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INTRODUÇÃO 

Suínos transgênicos são desenvolvidos várias finalidades. Devido a sua semelhança fisiológica e 
anatômica com a espécie humana, são utilizados na pesquisa biomédica, como biorreatores, modelos 
para estudos de doenças e como doadores de tecidos para xenotransplante (1, 2, 3). A transgenia 
também pode ser grande valiosa ferramenta para o melhoramento genético, pois pode-se alterar uma 
característica genética especifica de forma dirigida (4). Para a geração de animais transgênicos é crucial a 
transfecção, ou seja, a inserção de DNA exógeno (eDNA) necessária em uma célula ou gameta, para a 
partir daí, gerar o animal transgênico. As metodologias de transfecção celular com a finalidade de gerar 
animais transgênicos são várias, porém a maioria delas são caras, pouco eficientes ou ambas. A 
polifecção é um método de transfecção celular que usa polímeros catiônicos como veiculadores de eDNA. 
Estes polímeros e o eDNA se unem formando um complexo denominado poliplexo. Este poliplexo 
interage eletricamente com a membrana celular, facilitando a entrada do eDNA na célula (6). A 
polietilenoimina, ou PEI, é um polímero catiônico utilizado na transfecção de diversos tipos celulares, 
porém, ainda não existem relatos do uso da PEI para a polifecção de espermatozoides suínos. Para que 
níveis satisfatórios de transfecção sejam alcançados, deve-se estabelecer qual a concentração de PEI é a 
mais adequada, além de qual o tempo de incubação necessário para este polímero ultrapassar a 
membrana citoplasmática do espermatozoide. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram realizados dois experimentos. Inicialmente testou-se quatro diferentes concentrações, sendo 0,5 
(C1), 1 (C2), 2 (C3) ou 4 (C4) mg/ml de PEI, marcada com a sonda FITC, incubando-se durante 10 
minutos (0H), 2 (2H) e 4 (4H) horas. A conjugação da PEI ao FITC foi realizada semelhante ao descrito 
por Saito e Saitoh (2012) (8). Para as transfecções, utilizaram-se doses inseminantes de 10 machos de 
linhagens comerciais, as quais foram diluídas em BTS para obtenção de amostras com 200μl e 
2x10

6
spzt/ml e compuseram os grupos experimentais, que foram transfectados conforme seu respectivo 

grupo. Após, analisou-se as amostras por citometria de fluxo (BD Accuri™C6), para mensuração da taxa 
de incorporação de PEI/FITC. Os dados gerados foram analisados estatisticamente e selecionados os 
dois melhores grupos para os melhores grupos para o segundo experimento. Caso não haja diferença 
estatística, serão escolhidos, por economia e facilidade de trabalho, os grupos com menor concentração 
ou menor tempo de incubação. Neste, foi analisada a viabilidade espermática dos dois grupos que tiveram 
a maior incorporação da PEI/FITC. Para isso, utilizaram-se doses inseminantes de 10 machos de 
linhagens comerciais, as quais foram diluídas em BTS para obtenção de amostras com 200μl e 
2x10

6
spzt/ml, as quais foram transfectadas utilizando PEI, em concentração e por tempo conforme 

definido anteriormente. Após as transfecções, em cada amostra foi empregou-se as sondas FITC, PI, 
laranja de acridina e JC1, as quais, avaliam, respectivamente, a integridade de acrossoma (IA), de 
membrana (IM), de cromatina (IC) e potencial mitocondrial (PM). Os resultados destas avaliações são 
expressas em txas de lesão de acrossoma (LA), lesão de membrana citoplasmática (LMC), fragmentação 
de DNA (FDNA) e baixo potencial de membrana mitocondrial (bPMM) Então, analisou-se as amostras por 
citometria de fluxo (BD Accuri™C6), para mensuração das taxas de marcação por cada uma das sondas.  
Os dados gerados foram submetidos analisados estatisticamente, utilizando-se o PROC MIXED (SAS, 
versão 9.2 para Windows), com comparações utilizando o Teste Tukey, análise de interação entre as 
variáveis e nível de significância de 5% (p<0,05). Considerou-se como melhor protocolo para a 
transfecção de espermatozoides suínos, o grupo que apresentou a maior incorporação de PEI/FITC e 
ainda, obteve a melhor taxa de viabilidade espermática.  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Quanto ao primeiro experimento não houve interação entre a concentração e o tempo de incubação da 
PEI/FITC (p= 0.7317). Quanto a concentração, não houve diferença entre os grupos. O grupo C1 teve 
uma taxa de incorporação de 93.05±0.37%, não diferindo do grupo C2 (93.83±0.37%) (p=0,4491), do 
grupo C3 (94.40±0.36%) (p=0.0515) e do grupo C4 (94.39±0,9%) (p=0.0682). O grupo C2 também não 
diferiu do grupo C3 (p=0.6939) ou do grupo C4 (p=0.7310). Ainda, os grupos C3 e C4 não diferiram entre 
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si (p=1,0000). Quanto ao tempo de incubação, houve diferença entre os grupos (p<.0001). O grupo 0H 
teve uma taxa de incorporação de PEI/FITC de 97.82±0,32%, não diferindo do grupo 2H (97.06±0,32%) 
(0.4491), mas diferindo do grupo 4H (86.89±0,32%) (p<.0001). O grupo 4H também diferiu do grupo 2H 
(p<.0001), demonstrando, assim, uma pior performance. Quanto ao segundo experimento, as taxas de 
marcação com cada uma das sondas foram comparadas com as taxas de marcação de um grupo 
controle, ou seja, um grupo que não transfectados com PEI, mas em que empregou-se todas as sondas 
anteriormente citadas. A taxa de LA do grupo controle foi de 47,79 ±3,08, não diferindo do grupo 0H 
(58,58±3,08) (p=0,0506) ou do grupo 2H (53,18±3,08) (p=0,4429). O grupo 0H e 2H não diferiram entre si 
(p=0,4416), demonstrando a transfecção pelo método da PEI não provoca aumento nos índices de LMC. 
A taxa de lesão de membrana do grupo controle foi de 18,27±2,70, não diferindo do grupo 0H 
(19,48±2,70) (p=0,9464), mas diferindo do grupo 2H (66,46±2,70) (p<0,0001). O grupo 0H e 2H diferiram 
entre si (p<0,0001), demonstrando a transfecção pelo método da PEI provoca aumento nos índices de 
lesão de membrana plasmática, quando da incubação por 2 horas, em comparação com os demais 
grupos. A taxa de F DNA do grupo cntrole foi de 1,23±0,65, não diferindo do grupo 0H (1,30±0,65) 
(p=0,9968) ou do grupo 2H (2,05±0,65) (p=0,0,6514). O grupo 0H e 2H não diferiram entre si (p=0,6979), 
demonstrando que a transfecção utilizando PEI, não afetou os índices de integridade de cromatina. A taxa 
de bPMM do grupo controle foi de 6,59±1,40, não diferindo do grupo 0H (10,68±1,40) (p=0,1188) ou do 
grupo 2H (7,86±1,40) (p=0,8008). O grupo 0H e 2H não diferiram entre si (p=0,3470). Isso demonstra que 
a transfecção utilizando PEI, não afetou os índices de potencial de membrana mitocondrial. 
 

CONCLUSÕES 

A polietilenoimina mostrou-se capaz de transfectar espermatozoides suínos, em todas as concentrações 
utilizadas. Quanto ao tempo de incubação, 10 minutos mostrou-se um tempo satisfatório, em que a taxa 
de transfecção é satisfatória e a viabilidade espermática é mantida. 
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