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RESUMO

A espécie caprina tornou-se um excelente modelo animal objetivando a producdo de
proteinas recombinantes no leite. A obtencao de machos fundadores transgénicos é
importante, pois 0s mesmos permitem aumentar o numero de crias transgenicas pelo
simples uso da inseminagao artificial. Este trabalho teve por objetivo, comparar parametros
seminais de machos caprinos transgénicos (TG) e ndo transgénicos (NTG) para o Fator
Estimulante de Colonia de Granulocitos humano (hG-CSF). Para tanto, semanalmente,
foram colhidas amostras de sémen de todos os animais atraves de vagina artificial. Foram
avaliados os seguintes parametros: volume, motilidade massal, concentracdo espermatica,
motilidade individual progressiva (MIP), vigor e patologias espermaticas. Foram
observadas diferencgas estatisticas somente para volume e MIP, os quais tiveram valores
superiores (p<0.05) nos animais TG. Observou-se também, em ambos os grupos, um
pequeno percentual de patologias espermaticas (<2%), sem diferenca estatistica (p>0,05).
Em conclusdo, a presenca do transgene nao afetou a qualidade do sémen favorecendo e
contribuindo para a formagao de um rebanho transgénico.

Palavras-chave: Caprinos transgénicos, sémen, espermatozoide, proteina recombinante.

ABSTRACT

Goats became an excellent animal model aiming the production of recombinant proteins in
the milk. Transgenic founder males are important to increase the number of transgenic kids
by artificial insemination. This work aimed to compare seminal parameters of transgenic
(TG) and non-transgenic goats (NTG) for the human Granulocyte Colony Stimulating
Factor (hG-CSF). Thus, weekly, semen samples were collected from all transgenic males
by artificial vagina and evaluated: volume, mass motility, sperm concentration, individual
progressive motility (IPM), vigor and sperm pathologies. Statistical differences were
observed only for volume and IPM, which had higher values (p<0.05) in TG animals.
There were also a small percentage of sperm pathologies (<2%) in both groups. with no
statistical difference (p>0.05). In conclusion, the presence of the transgene did not affect
the semen quality and these animals can be used to obtain kids and enable to create of a
transgenic herd.
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INTRODUCAO

A transgenia ¢ uma ferramenta importante em estudos experimentais e biologia
aplicada, que pode ser usada para alterar caracteristicas de animais modificando
diretamente o material genético. Em geral, ¢ um procedimento pelo qual o gene ou parte do
gene de um individuo é incorporado ao genoma do outro (MONTALDO er al., 2006). Pode
ser identificada simplesmente como uma transferéncia de um gene exogeno em um
genoma hospedeiro (BACCI et al., 2007).

No inicio da década de 80, pesquisadores obtiveram, atraveés da técnica de
microinje¢ao no pro-nucleo de embrides, o primeiro animal transgénico: um camundongo
(GORDON et al., 1980). Anos mais tarde, foram obtidas crias transgénicas em espécies de
producdo, tais como coelhos, suinos, ovinos (HAMMER er al., 1985; WRIGHT et al.,
1991; VELANDER et al., 1992), bovinos (KRIMPENFORT er al., 1991) e caprinos
(EBERT et al., 1991).

A ftransgénese tem sido utilizada com diferentes propositos, tais como, estudo
dos mecanismos de regulacao génica e biologia do desenvolvimento, xenotransplante,
melhoramento zootécnico e, sobretudo, produgao de proteinas recombinantes de interesse
farmacéutico (WALL et al., 1997: WHEELER, 2003; MONTOLIU e LAVADO, 2005).

Os animais de producdo apresentam vantagens significativas para a produgdo de
proteinas recombinantes, incluindo seu potencial para geracao em larga escala, eficiéncia
de glicosilagao e modificagdes pos-traducionais, baixos custos operacionais, rapida
propaga¢ao dos fundadores transgénicos e alta estabilidade de expressdo. Ademais, a
utilizagdo desta técnica na espécie caprina apresenta como vantagens um menor custo de
manuten¢do, maturidade sexual mais precoce e um curto periodo gestacional, quando
comparada aos bovinos (FREITAS, 2003). Em animais, dentre os locais mais promissores
para a produgao de proteinas recombinantes, a glandula mamaria recebe destaque devido a
sua capacidade de producéo e facilidade de obtencdo das proteinas (NIEMANN e KUES,
2007).

