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1. INTRODUCAO

Jundia é o nome comum dado aos peixes pertencentes ao género Rhamdia
espécie Rhamdia quelen, é nativo da América do Sul, e facilmente encontrado na
regido sul do Brasil. Seu cultivo vem crescendo devido a sua boa adaptacdo ao
ambiente e aparente potencial de crescimento no inverno, sendo caracterizado como
rusticos, por sua resisténcia a baixas temperaturas (Baldisseroto et al., 2004).

A maioria dos relatos sobre sémen de peixes, encontrados na literatura, sao
estudos qualitativos e quantitativos dos espermatozoéides (Ferreira et al., 2001).
Alguns pesquisadores (Horam et al., 1991; Lavitrano et al., 1997; Lanes et al., 2009)
sugeriram que determinados componentes do plasma seminal, como a DNase,
poderiam exercer um efeito inibitério do espermatozéide; esta enzima é encontrada
no plasma seminal de mamiferos, aves e peixes. Foi demonstrado que o DNA
exdgeno poderia se associar ao espermatozoide de suinos (Lavitrano et al., 1997).
Quando ocorre a interacdo do DNA exdgeno com o enddégeno permite a ativacao de
nucleases que, eventualmente, levam a um processo de morte celular semelhante a
apoptose (Sfpadafora et al., 1998). Em 2009, até ent&o, apenas um estudo relatou a
presenca e o comportamento da DNase no sémen de linguado Paralichthys
orbigyanus, diante da adicdo de DNA exdgeno (Lanes et al. 2009).

Neste trabalho, pesquisamos alguns fatores, tais como temperatura, tempo de
acado e desnaturagcédo da enzima, concentracdo do plasma seminal e presenca de
EDTA, que poderdo alterar o comportamento da DNase sobre o DNA exdgeno e
quais seriam as condi¢cdes adequadas para impedir a acdo da DNase, a fim de
estabelecer um protocolo para a técnica de SMGT utilizada na geracdo de peixes
transgénicos.



2. MATERIAL E METODOS

O sémen do Jundia Rhamdia quelen foi coletado de 12 machos com peso
médio de 600g mantidos na Estacdo de Aquacultura da UFPel. Apos a coleta, o
ejaculado foi mantido a 4°C até o inicio da experimentacdo, que ocorreu no Centro
de Biotecnologia/UFPel.

O sémen foi centrifugado, com o objetivo de separar o plasma seminal dos
espermatozoides. O plasma seminal de cada amostra foi medido e armazenado a -
20°C. Depois, o pellet foi lavado com solugéo isotonica, centrifugado novamente e
esse sobrenadante foi armazenado a -20°C. Este processo de lavagem foi repetido
mais quatro vezes.

Foi realizada a deteccdo da presenca de proteinas, através do gel de bis-
acrylamida a 15% pelo método SDS PAGE. As proteinas foram quantificadas com
Kit especifico BCA Protein Assay Reagent™, conforme instru¢des do fabricante.

Para observacdo da temperatura de incubacao ideal e o tempo de duracéo da
atividade da DNase no plasma seminal, foi incubado EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Proteins) 250 ng/uL no plasma seminal, como DNA exdgeno, com
temperatura constante de 23°C por 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos,
para analise do tempo de acdo da enzima. Na analise da temperatura foi utilizada a
mesma concentracdo de DNA e de plasma seminal nas seguintes temperaturas:
33°C, 43°C, 53°C e 63°C.

Outra analise foi a temperatura ideal de desnaturacdo da DNase. Para isto foi
incubado um pool de plasma seminal por 30 minutos a 40°C, 50°C, 60°C e 70°C e
essas amostras foram mantidas a 23°C apds a estabilidade da temperatura, e foi
retrado uma aliquota do plasma e adicionado EGFP. Estas amostras foram
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.

Para determinar a concentracdo de DNase no plasma seminal, este foi diluido
1:1, 1:5, 1:10 e 1:20. Dessas diluicbes foi retirada uma aliqguota de plasma e
acrescentado o EGFP. Para o plasma concentrado, foram utilizadas as diluigdes 1:1,
5:1 e 10:1 (plasma:EGFP). As amostras foram incubadas a 33°C por 15 minutos.

A concentragdo de EDTA que inibe a atividade da DNase, foi avaliada
utiizando EDTA nas concentragdes: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 5; 25; 50; 75;
100; 250 e 500 mM. Uma aliquota de cada concentracdo de EDTA foi adicionada ao
plasma seminal com EGFP. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
(23°C) durante 50 minutos.

Todas as andlises: tempo, temperaturas, concentracdo de DNase e
concentracdo de EDTA foram avaliadas em gel de Agarose 1% com GelRed®
(Biotium™) e em seguida visualizado em um transiluminador com luz ultravioleta.
Para as quantificacbes de DNA exdgeno (EGFP) foi utilizado o flourdmetro Qubit®
(Invitrogen®, USA) conforme as instrucdes do fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



A andlise das proteinas em gel SDS detectou a presenca de proteinas e, a
medida que o plasma seminal foi substituido por solucéo isotdnica, essas proteinas
foram retiradas gradativamente. No plasma seminal concentrado, a quantidade
protéica variou de 1,7 a 4,3 pug/uL e nos respectivos lavados, a concentracdo foi
diminuindo, até chegar a zero, na quinta lavagem.

A presenca de DNase no plasma seminal foi confirmada com a degradacao
do DNA exdégeno pela DNase. No plasma seminal concentrado houve maior
degradacdo do DNA que nos lavados. A concentracdo de DNA foi decaindo,
principalmente, a partir do segundo lavado.

Em relagéo ao tempo de acdo da DNase no plasma seminal concentrado, foi
observado que a enzima agiu rapidamente no tempo 0, e entre 5 e 30 minutos sua
atividade foi diminuida, enquanto que, apos os 30 minutos, sua acéo foi quase nula.

Na analise da temperatura, percebeu-se que 43°C é a temperatura ideal de
acado da DNase, pois,sua atividade diminuiu a medida que a temperatura aumentou
ou diminuiu. Foi detectado que, entre 40 e 60°C praticamente nao houve
desnaturacdo dessa enzima, porque ela degradou quase todo o DNA exdgeno
(EGFP), mas a 70°C ocorreu a desnaturagéo, porque, a concentragdo de DNA foi
mais alta.

Analisando a degradagdo do DNA no plasma seminal diluido em diferentes
concentragdes, observamos que quanto mais diluido o plasma, menor é a acdo da
DNase e maior a concentracdo de DNA exdgeno.

Na analise da acédo de diferentes concentracdes de EDTA sobre a atividade
da DNase, viu-se que o EDTA em altas concentracdes (30 a 210 mM) inibe
totalmente a atividade da DNase, e que se essa concentracdo for menor, a DNase
podera apresentar alguma atividade.

4. CONCLUSOES

A presenca de proteinas no plasma seminal de jundia foi evidenciada.
Verificou-se que a atividade da DNase ocorre de forma acentuada em condigoes
especificas, que sdo nos primeiros 5 minutos de sua acdo em temperatura de 43°C
no plasma seminal concentrado ausente de EDTA.

Para estabelecer, entdo, um protocolo de SMGT sera necessario lavar em
solucéo isotbnica o plasma seminal para inibir a acdo da DNase sobre o DNA
exdgeno. Havendo necessidade de maiores estudos para avaliagdo do
comportamento dos espermatozoéides na presenca de DNA exdégeno.
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