6citos podem ser
excelentes candidatos para a transfeccdo. Contudo, a transfeccdo de odcitos e
embrides € um desafio principalmente devido a presenca da zona pelicida e da
grande sensibilidade desta espécie a agentes estressores. A metodologia de OGM
que utiliza odcitos e zigotos na transfeccdo é a microinjecdo. Porém essa técnica é
pouco eficiente, dificil de ser executada e o nimero de células que podem ser
transfectadas € limitado (KUES; NIEMANN, 2004). Outra alternativa tem sido o uso
de carreadores virais (HOFMANN et al., 2003), mas além dos potencias efeitos
adversos conhecidos, a necessidade de remocéo da zona pellcida, pode prejudicar
o desenvolvimento embrionario (RIBAS et al., 2006). Em vetores a base de lipideos
catibnicos a zona pelldcida também mostrou agir como uma barreira na transfeccao
de embrides (CARBALLADA; RELLOSO; ESPONDA, 2002). Assim o
desenvolvimento de métodos alternativos e eficientes de transfeccdo génica, que
superem as limitacdes para odcitos e embrides, pode ser uma alternativa mais
barata e eficiente, além de menos laboriosa de producdo de suinos transgénicos.

Tem-se descrito o uso do polissomo polietilenoimina (PEI) como um bom
agente transfectante numa ampla gama de tipos celulares (YAMANO; DAI;, MOURSI,
2010). A PEIl é um polimero catiénico, que condensa o eDNA em particulas
carregadas positivamente, formando complexos que se ligam a residuos de
superficie anidnicos e sao levados para dentro da célula por endocitose (GAO; KIM;

LIU, 2007). Desta forma, podem oferecer uma opgdo mais acessivel e segura para
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transfeccéo celular, devido a sua boa biocompatibilidade, versatilidade e tamanho
controldvel de moléculas, além disso, sdo baratos e simples de preparar
(LUNGWITZ, 2005). No entanto, att o momento, apesar de sua promissora
utiizacdo, ndo ha um protocolo padronizado para este polimero visando a
transfeccdo de odcitos e embrides na espécie suina. Nesse contexto o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentra¢cdes do polimero catiénico
polietilenoimina como vetor de eDNA visando desenvolver um protocolo para

transfeccdo de odcitos e embrides suinos.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Colheita dos o6citos para maturacao in vitro

Os ovarios foram obtidos em abatedouro localizado na cidade de Chapeco,
SC. Apés a colheita, os ovarios foram imediatamente lavados em solucéo fisiolégica
(0,9% NaCl) e transportados em recipiente térmico a temperatura entre 30-32°C
para o laboratério. No laboratério, os ovarios foram lavados em alcool 70% e
novamente lavados em solucéo fisioldgica aquecida a 36°C.

Para recuperacdo dos complexos cumulus-oécitos (CCOs) foram aspirados
foliculos de 2-5 mm de diametro, com auxilio de agulha 18 G acoplada em seringa
de 5 mL. O material aspirado foi depositado em tubos conicos de 50mL e apds um
periodo de 10 minutos, para a sedimentacdo dos o0citos, o sobrenadante foi
removido com auxilio de pipeta sorolégica de 25 mL e o sedimento foi filtrado em
filtro celular, para remo¢do de particulas pequenas que atrapalham a recuperacao
dos odcitos. O filtro foi lavado e o sedimento ressuspendido em meio lavagem,
composto TCM199 suplementado 10% de SFB, 4mg/mL de BSA e 50 UV/mL de
gentamicina; e distribuido em placas de Petri descartaveis de 100 mm. Os odcitos
foram localizados em esteromicroscépio e transferidos para placas de Petri de 35mm
contendo 2mL de meio de lavagem, sendo entdo selecionados e avaliados
morfologicamente, quanto a homogeneidade do citoplasma (granulagbes finas e
homogéneas) e conformacdo das células do cumulus (minimo de trés camadas de
células do cumulus compactas e completas). OOcitos que possuiam estas

caracteristicas foram submetidos a maturacéo.
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5.2.2 Maturacao in vitro

Os CCOs selecionados foram submetidos a MIV em placas de cultivo celular
de 4 pocos (NUNC®, Denmark) contendo 400uL de meio de maturagdo, em grupos
de 40-50 CCOs por poco. Durante as primeiras 22 horas a maturacao foi realizada
em meio composto TCM199 suplementado com 3,05mM de glicose; 0,91mM de
piruvato de sédio; 50UI/mL de gentamicina; 0,57mM cisteina; 10% de fluido folicular
suino (PFF), 10ng EGF/mL e 10Ul hCG/mL e 10Ul eCG/mL. Ao final deste periodo
0os CCOs foram transferidos para 0 mesmo meio de maturacdo desprovido de
horménios (hCG e eCG), onde permaneceram por mais 22 horas. Os odcitos foram

maturados em estufa a 38,5°C em atmosfera com 5% de CO2 em ar e alta umidade.

