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INTRODUCAO

Animais geneticamente modifica-
dos sao definidos como aqueles que
apresentam DNA de origem exogena,
introduzido por manipulacao genéti-
ca (JACENKO, 1997). Apesar dos pri-
meiros experimentos terem sido con-
duzidos em ratos, durante os ultimos
15 anos, os estudos realizados em
animais de laboratério tém sido ex-
trapolados para animais de interesse
zootécnico (PINKERT; MURRAY,
1999). Assim, a transferéncia génica é
utilizada na producio de modelos
para estudos basicos ou aplicados, no
desenvolvimento de animais com alto
valor genético adicionado, na produ-
¢ao de animais para uso industrial ou
farmacéutico e na producio de 6rgaos
para xenotransplante.

Para a geraciao destes animais, sao
utilizadas trés metodologias principais:
injecao de DNA ex6geno em pro-nu-
cleos de zigotos; producio de quime-
ras por modificacao de célula-tronco
embriondria e, mais recentemente,
transferéncia nuclear. Para esta ulti-
ma, células somaticas cultivadas in
vitro sao modificadas geneticamente
e posteriormente fundidas com o6ci-
tos receptores enucleados (McCREA-
TH et al., 2000). Estudos sobre a pro-
ducio de animais transgénicos tém
sido desenvolvidos intensivamente e
com sucesso em camundongos e ra-
tos (CHARREAU et al., 1996). Entre-
tanto a adaptacido e a utilizacao des-
tas técnicas em animais domésticos
continuam problemdticas (WALL et al.,
1997), apresentando baixa integracio
do transgene (EYESTONE, 1994).

Para contornar estas dificuldades,
o uso de espermatozoides como ve-
tor de DNA na produc¢ido de animais
transgénicos tem sido empregado
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como método alternativo. A primeira
evidéncia de que espermatozdides de
mamiferos sio capazes de se ligarem
as moléculas de DNA exégeno ocor-
reu ha 34 anos (BRACKETT et al.,
1971). Entretanto devido ao inicio das
pesquisas em biologia molecular e
fecundacao in vitro, estes achados
foram esquecidos até o final da déca-
da de 80. Lavitrano et al. (1989) e Are-
zzo et al. (1989) mostraram que es-
permatozéides comportam-se como
vetores, transferindo DNA exdgeno
para o interior de odcitos durante o
processo de fecundacio e mais espe-
cificamente que células espermaticas
do epididimo absorvem espontanea-
mente DNA plasmidial. Este achado
foi confirmado posteriormente por
varios grupos (ATKINSON et al. 1991;
CASTRO et al., 1991; HORAN et
al.,1991; GAGNE et al., 1991).

A transferéncia génica mediada
por espermatozoide (TGME) oferece
uma poderosa ferramenta para a trans-
genia animal e a biotecnologia nas
espécies em que a reproducio ocorre
por gametas, principalmente naque-
las em que as técnicas convencionais
apresentam baixa eficiéncia, como
suinos e bovinos. Esta revisao se pro-
poe a discorrer sobre a producao de
animais transgénicos utilizando o es-
permatozoide como vetor de DNA
exogeno, abordando aspectos como
a interacao de DNA exégeno com as
células espermaticas e a sua internali-
zacao no nucleo do espermatozodide.

INTERACAO

A interacao do DNA exégeno com
células espermaticas é um evento i6-
nico. Lavitrano et al. (1992), ao incu-
barem espermatozoéides com molécu-
las de DNA entre 150bp e 7 kb, ob-
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Figura 1: Representacao esquematica dos mecanismos de transfeccao de células espermaticas. a)
Incubacio dos espermatozéides com o DNA exogeno. Apos a lavagem do sémen para a retirada
do plasma seminal contendo o fator de inibicao IF-1, as moléculas de DNA exdgeno se ligam a
proteinas ligadoras de DNA (PLDNA) presentes na membrana do espermatozéide, o que ativa a
internalizacio do DNA exdgeno mediada por moléculas de CD4, representada pelo complexo
DNA/PLDNA/CD4. B) Na lipofeccio, a carga positiva do lipossomo interage com a carga negativa
do DNA ex6geno formando lipoplexos que sofrem endocitose sendo carreados para o nucleo. ¢)
Pulsos elétricos alternados na eletroporacao, abrem poros na membrana plasmatica do
espermatozoide facilitando a internalizacao do DNA exdgeno.

