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1. INTRODUCAO

No decorrer dos anos, algumas técnicas alternativas de transgénese, para
a criagdo de animais geneticamente modificados, tém sido desenvolvidas. A
Transferéncia Génica Mediada por Espermatozoides (SMGT) é uma técnica que
explora a capacidade natural das células espermaticas de incorporarem DNA
exogeno (KUMAR et al., 2016).

Alguns estudos ja pontuaram determinadas vantagens na utilizacado desta
técnica em espécies aquaticas. Contudo, a captacdo do DNA exdégeno pelos
espermatozoides ainda € insuficiente para garantir uma boa eficiéncia para
SMGT. Uma alternativa para solucionar este problema é a utilizacdo da
eletroporagao, a qual se utiliza da aplicagdo de um campo elétrico a fim de
aumentar a permeabilidade da membrana, sendo classificada como um método
fisico. Como resultado disso, tem-se a formagdo de poros temporarios na
membrana, fazendo com que seja possivel o influxo de moléculas (DE VRY et al.,
2010).

A eletroporacao capilar € uma variagao da eletroporagcédo convencional e se
utiliza de ponteiras contendo eletrodos de ouro como uma camara de
eletroporagdo. Quando comparada ao método convencional, a eletroporagéo
capilar apresenta maior eficiéncia na transfeccédo e reducado nos danos celulares
além de ser uma técnica rapida de transferéncia génica (KIM et al., 2008).

Percebendo-se a necessidade do aprimoramento da técnica de SMGT e
das vantagens da eletroporagao capilar, nosso grupo de pesquisa desenvolveu
uma metodologia de eletroporagdo que visa reduzir os danos decorrentes do
método fisico, a fim de utilizar as células espermaticas transfectadas em SMGT
posteriormente para a produgcao de animais transgénicos.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da técnica
desenvolvida nos parametros cinéticos das células espermaticas de Danio rerio.

2. METODOLOGIA

As células espermaticas de Danio rerio (zebrafish) foram coletadas e
ajustadas para uma concentragdo de 1x10° células em 10 uL. O DNA exdgeno
(fragmento de 546pb do vetor pEGFP-N1) foi amplificado e conjugado ao
fluoréforo Cianina 3 (Cy3) pela Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR).

Para a técnica de eletroporacdo capilar utilizou-se o equipamento Neon
Transfection System (Invitrogen, USA) e manteve-se constante o numero de
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pulsos (1), tempo (1 ms) e o volume das amostras a fim de avaliar o efeito dos
diferentes valores de tensédo (500 V, 750 V, 1000 V, 1250 V e 1500 V). Como
grupo controle, foram utilizadas células espermaticas que ndo foram submetidas a
eletroporagao. Para evitar a interferéncia externa de DNA exdgeno aderido a
parte externa das células, as amostras foram tratadas com DNAse |.

Para as analises dos parametros cinéticos, foram avaliadas 5 ativagdes por
amostras em 1-2 campos por ativagao durante 10 s. Cada amostra foi diluida na
proporcdo de 1 pL de sémen para 4 pL de Agua Milli-Q e acondicionadas a 4 °C
para que pudesse ser analisada em laminas utilizando o sistema CASA
(Computer-Assisted Sperm Analyses) associado ao microscopio oOptico Axio
Scope A1 ® (Zeiss, Germany). Os parametros observados foram: motilidade total
(%), motilidade progressiva (%) e tempo de motilidade (segundos). A analise
estatistica dos parametros cinéticos foi feita utilizando-se two-way ANOVA
seguidos de teste de Tukey P<0.05 para significancia estatistica.

Todas as anadlises foram realizadas em triplicata. Devido a utilizagdo de
animais, a metodologia utilizada neste estudo foi avaliada e aprovada pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel, processo sob nimero
7836.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a ativagdo dos espermatozoides, a técnica nao demonstrou
interferéncias, visto que todos os espermatozdides adquiriram motilidade ao
entrar em contato com a agua. Além do mais, a presengca do DNA exdgeno nao
afetou as motilidades progressiva e total (P>0.05). A motilidade total dos grupos
controle com e sem DNA exdgeno foram 72.2% * 1.36 e 65.2% + 1.4,
respectivamente.

Quanto ao efeito das tensdes aplicadas foi possivel observar, de forma
geral, uma diminuicdo na motilidade total (Figura 1). Entretanto, para as menores
tensdes (500 V e 700 V) essa diminuig&o foi menor (P<0.05), sendo 64.7%
1+ 1.61 (500 V) e 62.6% * 1.99 (750 V) sem DNA exdgeno e 63.5% + 1.75 (500 V)
e 61.6% £ 1.64 (750 V) com DNA exdgeno. No caso da eletroporagado com DNA
exdgeno em baixas tensbes, as diferencas na motilidade total ndo foram
significativas em relagdo ao controle. Esses resultados contrastam com estudos
anteriores usando eletroporagcédo convencional em que baixas voltagens (200 V a
750 V) demonstraram efeitos negativos visiveis na motilidade espermatica
(MULLER et al., 1992; SIN et al., 1993; DEWI et al., 2010). Isso sugere que nossa
metodologia oferece vantagens em relagao a eletroporagao convencional.

A motilidade progressiva (Figura 2) em baixas tensbes (500 e 750 V) foi
igual, estatisticamente, quando comparadas com o grupo controle com DNA
(P>0.05). Enquanto que os espermatozodides submetidos a altas voltagens (1250
e 1500 V) demonstraram uma diminuicdo na motilidade progressiva (P<0.05)
quando comparados ao grupo controle.

O tempo de motilidade sofreu uma reducgado significativa (P<0.05) nas
maiores tensdes (1250 V e 1500 V) quando comparado com o grupo controle sem
DNA exogeno (Figura 3). Todavia, o grupo controle incubado com DNA exdgeno
apresentou uma reducgao significativa no tempo de motilidade (P<0.05) ao ser
comparado com os demais grupos experimentais.

Em suma, os resultados obtidos foram promissores e demonstraram que as
baixas tensdes (500 V e 750 V) seriam consideradas as mais adequadas para as
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células espermaticas de peixes, visto que nessas tensbes houveram menos
danos aos parametros espermaticos. Apesar disso, também houve uma
diminuicao na motilidade total, fazendo com que sejam necessarios mais estudos
acerca do protocolo de transfeccio.

Figura 1 - Motilidade total
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Figura 2 - Motilidade progressiva
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4. CONCLUSOES

A técnica desenvolvida mostrou-se promissora para posteriores utilizagdes na
producao de peixes transgénicos. Entretanto, sdo necessarios mais estudos a fim
de verificar se a diminuicdo na motilidade espermatica pode ser um fator
interferente nas taxas de fertilizagao.
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