5.2.3 Fecundacao in vitro

A fragcdo rica do sémen foi colhida pelo método da méo enluvada. Apds a
colheita, o sémen foi diluido em diluidor comercial na concentracdo de 35x10°
espermatozides/mL e armazenado entre 15 e 18°C por 24 horas. No dia da FIV, 1mL
de sémen foi centrifugado por 800xg por 3 minutos. Apos a centrifugacdo, o
sedimento foi removido e centrifugado (800xg por 3 minutos) em 1mL meio de
fecundacdo Porcine fertilization medium (PFM - Cosmo Bio). Ao final da
centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 1mL
de PFM. Para a inseminacao, foram determinadas a motilidade (microscopia optica)
e a concentracdo espermatica (camera de Neubauer). Em seguida, 5x10°
espermatozoides/mL foram incubados com o0s odcitos que tiveram as células do
cumulus previamente removida por agcdo mecanica, em microgotas de 100uL de
PFM cobertas com 0Oleo mineral, sendo mantidos em estufa a 38,5°C; 5% de CO2
em ar e alta umidade. Ap6s 30 minutos, os odécitos e espermatozoides aderidos a
zona pelicida foram delicadamente colocados em uma nova microgota de 100uL de
PFM, sob 6leo mineral. Os odcitos foram mantidos em estufa a 38,5°C; 5% de CO2

em ar e alta umidade por mais 5 horas e meia, totalizando 6 horas.
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5.2.4 Cultivo in vitro

Para o cultivo, os prezumiveis zigotos foram lavados 3 vezes em meio
definido Porcine Zygote Medium (PZM5 — Cosmo Bio) suplementado com 4mg/mL
de BSA, e 10mg/ml EGF (PZM 5 suplementado) e colocados em microgotas de
100uL deste meio sob 6leo mineral para cultivo por 7 dias. No terceiro dia apés a
fecundacéo in vitro, foram acrescentados a microgota de cultivo 45uL do meio PZM5
suplementado (“feeding” 1). No quinto dia pés fecundacao, foram retirados 45uL de
meio, e acrescentado novamente 45uL de PZM5 suplementado com 10% de SFB
(“feeding” 2). Os embrides foram cultivados em atmosfera contendo 5% de CO2 em

estufa a 38,5°C e alta umidade.

5.2.5 Colheita dos embriées produzidos in vivo

Os embrides produzidos in vivo foram colhidos de matrizes descartes em
abatedouro. Apds 6 horas da deteccdo de cio, as matrizes receberam 50ug/mL de
GnRH para estimular o crescimento folicular e ovulacdo. Foram realizadas duas
inseminacdes com intervalo de 24 horas e 48 horas, apds a deteccdo do cio,
respectivamente. Os Uteros foram coletados abatedouro aproximadamente 24 horas
apos a ultima inseminacao.

O trato reprodutivo foi coletado e transportado até o laboratdrio em recipiente
térmico. Os embrides foram coletados por lavagem, conforme ilustrado na Figura 1.
Os 15 centimetros dos cornos uterinos proximais aos ovarios foram dissecados
assim como os ovidutos. A extremidade distal da seccao do Utero foi obliterada com
auxilio de pingca hemostatica. Apds completa dissec¢do do oviduto (Figuras 1A e
1B), a entrada do infundibulo foi localizada (Figura 1C) e nela inserida uma sonda
plastica acoplada a seringa de 20mL contendo PBS com 1% de soro fetal bovino
para a realizacdo da lavagem (Figura 1D). O conteudo liquido do oviduto foi
massageado em dire¢cdo ao corno uterino e o oviduto retirado com uma incisdo na
juncdo Uutero-tubarica (Figura 1E). Neste local, foi inserida uma sonda plastica para a
realizacdo de nova lavagem (Figura 1F). O corno uterino foi suspenso pela regido
cranial (Figura 1G) sendo o conteudo liquido deslocado por massagem em direcao
caudal e a extremidade cranial obliterada com auxiio de pinga hemostéatica (Figura

1H). A extremidade distal entdo foi liberada e inserida em um tudo cénico de
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centrifuga de 50mL. O liquido que continha os embrides foi recuperado por
gravidade pela suspencdo da regidao cranial do corno uterino (Figura 11 e 1J). O
lavado foi colocado em placas de Petri de 100mm e observado em

estereomicroscopio para recuperacdo dos embrides.