servaram que moléculas maiores se
ligam mais eficientemente aos esper-
matozoéides do que as moléculas me-
nores. Isto exclui a possibilidade da
internalizacdo do DNA no esperma-
tozoéide ser devido simplesmente 2 sua
permeabilidade através dos poros,
pois desta forma, moléculas peque-
nas seriam favorecidas em relacio as
maiores. Tal fato sugere que a carga
das moléculas pode ter funcao impor-
tante na interacio do DNA exdgeno
com células espermdticas. De fato,
moléculas carregadas negativamente
parecem ser favorecidas molecular-
mente em suas interacdes especificas,
ja que uma dada quantidade de carga
¢€ necessdria para completa ligacio e
ou internalizac¢io.

Segundo Camaioni et al. (1992), o
DNA ¢ mais comumente detectado no
segmento equatorial e na regiao pos-
acrossomal dos espermatozoéides de
camundongos e uma minoria, na re-
gido apical do acrossoma, o mesmo
ocorrendo em espermatozoides de
bovinos, suinos e humanos. A locali-

zacao especifica da ligacio do DNA
exogeno na regiao pos-acrossomal do
espermatozoide somado 2a relevancia
da carga na interacdo entre o DNA
exogeno e o espermatozoide sugerem
a existéncia de um substrato, possi-
velmente uma proteina na cabeca dos
espermatozoides, no qual moléculas
negativamente carregadas podem se
ligar. Lavitrano et al. (1992) encontra-
ram proteinas de 30 a 35 kDa na ca-
beca dos espermatozoéides.
Resultados semelhantes foram
encontrados por Zani et al. (1995) que
a0 pesquisarem o mecanismo envol-
vido na intera¢io DNA-espermatozoi-
de, identificaram trés classes de pro-
teinas como potenciais substratos para
a interacio do DNA exégeno com o
espermatozoide. A primeira classe é
uma proteina de baixo peso molecu-
lar, abaixo de 20 kDa que foi classifi-
cada como protamina. A segunda clas-
se é uma proteina de peso molecular
entre 30 e 35 kDa e a terceira classe,
de peso molecular em torno de 50
kDa. Estas proteinas estdo presentes

na regido da cabeca dos espermato-
zo6ides atuando como substrato para
a ligacio do DNA exd6geno, forman-
do um complexo estivel (SPADAFO-
RA 1998). As proteinas de 30-35 kDa
representam o mais provavel substra-
to fisiologico para a ligacio do DNA,
visto que € o Gnico grupo no qual a
mobilidade eletroforética é conserva-
da entre espécies de mamiferos tanto
quanto em peixes e equinodermes.
Além do mais, € a Gnica classe de pro-
teinas acessiveis ao DNA exogeno em
células espermaticas intactas. As pro-
teinas de 30 a 35 kDa purificadas in-
teragem com o DNA exégeno geran-
do complexo proteina/DNA. Estes re-
sultados sugerem que a interacio do
DNA ex6geno com o espermatozoi-
de ¢ especifica e mediada por fatores
protéicos em que o DNA exoégeno se
liga para ser carreado para o nucleo.

Outra molécula que atua na liga-
¢ao do DNA exdgeno com o esper-
matozoide € o complexo maior de his-
tocompatibilidade (MHC) de classe 1II.
Espermatozéides de camundongo

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n° 35 9



knockout para MHC da classe 11 apre-
sentaram reducao na ligacio com o
DNA ex6geno. Embora nao tenha sido
encontrada molécula de MHC de clas-
se II em células espermaticas, sua ex-
pressdo parece ser necessaria duran-
te a espermatogénese para produzir
células espermaticas capazes de se li-
garem aos DNA ex6geno (LAVITRA-
NO et al., 1997).