Uma das proteinas humanas mais interessantes para produgao farmacéutica € o
Fator Estimulante de Colonias de Granulocitos humano (hG-CSF), o qual modula as
defesas imunitarias baseadas em neutrofilos, devido ao seu papel de regulador no
crescimento, diferencia¢do, sobrevivéncia e ativacdo de neutrofilos e seus precursores
(BARREDA er al., 2004). Alem disso, o hG-CSF tem sido o fator de crescimento
hematopoiético mais amplamente utilizado, sendo sua aplicagao conduzida como
proposta de melhoria da neutropenia, como em casos de mielossupressao apos
quimioterapia para tratamento de neoplasias, transplante de medula o0ssea ou associada a
anemia aplastica, sindrome mielodisplatica e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SMITH, 2003).

Nosso grupo de pesquisa obteve um casal de caprinos fundadores transgénicos
para o hG-CSF, utilizando o método de microinjegdo em embrides pro-nucleares
(FREITAS et al., 2012). Uma vez que uma cabra transgénica ¢ gerada, e a expressdo
correta do transgene no sitio-alvo € comprovada, a propagacao de um rebanho
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transgénico, de acordo com a demanda pela proteina de interesse, pode ser iniciada.
Segundo Keefer (2004), os fundadores do sexo masculino podem propagar seu material
genético facilmente usando técnicas simples de reprodugao como a inseminagao artificial
(IA). Aléem disso, pode-se langar mao da criopreservagao de sémen do animal fundador
servindo como um reservatorio de genes de interesse e permitindo que a estrutura e
funcionalidade dos espermatozoides sejam mantidas, conservando-as reversivelmente
inativas do ponto de vista metabolico até o momento da IA (BLASH ez al., 2005).

Desta forma, este trabalho objetivou realizar uma avaliagao de diversos
parametros seminais em caprinos, comparando os dados obtidos em animais nao
transgénicos e transgénicos para o hG-CSF, a fim de verificar algum efeito negativo da
presenca do transgene sobre tais parametros.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais e colheita de sémen

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (CEUA/UECE, n° 1672976/2017). Para a realizacdo do
experimento, foram utilizados trés machos da espécie caprina da raca Caninde,
apresentando peso corporal de 42 a 54 kg e idade de 8 a 10 anos, sendo dois transgénicos
(TG) e um nao transgeénico (NTG) como controle. Os animais foram mantidos em apriscos
suspensos e sob condi¢des controladas de alimenta¢ao e manejo. A colheita de sémen foi
realizada semanalmente pelo método de vagina artificial com o auxilio de uma fémea em
estro.

Parametros seminais

Para todos os animais foram verificados os seguintes parametros: volume do
ejaculado, motilidade massal, concentragao espermatica, motilidade individual progressiva
(MIP), vigor e patologia espermatica. O volume do ejaculado foi verificado no tubo de
colheita graduado em mililitros (mL). A motilidade massal foi examinada a partir de uma
gota de sémen (20 pl) sobre uma lamina mantida em mesa aquecedora (37 °C) e em
microscopio de luz direta (Nikon E400, Toquio, Japao) em aumento de 40x. Este
parametro foi avaliado de forma subjetiva e expresso em uma escala (0-5), onde “0”
representava a amostra sem movimento e “5” aquela com acentuado movimento de massa
(BARIL ez al., 1993).

Para determinacgao da concentracdo espermatica, uma aliquota de 20 uL de cada
amostra foi diluida em 8 mL de solugdo salina formolizada para a contagem de células na
camara de Neubauer (BARIL er al., 1993). De acordo com o valor obtido, as amostras de
sémen foram diluidas em meio especifico para a espécie (Tab. 01), a fim de ajustar a
concentragio espermatica para 40 x10° espermatozoides/mL e avaliar os parimetros de
MIP e vigor. A MIP foi determinada de forma subjetiva em microscopio de luz direta em
aumento de 400x, utilizando uma gota de sémen diluido entre lamina e laminula mantidas
em mesa aquecedora a 37 °C. O valor da MIP foi dado em percentual de espermatozoides
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com movimento retilineo. Ja o vigor foi classificado em uma escala de 1 a 5 quanto a
intensidade do movimento espermatico (CBRA, 2013).

Tabela 1: Composigao do diluente de sémen utilizado para a especie caprina.