Figura 1 - Coleta de embrifes suinos. Dissec¢cdo do owviduto (Figuras 1A e 1B). Localizacdo da
entrada do infundibulo (Figura 1C). Lavagem do owviduto (Figura 1D). Retirada do owviduto por inciséo
na juncao Utero-tubarica (Figura 1E). Insercdo da sonda plastica para a realizacdo de nova lavagem
(Figura 1F). Suspensdo do corno uterino pela regido cranial (Figura 1G). Deslocamento do liquido por
massagem em diregdo caudal e a extremidade cranial obliterada com auxilio de pinca hemostética
(Figura 1H). Coleta do liquido que continha os embrides por gravidade pela suspencdo da regido
cranial do corno uterino (Figura 11 e 1J).

}
J,
(|

Fonte: Imagem cedida por Marques, M.G. (arquivo pessoal).

5.2.6 Preparacao da PEI

Para realizagdo dos experimentos foi utilizada polietilenoimina ramificada com

um peso molecular de 25 kDa (Sigma-Aldrich). A solugcdo estoque de 18mM de
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polietilenoimina foi preparado diluindo 16,2mg/mL de PEI em 20mL de PBS com pH
ajustado para 7.

5.2.7 Conjugacao PEI-FITC

A conjugacgdo da PEI com isotiocianato de fluorosceina (FITC) foi realizada de
acordo com Saito e Saitoh (2012). Para isso foram preparadas duas solucdes. A
primeira solucdo, de PEla 20mg/mL em PBS, a qual foi mantida sob refrigeracao (4-
8°C) por 24 horas. A segunda solucdo, de FITC diluido em DMSO na concentracao
de 10mM. As solugcdes foram misturadas para obtencdo da concentracéo final de
0,1mM de FITC, e mantidas sob agitacao por 2,5 horas para completa conjugacéo. A
solucéo resultante foi dialisada em 1 litro de PBS gelado por 24 horas, para remocao

de particulas de FITC nédo ligadas a PEL

5.2.8 Experimento 1: Avaliagdo da internalizagdo de PEI-FITC

A transfeccdo génica de odcitos e embrides € limitada pela zona pellcida,
uma camada que protege estas células de agentes exteriores, neste caso eDNA.
Desta forma, a PEI-FITC foi utilizada para avaliar a capacidade da PEI em
atravessar a zona pellcida e a membrana plasmatica de odécitos e zigotos. Foram
avaliadas 4 concentracdes de PEI-FITC, 80ug/mL 40ug/mL, 20ug/mL e 10ug/mL,
por 0,5h. Neste estudo, ndo foi avaliado o tempo de incubacédo, isto porque, em
todos os trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa ndo foram observados
efeito do tempo na internalizacdo da PEI (SOUZA et al., 20017; SILVA, et al., 2018).
No estudo anterior (artigo 1), foi demonstrado que o periodo de incubacédo de 0,5h
foi suficiente para internalizigdo de PEI-FITC em fibroblastos fetais suinos. Desta
forma, utilzou-se 0 mesmo tempo de incubacdo (0,5h) para realizacdo de todos os

experimentos deste capitulo.

5.2.8.1 Obcitos

A PEI-FITC foi avaliada em od6citos maturados conforme item 4.2.2. Ao final

da maturacdo in vitro, as células dos cumulus foram removidas, através de
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sucessivas pipetagens. Posteriormente os oocitos foram lavados em 3 gotas de

meio MIV2 e distribuidos para compor os tratamentos.

e Controle: Odcitos incubados com MIV2 (Sem PEI-FITC) por 0,5h;
e PEI 10: Odcitos incubados com 10ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;
e PEI 20: Odcitos incubados com 20ug/mL de PEIFITC por 0,5h;
e PEI 40: Odcitos incubados com 40ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;
e PEI 80: Odcitos incubados com 80ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;

Ao final do periodo de exposicdo os odcitos foram lavados em 3 gotas de
MIV2 e colocados entre lamina e laminula para avaliacdo da internalizacdo de PEI-
FITC em microscopio de fluorescéncia. A visualizagdo dos odcitos foi realizada
através de microscopio de epifluorescéncia (Axio Observer Al, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Alemanha) usando filtro de 470-490 nm. Os odcitos foram fotografados
e a porcentagem meédia de pixels fluorescentes foram analisadas utilizando o
software de andlise de imagens Image J 1.40g®. Foram realizadas 4 repeticdes,

sendo observados 25-30 odcitos por grupo.