Por outro lado, existem também
moléculas que atuam como regulado-
res negativos no processo de intera-
¢ao do DNA exdgeno com esperma-
tozoide. A alta permeabilidade de cé-
lulas espermaticas ao DNA exdgeno
faz da fecundacio um risco para a
identidade genética da prole. Entre-
tanto, isto € incomum na natureza. Em
contraste ao que acontece com cé€lu-
las espermaticas do epididimo, esper-
matozoides do ejaculado na presenga
de plasma seminal sao impermeaveis
ao DNA exdégeno, sugerindo que o
plasma seminal possui fatores que
inibem a permeabilidade dos esper-
matozoides.

A hipoétese da existéncia de fato-
res de inibicio no plasma seminal foi
confirmada por Lavitrano et al. (1992)
que, ao acrescentarem quantidades
crescentes de plasma seminal, obtive-
ram taxas decrescentes da ligacao dos
espermatozoides com o DNA exége-
no. O mesmo efeito do plasma semi-
nal foi observado por Camaioni et al.
(1992), que relataram aumento na
porcentagem de espermatozoides li-
gados ao DNA exégeno quando o
sémen foi lavado antes da exposicio
ao DNA. De fato, o plasma seminal
possui fator que antagoniza fortemen-
te a ligacao do DNA exégeno, prote-
gendo os espermatozoéides. Posterior-
mente, o fator inibitério de ligacao do
DNA exoégeno as células espermati-
cas foi identificado e caracterizado
como uma glicoproteina, chamado de
Fator Inibitério 1 (IF-1). Este prova-
velmente se une as proteinas ligado-
ras de DNA exoégeno dos espermato-
z6ides, inibindo a interacao DNA ex6-
geno-espermatozoides (ZANI et al.
1995). Estas proteinas ligadoras de
DNA e o IF-1 aparentemente possu-
em alta afinidade, sendo que molécu-
las de IF-1 foram capazes de remover
DNA exo6geno ja associados as prote-
inas ligadoras de DNA.

Carbalada e Esponda (2001) des-
creveram dois outros fatores que atu-

am como reguladores negativos na
interacio do DNA exégeno com o0s
espermatozoides. O primeiro € o flui-
do da vesicula seminal, que possui
forte atividade de DNase dependente
de calcio e magnésio. Este achado niao
€ surpresa, pois ja foi descrita a pre-
senca de DNase no sémen bovino
(TANIGAVA et al., 1975), estando tam-
bém presente no ejaculado de muitas
espécies mamiferas (MAMM; LU-
TWAK-MAMM, 1981). Provavelmente
a DNase € responsavel pela maior ati-
vidade inibitoria no plasma seminal.
Carbalada e Esponda (2001) observa-
ram forte correlacio entre a atividade
de DNase e a habilidade desta ativi-
dade em inibir a interacio DNA/es-
permatozéide. O segundo fator é o
fluido da préstata ventral que exibe
uma moderada atividade inibitoria, o
qual possui proteinas ligadoras de
DNA que se ligam ao DNA exdégeno.
Todas as proteinas sao encontradas
em niveis muito baixo, especialmen-
te aquelas entre 50 e 80 kDa. A mais
abundante sao as proteinas de 25kDa,
porém sua afinidade nio € muito alta.
De qualquer modo, a contribuicao
destas proteinas na inibicao da inte-
racdo do DNA com os espermatozoi-
des sdo irrelevantes quando compa-
radas com a atividade da DNase (CAR-
BALADA; ESPONDA, 2001)

INTERNALIZACAO

A proporcao de DNA internaliza-
do no nucleo do espermatozoéide ocor-
re em propor¢ao constante como ob-
servado por microscopia eletrdnica
(FRANCOLINI et al. 1993), em que 15
a 20% do DNA ligado ao espermato-
zoide foram eficientemente internali-
zados no nucleo dos espermatozéi-
des e coberto pela cromatina. A inter-
nalizacao no nucleo também foi con-
firmada por microscopia confocal (BA-
CHILLER et al., 1991) e andlise bio-
quimica (ATKINSON et al., 1991). La-
vitrano et al. (1997) relatam que o CD4
iniciam um importante papel na in-
ternalizacio do DNA. Camundongos
knockout para CD4 apresentaram efi-
ciéncia igual de ligacio do DNA exo-
geno ao espermatozoide em compa-
racao aos camundongos normais, po-
rém foram incapazes de internaliza-
los no nucleo. O indice de internali-
zacao constante somado com a loca-
lizacao especifica da ligacao do DNA
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exdgeno na regiao sub-acrossomal do
espermatozoide e o papel das molé-
culas de CD4 sugerem que a interna-
lizacio do DNA exd6geno no nucleo
espermdtico provavelmente nio &
consequiéncia de um processo passi-
vo e incontrolado, mas provavelmen-
te mediado por mecanismos regula-
torios.