Reagente Quantidade
Glicose anidra 194 mg
Leite em po desnatado 10g
Pentabiotico Veterinario 1.200,000 UI (Zoetis) 25 uL
Agua bidestilada 100 mL

No que se refere a avaliagao da patologia dos espermatozoides, esta foi atraves de
esfregacos de sémen diluido e corado com eosina-nigrosina. Uma gota de sémen diluido
(20 pL) foi depositada em uma lamina previamente aquecida (37 °C) e homogeneizada
com uma gota de igual volume do corante. Apos a secagem ao ar, um total de 200
espermatozoides de cada lamina foi observado para avaliagio de anormalidades
morfologicas em microscopio de luz direta com aumento de 1000x. Os achados foram
expressos em porcentagem. Nao foi utilizado o formol salina, por uma questao de decisao
do ponto de vista pratico, levando-se em consideragao que o sémen ja tinha sido diluido
para avaliagao da motilidade.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA, e para comparacdo das médias foi
utilizado o teste ¢ de Student do pacote estatistico Prism 7 for Mac OS X (GraphPad
Software, San Diego, EUA). Os dados estao apresentados como média+tEMP. Para todos
os parametros foi utilizado um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Apos um periodo inicial de adaptagdao dos machos a colheita em vagina artificial,
todos os animais realizaram a monta e ejacularam normalmente. A unica excec¢ao foi o
macho NTG, o qual apresentou uma libido inferior aos demais. Os dados relativos aos
parametros seminais de ambos os grupos estao apresentados na Tab. 02.

Tabela 2: Média (+tEPM) para volume, motilidade massal, concentracdo espermatica,
motilidade individual progressiva (MIP) e vigor de caprinos ndo transgénicos (NTG) e
transgenicos (TG) para o Fator Estimulante de Colonia de Granulocitos humano.

Grupo Volume Motilidade Concentraciao MIP Vigor
(mL) massal (0-5)  (x10° /mL) (%) (0-5)
TG 1,26+0,08° 4,10+0,11° 7.88+0.41° 79,17+2,04*  3,88+0,13%
NTG 0,99+0,06°  4,23+0,14*  7,99+0,48*  64,58+7,8°  3,87+0,22°
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Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos somente para
os parametros de volume e MIP, sendo os valores superiores detectados nos animais TG.
De acordo com Roca ez al. (1992), em caprinos, o volume € um parametro secundario a ser
observado. No entanto, os autores sugerem que a MIP seja uma variavel mais relacionada
com a fertilidade pos-IA.

De forma interessante, observou-se um valor muito elevado da concentracio
espermatica em ambos os grupos. Fato este, que provavelmente deve ter sido devido as
condig¢oes de criacdo, ou seja, manejo intensivo com oferta de feno de qualidade e racao de
alto valor proteico, além de que, os machos nao eram utilizados de forma exaustiva.

No que se refere as patologias espermaticas, foi observado um pequeno percentual
de formas patologicas em ambos os grupos, sendo 1,50+0,21% e 1,17+0,19% para TG e
NTG, respectivamente (Fig. 01). Estes valores estao de acordo com o adequado para a
espécie caprina, de no maximo, 20% (CBRA, 2013).

Blom (1973) propos associar a classificagdo ao grau de importancia do defeito
para a fertilidade em defeitos maiores e menores dependendo da relevancia para a
fertilidade reduzida em machos de diferentes espécies domeésticas. Do total de células
avaliadas em microscopia, 102 apresentavam anomalias; sendo que 14,28% dos defeitos
espermaticos encontrados foram caracterizados como maiores e 86,47% como menores.

Os resultados, como um todo, indicam que em ambos os grupos (TG e NTG)
produziram sémen com a qualidade suficiente para criopreservacao e posterior IA, ou para
uso em monta natural ou IA com sémen fresco (LEBOEUF er al., 2000).

Figura 01: Representagao das principais patologias espermaticas encontradas em caprinos
nao transgénicos (NTG) e transgénicos (TG) para o Fator Estimulante de Colonia de
Granulocitos humano (hG-CSF).

Obs.: Gota citoplasmatica proximal (A), cauda dobrada (B) e gota citoplasmatica distal (C).

CONCLUSAO

Os dados obtidos nos permitem afirmar que a presenga do transgene nao afeta a
qualidade do sémen, a qual foi, na maioria dos parametros, igual ou superior a dos animais
NTG. Dessa forma, tais animais podem ser utilizados no intuito de obter crias transgénicas
para o hG-CSF e possibilitar a formagao de um rebanho transgénico.
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