5.2.8.2 Zigotos

A internalizacdo da PEIFITC foi avaliada em zigotos produzidos in vitro
conforme descrito nos itens 5.2.3 e 5.2.4. Aproximadamente 20 horas apls a
fertilizacdo in vitro os presumiveis zigotos foram lavados em PZM suplementado e

distribuidos nos tratamentos.

e Controle: Zigotos incubados com PZM5 suplementado (Sem PEI-FITC) por 0,5h;
e PEI 10: Zigotos incubados com 10ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;
e PEI 20: Zigotos incubados com 20ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;
e PEI 40: Zigotos incubados com 40ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;
e PEI 80: Zigotos incubados com 80ug/mL de PEI-FITC por 0,5h;

Ao final do periodo de exposicdo presumiveis zigotos foram lavados e 3 gotas

PZM5 suplementado e colocados entre lamina e laminula para avaliacdo da
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internalizacdo de PEI-FITC em microscépio de fluorescéncia. A visualizacdo dos
zigotos foi realizada através de microscoépio de epifluorescéncia (Axio Observer Al,
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha) usando filtro de 470-490 nm. Os zigotos
foram fotografados e a porcentagem média de pixels fluorescentes foram analisadas
utiizando o software de analise de imagens Image J 1.40g®. Foram realizadas 4

repeticbes, sendo observados 25-30 zigotos por grupo.

5.2.9 Experimento 2: Transfec¢do de Od4citos e Embrides suinos

5.2.9.1 Construcéo, amplificacéo e purificacdo do vetor

O plasmideo utilizado na transfeccdo dos odcitos e embrides foi o vetor com
integracdo 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 doado
pelo Prof. Dr. Stefan Moisyadi, da Universidade do Havai (Honolulu, Havai, EUA). O
pmhyGENIE-5 foi transformado em bactérias E. coli competentes (DH5a ou DH10),
segundo Esteves (2001) com modificacfes. A selecdo dos clones foi obtida pela
presenca de canamicina em meio Luria-Bertani (LB), referente ao marcador de
resisténcia a este antibiotico contido no plasmideo construido, o gene KAN(R). O
eDNA foi isolado utilizando Kit mini preparacdo plasmidial (miniprep) QIlAprep
(QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme orientacfes do

fabricante.

5.2.9.2 Preparacao dos poliplexos

Os poliplexos foram preparados utilizando a combinacdo dos parametros
otimizados nos experimentos anteriores. Foram escolhidas as concentragbes 20 e
80ug/mL de PEI, pois foram as concentracdes que apresentaram as maiores taxas
de internalizacdo da PEI-FITC. A razdo de N/P de 2 foi selecionada a partir do
resultado do artigo 1, onde foi observado que ndo existiam cargas negativas
provenientes dos grupos fosfatos presentes no eDNA, e acredita-se que ha PEl livre
para interagir com a membrana plasmatica (artigo 1). Desta forma, foram produzidos

2 poliplexos:



70

Para a transfeccao foram produzidos 2 poliplexos:

o Poliplexo 1: 20ug/mL de PEI complexado com 150pg/mL de pmhyGENIE-5
(raz8o N/P=2), preparados em M2 ou PZM5 para transfeccdo de odcitos e
embrides respectivamente.

e Poliplexo 2: 80ug/mL de PEI, complexadas com 600ug/mL de pmhyGENIE-5
(razdo N/P=2), preparados em MIV2 ou PZM5 para transfeccdo de odcitos e

embrides respectivamente.

5.2.9.3 Transfeccdo dos odcitos

Ao final do periodo de maturacdo in vitro, os odécitos foram desnudados e

lavados em MIV2 e distribuidos para compor os tratamentos:

Controle: Odcitos incubados com PZM5 suplementado (sem poliplexo) por 0,5h;
¢ INC-020: Odbcitos incubados com 150 pg/mL de pmhyGENIE5 por 0,5h;

e INC-080: Odcitos incubados com 600 pg/mL de pmhyGENIES por 0,5h;

e PEIFO20: Odcitos incubados com 100 uL de poliplexo 1 por 0,5h;

e PEI-080: Odcitos incubados com 100 pL de poliplexo 2 por 0,5h;

Ao final da transfec¢cdo os odcitos foram lavados em 3 gotas de MIV2, em
seguida foram fertilizados e cultivados in vitro de conforme os itens 4.2.3 e 4.2.4

respectivamente.

5.2.9.4 Transfeccdo dos embrides

Os embrides foram produzidos in vivo conforme a metodologia descrita no
item 5.2.5. Apds a recuperacdo e selecdo, os embrides foram distribuidos nos

tfratamentos:

e Controle: Embribes incubados com PZM5 suplementado (sem poliplexo) por
0,5h;
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e INC-E20: Embrides incubados com 100 pL de solucdo de pmhyGENIES
(150pg/mL) em PZMS5 por 0,5h;

e INC-E80: Embrides incubados com 100 pL de solugcdo de pmhyGENIES
(600pg/mL) em PZM5 por 0,5h;

e PEI-E20: Embrides incubados com 100 pL de poliplexo 1 por 0,5h;

e PEI-E80: Embrides incubados com 100 uL de poliplexo 2 por 0,5h;

Ao final da transfeccdo foram lavados em 3 gotas de PZM5 suplementado e
cultivados em microgotas de 100 puL de PZM5 suplementado, cobertas com dleo

mineral em estufa 5% de CO2 em estufa a 38,5°C e alta umidade por 5 dias.