Zoraqui e Spadafora (1997) obser-
varam que o DNA plasmidial interna-
lizado torna-se fortemente associado
com o nucleo, é extensivamente re-
organizado e sofre recombinagao com
o DNA gendmico do espermatozoéi-
de. Estes mesmos autores construiram
uma biblioteca gendémica usando o
DNA extraido de espermatozéides
previamente incubados com o plas-
mideo pSV,CAT, o que gerou o isola-
mento de diversos clones em que a
seqiiéncia do plasmideo foi recombi-
nada com o DNA cromossomal de
camundongo. Entre os clones, dois
foram selecionados aleatoriamente (7
e 8,5 kb) e sequienciados. Em ambos,
a seqiiéncia do DNA plasmidial foi
integrada na sequéncia genOmica de
células espermiticas de camundongo.
Os locais de integracio foram identi-
ficados nos dois clones analisados,
sendo flanqueados por seqtiéncias
idénticas, sugerindo que estes even-
tos nao ocorrem aleatoriamente, mas
em locais preferenciais. Uma seqién-
cia de topoisomerase II consenso foi
encontrada adjacente aos finais dos
locais de integragao, sugerindo um
possivel papel desta enzima no pro-
cesso de recombinacdo homologa.

Pittogi et al. (2000) sugerem a hi-
potese de que ha integraciao de retro-
posons e moléculas de DNA exégeno
nas nucleohistonas no espaco da cro-
matina entre dois dominios de prota-
minas adjacentes. O nucleossoma da
cromatina espermadtica interage com
o esqueleto nuclear e é abastecido
com a maquinaria enzimatica neces-
sdria para suportar a integracdo do
DNA.

FATORES QUE AFETAM
A INTERACAO

Nao € apenas o DNA exdgeno que
se liga a regido p6s acrossomal do
espermatozoide, mas também outras
macromoléculas carregadas negativa-
mente como a heparina, sulfato de
dextram e outras proteinas com pon-



to isoelétrico menor que 7 (LAVITRA-
NO et al., 1992). Em particular, a c-
phycocyanina, a albumina sérica bo-
vina e a b-lactoglobulina B, os quais
o ponto isoelétrico variam de 4,6 a
5,1, mostraram ligacdo preferencial na
parte posterior da cabeca, regido cor-
respondente ao nucleo, em padriao
muito similar aos obtidos com molé-
culas de DNA. Esta ligacdo ¢ reversi-
vel e moléculas de DNA ligadas ao
espermatozoide podem ser removidas
quando se aumenta excessivamente
a concentracao destas moléculas.

A quantidade de DNA exégeno
incubado com as células espermati-
cas também possui importante papel
na internalizacio. Plasmideos extrai-
dos de células espermaticas apds in-
cubacao com baixas doses de DNA
permaneceram intactos. Entretanto o
DNA exoégeno foi altamente degrada-
do quando células espermaticas fo-
ram incubadas com altas doses de
DNA exo6geno. Estes resultados indi-
cam que o espermatozéide do epidi-
dimo reage contra a invasao do DNA
exo6geno por meio de atividade de
nuclease, promovendo sua degrada-
¢do. Quando € incubado com grande
quantidade de DNA exdégeno, o es-
permatozdide sofre processo seme-
lhante a apoptose (ativada pela inter-
nalizacdo do DNA), degradando o
DNA ex6geno e o gendmico (MAIO-
NE et al., 1997).