5.2.9.5 Avaliacdo do desenvolvimento embriondrio

A clivagem foi no 3° dia apds a fertilizacéo in vitro, onde foram considerados
clivados os embrides que apresentavam duas ou mais células, sem sinais de
fragmentacdo ou degeneracdo celular. As taxas de producdo embrionaria foram
avaliadas no 7° dia de cultivo in vitro para oécitos e no 5° dia do cultivo in vitro para

embrides.

5.2.9.6 Avaliacao da expressao GFP

A expressdo de GFP foi avaliada nos blastocistos produzidos a partir de
oocitos transfectados no 7° dia do cultivo in vitro. Enquanto os blastocistos obtidos a
partir da transfeccdo de embrides no 5° dia do cultivo in vitro. A expressao da
proteina GFP foi observada por microscopia de fluorescéncia usando filtro de filtro
de 470-490 nm do microscopio de epifluorescéncia (Axio Observer Al, Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Alemanha).
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5.3 ANALISE ESTATISTICA

A taxa de internalizacdo de PEI-FITC, taxas de desenvolvimento embrionario
e expressédo de GFP, foram avaliados por ANOVA usando PROC MIXED (SAS®).
Foi utiizado o LSMEANS (média dos quadrados minimos) para obtencdo das
médias ajustadas dos tratamentos, com comparac¢fes utilizando-se o Teste Tukey
com 5% de significancia. Os dados foram apresentados na forma de média dos

quadrados minimos das porcentagens + EP.

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Experimento 1: Avaliagcédo dainternalizacdo da PEI-FITC

5.4.1.1 Obcitos

A internalizacdo da PEIFITC em odcitos sofreu efeito da concentragdo, ou
seja, quanto maior a concentracdo de PEVFITC utilizada, maior a média de pixels
fluorescentes, indicando maior internalizagdo da PEI (Figura 2).

Os odcitos tratados com as concentracdes de PEVFITC de 10 e 20ug/mL ndo
diferiram entre si (p=0,0885) e apresentaram as menores taxas de internalizacdo de
PEI-FITC (quantificacdo média de 19602 e 20503 pixels respectivamente). Porém, a
concentragdo PEIFFITC de 10pg/mL diferiu das concentragbes de 40pg/mL
(p<0.0001) e 80pg/mL (p<0.0001). Enquanto, a concentracdo de PEI-FITC de
20pg/mL ndo diferiu da 40pg/mL (p=0,1515), mas diferiu da concentracdo de
80pg/mL  (p<0.0001). A concentragcdo de 40ug/mL apresentou uma taxa de
internalizacdo de PEI-FITC intermediaria (quantificacdo média de 21280 pixels)
diferindo da concentracdo de 80ug/mL (p=0.0003), que apresentou a maior taxa de
internalizacdo de PEI-FITC (quantificacdo média de 22693 pixels). As imagens dos
oocitos expostos as diferentes concentracbes de PEI-FITC avaliados em

microscopio de fluorescéncia estdo apresentadas na figura 3.
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Figura 2 — Média da concentracdo de PEI-FITC (média de pixels) em odcitos suinos tratados com
diferentes concentragdes de PEI-FITC, analisadas utilizando o software de andlise de imagens
ImageJ 1.40g®. Letras sobrescritas representam diferenca significativa (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.



74

Figura 3 - Odcitos tratados com diferentes concentracfes de PEI-FITC avaliados em microscépio de
fluorescéncia. A: Concentragdo 10ug/mL; B: Concentragdo 20ug/mL; C: Concentracdo 40 ug/mL e D:
Concentracéo 80 ug/mL.

Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.

5.4.1.2 Zigotos

A internalizacdo da PEIVFITC em zigotos sofreu efeito da concentragao, e
assim como em od6citos foi possivel observar que quanto maior a concentracao
maior a quantificacdo de PEI-FITC (média de pixels), ou seja, maior internalizacédo
da PEI (p<0,0001) (Figura 4). Os zgotos tratados com as concentracdes de
PEIVFITC de 10pg/mL apresentaram a menor taxa de internalizacdo de PEI-FITC
(quantificacdo meédia de 20933 pixels), diferindo das concentracbes 20ug/mL
(p=0,0116) 40pg/mL (p<0,0001) e 80ug/mL (p<0,0001). Enquanto as concentracdes
20pug/mL e 40pg/mL nado diferiram entre si (p=0,3716) e apresentaram taxas
intermediarias de internalizacdo de PEI-FITC (quantificagdo média de 22817 e
23673 pixels respectivamente). Mas ambas as concentracdes diferiram de 80ug/mL

(p<0,0001; p=0,0020 respectivamente), a qual apresentou a maior taxa de
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internalizacdo de PEI-FITC (quantificacdo média de 25603 pixels). As imagens dos
zigotos tratados com as diferentes concentragbes de PEI-FITC e avaliados atraves

de microscopia de fluorescéncia estdo apresentadas na figura 5.

Figura 4 - Média da concentracdo de PEI-FITC (média de pixels) em zigotos suinos tratados com
diferentes concentragbes de PEI-FITC, analisadas utilizando o software de analise de imagens Image
J 1.40g®. Letras sobrescritas representam diferenca significativa (p<0,05)
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.
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Figura 5 - Zigotos tratados com diferentes concentracfes de PEI-FITC avaliados em microscépio de
fluorescéncia. A: Concentragdo 10ug/mL; B: Concentragdo 20ug/mL; C: Concentragdo 40 ug/mL e
D: Concentragéo 80 ug/mL.

Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.

5.4.2 Transfeccgéo de Odcitos e Embrides suinos

5.4.3 Desenvolvimento Embrionario e Expressédo de GFP

5.4.3.1 Obcitos

Na figura 6, estdo demonstrados o0s resultados de desenvolvimento
embrionario e expressdo de GFP de blastocistos produzidos a partir de odcitos
maturados in vitro transfectados com PEI e posteriormente fertilizados e cultivados in
vitro. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para taxa de clivagem
avaliados no dia 3 apos a fertilizagdo in vitro (p= 0,8307). A taxas de clivagem dos
grupos controle, INC-O20, INC-080, PEI-020, PEI-O80 foram 54,83%z7,46,
53,01%+7,46, 45,83%+10,55, 49,17%+7,46 e 41,19%+10,55, respectivamente. A
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taxa de blastocisto avaliada no dia 7 poOs fertilizacdo também ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos (p=0,9780), as taxas de blastocisto observadas foram
de 16,96+7,81, 23,68+7,81, 18,05+11,04, 21,07+7,81 e 19,52+11,04, para 0S grupos
controle, INC-020, INC-O80, PEI-0O20, PEI-O80 respectivamente. Quanto a taxa de
blastocisto GFP positivo, foi identificado apenas 1 blastocisto transgénico para

proteina verde fluorescente, pertencente ao grupo PEIO20 (Figura 7).

Figura 6 - Média das porcentagens de clivagem, blastocistos e blastocisto GFP positivos dos
diferentes tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP.
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Média das porcentagens

OClivagem OBlastocistos ™ GFP
Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.
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Figura 7 - Avaliagdo da expressdo génica do blastocisto produzido a partir de odcitos transfectados
com pmhyGENIE-5 mediado por PEI na concentracdo de 20 pg/mL, razédo n/p=2 por 0,5h (PEI-O20).
A: Blastocisto em eclosdo marcado com Hoescht em luz ultravioleta. B: Blastocisto em ecloséo
expressando proteina verde fluorescente em luz ultravioleta.

A

Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.

5.4.3.2 Embrides

Na figura 8, estdo demonstrados o0s resultados de desenvolvimento
embrionario e expressdo de GFP em blastocistos produzidos a partir de embrides
produzidos in vivo transfectados com PEI e posteriormente cultivados in vitro. N&o
houve diferenca significativa entre os tratamentos para as taxas de blastocisto
avaliadas no 5° dia do cultivo in vitro (p= 0,5525). A taxas de blastocistos dos grupos
controle, INC-E20, INC-E80, PEI-E20, PEI-E80 foram 43,33%+15,51, 68,05%+14,51,
36,11%+14,51, 53,41%+14,51 e 39,14%+14,51, respectivamente. Quanto a taxa de
blastocisto GFP positivo, da mesma forma que ocorreu na transfeccdo dos odcitos
foi identificado 1 blastocistos transgénicos para proteina verde fluorescente,
pertencente ao grupo PEI-E20 (Figura 9).
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Figura 8 - Média das porcentagens, blastocistos e blastocisto GFP positivos nos diferentes
tratamentos. Os dados representam as médias dos quadrados minimos + EP.
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.

Figura 9 - Avaliacdo da expressdo génica do blastocisto produzido a partir de embries produzidos in
vivo transfectados com pmhyGENIE-5 mediado por PEI na concentragdo de 20 pg/mL, razdo n/p=2
por 0,5h (PEI20). A: Blastocisto expandido marcado com Hoescht em luz ultravioleta. B: Blastocisto
expandido expressando proteina verde fluorescente em luz ultravioleta.

A

Fonte: Elaborado pela Autora, 2019.
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5.5 DISCUSSAO

A entrega de acidos nucléicos usando PEI € um processo complexo que
dependente de varios fatores, entre eles a condensacdo do DNA, captacéo celular e
a liberacdo do &cido nucléico. Neste sentido, a eficiéncia da transfeccdo e
consequentemente a producdo de blastocistos transgénicos requer a otimizacao dos
parametros que podem influenciar na a entrega do eDNA mediado por PEI em
o0citos e embrides.