A endonuclease, por degradar o
DNA ex6geno e o endégeno, exerce
papel negativo na interacao do DNA
com as células espermaticas, raziao
pela qual se di atencdo a temperatu-
ra de incubacao dos espermatozoéides
para nao haver ativaciao desta enzima
por temperaturas altas. O cilcio tam-
bém possui efeito na interacio. Na
capacitacdo espermdtica, evento de-
pendente de cilcio, ocorre grande
nimero de mudancas fisiolégicas, tor-
nando o espermatozoéide competente
para a fecundagao e que deve ocor-
rer no seu ritmo normal. Entretanto a
remoc¢ao do plasma seminal (etapa
fundamental na interacio do DNA
exogeno com o espermatozoide) ace-
lera a capacitacdo espermatica, dimi-
nuindo a internalizacao do DNA exo6-
geno no espermatozoide. Uma manei-
ra de inibir esta aceleracio ¢ a utiliza-
cao de meio de incubacio sem cal-
cio, 0 que permite a capacitacao es-
permdtica mais lenta na auséncia do

PROTOCOLOS EMPREGADOS NA TRANSFERENCIA
GENICA MEDIADA POR ESPERMATOZOIDE

INCUBAQAO

Suspender os espermatozoides em meio de fecundacgio in vitro (sem
heparina) na concentrac¢io de 5x10%/ml
Incubar por 1 hora a 391C e 5% de CO,em ar com 500 ng/ml de DNA

Inseminar os oOcitos

ELETROPORAQAO

Colocar o sémen (5x10°) com o DNA (500ng) na cubeta de eletropora¢io

Incubar por 10 minutos
Provocar o choque de 500V
Incubar por 10 minutos

Centrifugar em meio de Incubaciao (Meio 199 com hepes + BSA +
piruvato + antibiético) por 5 minutos a 200g
Centrifugar em meio de fecundacio in vitro por 5 minutos a 200g

Inseminar os odcitos

LIPOFECQAO

Adicionar o DNA (500ng) em 4ml de solu¢io para condensacao do
DNA (disponivel em varios kits comerciais de lipofec¢ao)
Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente

Adicionar 10ml de lipossomo

Misturar vigorosamente por 10 minutos

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente

Acrescentar meio de fecundacao até completar o volume de 270ml
Adicionar 30ml de meio de incubacao (Meio 199 com hepes + BSA +
piruvato + antibitico) contendo 5x10° espermatozoéides por ml

Incubar por 2 horas em estufa

Centrifugar em meio de incubag¢io por 5 minutos a 200g
Centrifugar em meio de fecundacio in vitro por 5 minutos a 200g

Inseminar os odcitos

plasma seminal (Lavitrano et al., 2003).

QOutro fator é a variacao individu-
al. Lavitrano et al. (2003) encontra-
ram diferencas que variaram de 9% a
67% nos indices de ligacado de DNA
exogeno com espermatozoides suinos
em diferentes animais. Esta associa-
¢ao foi alterada quando diferentes
concentragdes de DNA exogeno fo-
ram adicionadas. Entretanto, sob as
mesmas condicoes, a cinética de as-
sociacdo foi similar. Em todos os ca-
s0s, a associacio do DNA com o es-
permatozéide iniciou entre 15 e 30
minutos de incubacao seguido de uma
fase platd aos 60 minutos. Estes re-
sultados mostraram que para cada
animal, a ligacio do DNA exdgeno
com o espermatozoide deve ser oti-
mizada. Para otimizar o protocolo de
geracdo de animais transgénicos, €
necessario estabelecer quando, por
quanto tempo e qual a quantidade de

DNA ex6geno deve ser adicionada aos
espermatozoides, para que este seja
eficientemente ligado e internalizado
pela maioria das células espermaticas.
Isto sugere que os laboratérios que
trabalham com transferéncia génica
mediada por espermatozoéides devam
realizar varios testes de padronizaciao
antes de iniciar os experimentos.

PRODUCAO DE
ESPERMATOZOIDES
“TRANSGENICOS”