Quando se trata de odécitos e embrides a maior dificuldade das técnicas de
transfeccdo estdo relacionadas a zona pelicida. A zona pelicida é uma matriz
extracelular glicoproteica que envolve os odcitos e embrides dos mamiferos. A zona
pelicida realiza a comunicacdo entre odécitos e células foliculares durante a
oogénese, regula as interacbes entre o6citos e espermatozoides durante a
fertilizacdo e protege oocitos e embrides durante o desenvolvimento. Por esse
motivo, ela atua como uma barreira fisica que evita a entrada de agentes externos,
como vetores de entrega de eDNA. Desta forma, a primeira etapa deste trabalho
consistiu em verificar a capacidade da PEI em atravessar a zona pelicida e a
membrana citoplasmética. Foi observado que todas as concetracbes de PEI
estudadas (10, 20, 40 e 80ug/mL) foram capazes de transpor a zona pelucida e
alcancarem o citoplasmade od0citos e zigotos. A taxa de internalizacdo da PEI-FITC
foi proporcional a concentracdo, sendo que a concentracdo 10ug/mL resultou na
menor taxa de internalizagdo, as concentragdes de 20 e 40pg/mL resultaram em
taxas de internalizacdo intermediarias e similiares enquanto a concentracdo de
80ug/mL proporciou a maior taxa de internalizagéo. Este trabalho foi o primeiro a
demostrar a capacidade da PEI em atravessar a zona pellcida de odécitos maturados
e zigotos, desta forma abrindo a possibilidade de utilizagdo deste polimero com a
finalidade de transfeccdo, tendo este um grande potencial de utilizacdo, pois
apresenta baixo custo e nao requer equipamentos sofisticados, além de poder
promover a transfeccdo de forma rapida em um grande numero de células ao
mesmo tempo.

A partir destes resultados, foram selecionados as concentracbes de 20 e
80ug/mL de PEI para preparar os poliplexos. Ambas as concentracbes foram

combinadas com a razdo N/P igual a 2 e o periodo de transfeccdo de 0,5h
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(parametros otimizados no capitulo 1). Foram avaliados o efeito da PEI sobre o
desenvolvimento embrionario e a expressao de GFP dos blastocistos.

Foi demonstrado que ambas as concentracbes de PEI estudas nao
comprometeram o desenvolvimento embrionario, ou seja, nas condi¢des avaliadas a
PEI ndo foi embriotoxica. Vale ressaltar que estudos envolvendo a citotoxicidade da
PEl séo inexistentes para oo6citos e embrides. Dentre os periodos criticos de
desenvolvimento de um organismo destaca-se a fase pré-implantacional,
possivelmente devido a existéncia de células ainda indiferenciadas. Um distirbio
nesta etapa pode causar falhas na implantacdo ou levar a danos nos processos de
divisdo celular e diferenciagdo que originardo os tecidos fetais (ZALGEVICIENE et
al., 2012). LesbGes nas células embrionarias acarretam em maior proporcdo de
embrides ndo eclodidos ou degenerados (LEIDENFROST et al., 2011). Neste
sentido, as taxas de desenvolvimento embrionario encontradas no presente trabalho
sugerem que as concentracdes de PEI avaliadas (20 e 80ug/mL) ndo influenciaram
a cinética de desenvolvimento e a sobrevivéncia de embrides suinos. Este resultado
€ extremamente relevante, pois existe uma caréncia de informacdes sobre o efeito
da PEI nas células avaliadas, especialmente em suinos, que é a espécie que se
destaca como modelo de estudo humano. Adicionalmente, estes resultados abrem
uma real possibilidade para que a PEI seja um agente transfectante de &cidos
nucleicos ou moléculas terapéuticas para oocitos e embrides suinos.

Quanto a expressao de GFP, observamos que a PEI foi capaz de transfectar
oocitos e embrides suinos e gerar blastocistos transgénicos para GFP. Foi verificado
que os 2 blastocistos transgénicos produzidos, foram transfectado a partir de o6citos
e embrides transfectados com o poliplexo 1 (20pug/mL de PEI, razdo N/P igual a 2,
incubacéode 0,5h). Esses resultados indicam que a PEI foi capaz de passar pela
zona pellcida e o plasmideo atingiu o nicleo do zigoto, sendo, 0 gene transcrito e
traduzido na proteina verde fluorescente de forma ndo transiente. Coonrod e Horwitz
(1997) observaram que a integridade do DNA que chega ao nlcleo parece ser
determinante para a eficiéncia de transferéncia génica. De fato, a degradacao dos
acidos nucleicos por nucleases citoplasmaticas durante a internalizacdo celular ou
transito até o nucleo, bem como a fusédo de endossomos contendo o DNA exdgeno
com os lisossomos € determinante para o sucesso da transfeccdo (WATTIAUX et al.,
2000; SANZ et al., 2011). Nesse aspecto, o efeito “esponja de elétrons” proposto