Para a internalizacao do DNA ex6-
geno nas células espermaticas, as
metodologias mais utilizadas sdo a
incubacao dos espermatozoéides com
moléculas de DNA, a eletroporacio e
a lipofecgao (figura 1). Na incubacio,
as moléculas de DNA exd6geno se li-
gam nas proteinas ligadoras de DNA
presentes na membrana do esperma-
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tozoide, formando o complexo pro-
teina/DNA, que se liga a molécula
CD4 ativando a internalizacao do DNA
exogeno. Na eletroporagao, a corren-
te gerada por pulso elétrico alternado
¢ capaz de abrir temporariamente po-
ros na membrana celular, facilitando
a entrada do material genético nas
células. Na lipofeccio, a carga positi-
va do lipideo catidnico forma intera-
cio eletrostdtica com o fosfato do
DNA, formando o lipoplexo. A carga
positiva do lipoplexo forma interacio
nao especifica com a carga negativa
da superficie celular, ocorrendo en-
docitése, permitindo a internalizaciao
do lipoplexo, que é direcionado para
proximo da regido perinuclear onde
ocorre a dissociacdo, resultando na
separacao do DNA, o qual entra no
nucleo provavelmente por transporte
nuclear dependente de energia.

CONSIDERACOES FINAIS

A literatura cientifica contém mais
de 70 relatos de sucesso sobre liga-
c¢ao do DNA exdgeno com células
espermiticas (exemplos na tabela 1).
Na maioria destes relatos a transferén-
cia e manutencao do transgene apos
a fecundacio sio descritas, mostran-
do a subseqiiente geracdo de animais
vidveis (F ) contendo o transgene. Em
alguns casos também é mostrada a
transmissao do transgene para a pro-
le (F)) ou adiante (SMITH; SPADAFO-
RA, 2005).

Entretanto a TGME ainda nao estd
bem estabelecida como forma confia-
vel de manipulacdo genética. Um as-
pecto significante € que a integracio
estavel do transgene tem sido detec-
tada em niveis baixo nos protocolos
de TGME. A baixa freqiiéncia de inte-
gracao estavel no genoma, a freqiién-
cia de modificacio fenotipica e a trans-
genia total (incluindo caracteristicas
transmitidas de forma epissomal) pode
variar de 0 a 100%. Maione et al.

Tabela 1: Resumo dos resultados na literatura com a transferéncia

génica mediada por espermatozoéide

Espécie Metodologia

Camundongo Incubacao
Incubacao
Incubacao
Eletroporagio
Incubaciao
Incubaciao
Lipofecc¢ao
Eletroporacio
Incubacao
Incubacao
Incubacao
Incubacio
Incubaciao
Lipofeccao
Lipofeccao
Eletroporacao
Eletroporacao
Incubacio
Eletroporacio
Incubacao
Eletroporagio
Lipofeccao
Incubacao,
Eletroporacgio e
Lipofeccao
Lipofeccao
Incubaciao
Eletroporacio

Bovino

Suino

Coelho

Salmao
Zebrafish
Carpa

Tilapia
Galinha

Ourico do mar

Referéncia

Lavitrano et al., 1989
Maione et al., 1998
Chang et al.,2002
Gagné et al., 1991
Schellander et al., 1995
Sperandio et al., 1996
Rotmann et al., 1996
Rieth et al., 2000
Sperandio et al., 1996
Habrova et al., 1996
Lavitrano et al., 2003
Brackett et al., 1971
Kuznetsov; kuznetsova, 1995
Rotman et al., 1996
Wang et al., 2003

Sin FYT et al., 2000
Symonds et al., 1994
Khoo et al., 1992
Patil; khoo. 1996
Zkong et al., 2002
Mueller et al., 1992
Rotman et al., 1991

Nakanishi; Iritani, 1993
Yang et al., 2004
Arezzo 1989

Tsai et al., 1997
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(1998), em 75 experimentos, produ-
ziram 1755 fetos de camundongo dos
quais 130 eram transgénicos, repre-
sentando apenas 7% do total. A efici-
éncia nao foi homogénea entre os ex-
perimentos, onde os 130 camundon-
gos transgénicos foram originados de
13 dos 75 experimentos. Entre os 13
experimentos, a eficiéncia variou de
4 a 100%. Devido a grande variacio
nos indices de integracio do DNA
exogeno ao genoma hospedeiro, a
TGME nio é considerada método bem
estabelecido de transgenia compara-
da a microinjecio pro-nuclear ou as
células tronco embrionarias (produ-
cdo de quimeras). Além disso, uma
série de estudos mostrou, em espéci-
es diferentes, a ocorréncia da seqién-
cia de DNA ex6geno em embrides na
fase pré-implantacional, seguido pelo
desaparecimento de qualquer sinal do
DNA exégeno na prole resultante,
sendo esta ocorréncia atribuida 2
transmissao epissomal do DNA ex6-
geno.

Embora a TGME nao seja uma téc-
nica bem estabelecida, ela oferece
vantagens quando utilizada em ani-
mais nos quais a microinjecdo ou a
utilizacao de células tronco embrio-
ndrias sao menos eficiente. Este mé-
todo nao necessita de equipamentos
caros nem habilidade na micromani-
pulacdo. Adicionalmente, a TGME
permite a produgio de animais trans-
génicos em massa, uma vez que gran-
de quantidade de zigotos pode ser
modificada coletivamente numa tni-
ca etapa. Esta técnica poderia ser exe-
cutada no campo, em programas de
inseminacao artificial ou em labora-
tério utilizando a fecundacio in vitro
ou injecdo intracitoplasmatica de es-
permatozoide. Podendo ser aplicado
em todas as espécies cuja reprodu-
¢do é mediada por gametas.

A integracido epissomal pode ser
atrativa para pesquisa futura em tera-
pia génica. Segundo Smith; Spadafo-
ra (2005) a nao integracio do DNA
exogeno é na maior parte propagada
como estrutura extra-cromossomal
pelo desenvolvimento embrionario,
mantida nos tecidos de animais adul-
tos, sem interrupg¢ao da integridade do
genoma hospedeiro, sugerindo que a
terapia génica, em particular em em-
brides e fetos, pode se tornar possibi-
lidade futura. O potencial uso da
TGME na terapia génica embriondria



¢ teoricamente aceitiavel, consideran-
do que transgenes parecem persisti-
rem melhor no estadio inicial de de-
senvolvimento, possivelmente devido
ao seu estado epissomal. Entretanto,
a natureza especulativa desta possi-
bilidade deve ser reconhecida.

A interacao do DNA ex6geno com
células espermaticas também tem re-
velado fung¢des inesperadas e ativida-
des metabodlicas nestas células, que
sao de outra maneira, convencional-
mente consideradas silenciosas. A in-
ternalizacdo nuclear do DNA ex6ge-
no inicia a ativacao metabodlica de uma
variedade de enzimas enddgenas, a
qual causa a reorganizacdo das se-
quiéncias de DNA exégeno e catalisa
a sua recombinacao com o DNA do
espermatozéide (MAGANO et al.,
1998).

Embora a TGME tenha alto indice
de integracao epissomal, existem va-
rios relatos na literatura de producao
de animais transgénicos utilizando esta
técnica com integracido estivel no
genoma hospedeiro (existem mais de
30 relatos de sucesso dos quais 25%
destes mencionam a transmissio do
transgéne para F, ou adiante). Além
disso, esta técnica apresenta vantagens
como baixo custo, simplicidade, ca-
pacidade de producao de animais
transgénicos em alta escala, possibili-
dade de ser aplicada ao campo em
futuro préximo e perspectiva para uso
na terapia génica. Isto faz com que
varios pesquisadores estudem a TGME
com finalidade de aumentar sua efici-
éncia, tornado-a bem estabelecida e
confidvel, apresentando alto indice de
integracao estavel.

CONCLUSAO

Moléculas de DNA exégeno po-
dem se ligar e internalizar nos esper-
matozoéides em processo que nao
pode ser visto como evento aleatorio,
mas sim como evento regulado por
mecanismos especificos. Entretanto,
pouco se sabe sobre os mecanismos
que regulam a internalizacdo do DNA
exogeno nos espermatozoides, onde
ocorre integracdo epissomal ou genod-
mica, bem como o que realmente
acontece com o DNA exégeno depois
que ele entra no odcito. De qualquer
maneira, espermatozoides de diferen-
tes espécies tém sido usados como
vetores de DNA exo6geno, produzin-

do animais geneticamente modifica-
dos. Futuras pesquisas sobre transfe-
réncia génica mediada por esperma-
tozoides incluem mecanismos que
regulam a interacao do DNA exége-
no no nucleo, a acio da atividade da
endonuclease espermitica sobre o
DNA exo6geno, a integracio do DNA
exdgeno no genoma quando, assim
como protocolos que aumentem a
eficiéncia da técnica.
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