para PEIl poderia constituir uma vantagem, visto que o eDNA recebe protecéo
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adicional contra a degradacdo. Outra possivel explicacdo para a estabilidade da
transfeccdo pode estar relacionada a natureza do plasmideo. O plasmideo utilizado
foi o vetor com integracdo baseada no transposon PiggyBac. Os transposons sao
elementos genéticos moéveis que agem através de mecanismo de transposi¢do do
tipo “corta e cola” através da enzima transposase. As transposases reconhecem e
se ligam aos transposons flanqueadores de elementos de repeticdo invertidos,
cortam esse segmento de DNA do doador e o reinserem no genoma receptor. Essas
propriedades provaram ser uma ferramenta inestimavel para entrega de genes em
aplicacbes como transgénese, mutagénese para pesquisa de cancer ou terapia
génica. Marh et al. (2012), demonstrou uma eficiéncia 5 vezes maior na producéo de
camundongos transgénicos ao realizar a microinjecdo pronuclear utilizando o vetor
piggyBac. Neste sentido, 0 mecanismo de escape lisossomal da PEI combinado com
a natureza do plasmideo pode estar relacionado na estabilidade da expressédo de
GFP mostrada neste trabalho

Exitem poucos estudos com transfec¢cdes bem sucedidas em odcitos e
embribes com a zona peldcida intacta. As técnicas mais utiizadas sédo a
eletroporacdao e a microinjecdo (GRABAREK et al. 2002; HOFMANN et al., 2003).
Vetores virais necessitam de remocdo da zona pellGcida , uma vez que esta confere
protecdo contra agentes infecciosos (PFEIFER et al., 2004). Carballada, Degefa,
Esponda, et al. (2000) demostram que os lipossomas catidénicos foram capazes de
transfectar o6citos imaturos com a zona pellcida intacta, mas odécitos maturados e
embrides precisaram da prévia permeabilizacdo da zona pellcida. Este trabalho
demonstrou pela primeira vez a eficiéncia da PEIl em transfectar o4citos e embrides
com zona peldcida intacta e gerar blastocistos transgénicos.

Um importante fator que também deve ser levado em consideracdo nos
resultados obtidos € a fase do ciclo celular e do estado da cromatina em que 0s
oocitos e embrides encontravam-se no momento da transfecgdo. No presente
estudo a transfeccdo dos odcitos foi realizada em odcitos maturados, o que sugere
que eficiéncia do poliplexo pode estar associado a auséncia do envelope nuclear,
gue é caracteristico da MIl. A auséncia do envelope nuclear, pode facilitar o contato
do eDNA com a cromatina, permitindo uma maior eficiéncia na integragdo do gene
no genoma. Deste modo, 0s genes tém a probabilidade de serem inseridos antes da
fecundagédo (CHAN et al, 1998; CHAN et al., 2001). Estudos sugerem que para

embrides, o momento ideal para transfeccdo seria na fase S (4 a 24 horas apos
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inicio da fecundacéo) quando os sitios de integracdo estdo mais acessiveis. Porém,
na espécie suina existe uma grande variacdo na duracdo do cio (24 a 108 horas) e
no intervalo entre o inicio do cio e a ovulacdo (16 a 96 horas) (VIANA et al., 1999).
Devido a essas questdes, as coletas dos embrides produzidos in vivo foram
realizadas 1 dia apds a Uultima inseminacdo, no entanto, pela grande variacdo do
momento da owulacdo, os zigotos coletados variaram entre 0s estigios de 1-4
células. O uso da PEI como vetor de entrega de genes em od0citos e embrides
suinos € bastante promissor como método alternativo para entrega de eDNA, devido

a sua simplicidade e boa eficiéncia.
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6 CONCLUSOES

O protocolo constituido por PEI na concentracdo de 10ug/mL, combinado com
a razdo N/P de 2, com incubacéo de 0,5h, foi capaz de transfectar com sucesso
fibroblastos fetais suinos, sendo que a porcentagem de células GFP positiva se
manteve constante ao longo do tempo avaliado, sem causar lesdo de membrana
significativa nos fibroblastos. Também foi estabelecido que o protocolo constituido
por PEI na concentracdo de 20ug/mL, combinado com a razdo N/P de 2, com
incubacdo de 0,5 horas, foi capaz de ultrapassar a zona pellcida, transfectar oécitos
maturados in vitro e embrides produzidos in vivo e gerar blastocistos transgénicos
para GFP sem prejudicar o desenvolvimento embrionario

Portanto, os protocolos de transfeccdo baseados em polietilenoimina
desenvolvidos neste trabalho mostraram-se eficientes e seguros para transfecgéao de

fibroblastos, o6citos e embrides suinos.



