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RESUMO 

CARVALHO, G. B. Produção de Quimeras Germinativas em Caraciformes 

Neotropicais para Aplicação na Aquicultura e Conservação. 2021. 109 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

O transplante de células germinativas é uma abordagem promissora para a 

conservação e reconstituição de espécies de peixes ameaçadas de extinção. Para 

realizar essa biotecnologia, são necessários procedimentos espécie-específicos 

aplicados às espécies nativas. Este estudo teve como objetivo estabelecer técnicas 

de isolamento, caracterização e criopreservação de oogônias-tronco de Matrinxã 

(Brycon amazonicus), seguido de transplante em larvas triploides e transplante de 

células germinativas primordiais de Brycon amazonicus em embriões triploides (3N) 

de (Astyanax altiparanea) e híbridos triploides (H3N) de (Astyanax altiparanea x 

Astyanax fasciatus). Para tal, as gônadas de B. amazonicus foram digeridas 

enzimaticamente e as células germinativas tronco foram separadas por gradiente 

descontinuo de densidade e purificadas. A caracterização das oogônias-tronco 

foram feitas por análises morfológicas e expressão gênica, e posteriormente foram 

criopreservadas. As oogônias-tronco recém purificadas e criopreservadas de 

Brycon amazonicus foram marcadas com PKH26 e transplantadas na região da 

cavidade intraperitoneal em larvas triploides com 22 dias após a eclosão. Os 

resultados demonstraram que as análises de expressão gênica e expressão relativa 

evidenciaram uma baixa expressão dos genes de interesse para essas células, 

principalmente quando analisamos as expressões de nanog e oct4. A utilização do 

crioprotetor propanodiol a 2 M em células provenientes do gradiente de percoll, foi 

o mais eficaz na criopreservação quanto a viabilidade celular, sendo obtido cerca 

de 90% de viabilidade após descongelamento. Dez dias após o transplante de 

oogônias-tronco, foi possível identificar a presença das células doadoras em ambos 

tratamentos (oogônias-tronco recém purificadas e criopreservadas), no entanto, nos 

dias seguintes não foi observado a presença destas células nas cristas genitais dos 

hospedeiros. O transplante de células germinativas primordiais (PGCs) foi realizado 

utilizando as células GFP (proteína verde fluorescente) positivas no estágio de 

segmentação de B. amazonicus, nos embriões receptores 3N e H3N na região 
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marginal lateral da blastoderme. Após o transplante, as células doadoras foram 

visualizadas durante todo o desenvolvimento embrionário, inclusive na eclosão, no 

entanto, não apresentaram migração e colonização. Este é o primeiro relato sobre 

o transplante de células germinativas utilizando larvas e embriões como receptores 

em espécies neotropicais. No entanto, para o nosso estudo, outros parâmetros 

devem ser otimizados para geração de quimeras germinativas e assim, poderão ser 

futuramente empregados em outras espécies nativas que estão em perigo de 

extinção ou de importância na aquicultura. 

 

Palavras-chave – Purificação, criopreservação, transplante de células 

germinativas, peixes nativos e propagação mediada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

ABSTRACT 

CARVALHO, G.B. Production of Germinative Chimeras in Neotropical 

Caraciforms for Application in Aquaculture and Conservation. 2021. 109 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciencias) – Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

Germ cell transplantation is a promising approach for the conservation and 

reconstitution of endangered fish species. To carry out this biotechnology, species-

specific procedures applied to native species are necessary. This study aimed to 

establish techniques for the isolation, characterization and cryopreservation of 

Matrinxã (Brycon amazonicus) stem oogonia, followed by transplantation into triploid 

larvae and transplantation of primordial germ cells of Brycon amazonicus into triploid 

(3N) embryos of (Astyanax altiparanea) and triploid hybrids (H3N) of (Astyanax 

altiparanea x Astyanax fasciatus). For this purpose, the gonads of B. amazonicus 

were enzymatically digested and the stem germ cells were separated by a 

discontinuous density gradient and purified. The stem oogonia were characterized 

by morphological analysis and gene expression, and were subsequently 

cryopreserved. The newly purified and cryopreserved stem oogonia of Brycon 

amazonicus were labeled with PKH26 and transplanted into the intraperitoneal 

cavity region in triploid larvae 22 days after hatching. The results showed that the 

analysis of gene expression and relative expression showed a low expression of 

genes of interest for these cells, especially when analyzing the expressions of nanog 

and oct4. The use of 2M propanediol cryoprotectant in cells from the percoll gradient 

was the most effective in cryopreservation in terms of cell viability, being obtained 

about 90% viability after thawing. Ten days after stem oogonia transplantation, it was 

possible to identify the presence of donor cells in both treatments (newly purified and 

cryopreserved stem oogonia), however, on the following days, the presence of these 

cells in the host's genital ridges was not observed. Transplantation of primordial 

germ cells (PGCs) was performed using GFP (green fluorescent protein) positive 

cells in the segmentation stage of B. amazonicus, in 3N and H3N recipient embryos 

in the lateral marginal region of the blastoderm. After transplantation, donor cells 

were visualized throughout embryonic development, including hatching, however, 

they did not show migration and colonization. This is the first report on germ cell 
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transplantation using larvae and embryos as recipients in neotropical species. 

However, for our study, other parameters must be optimized for the generation of 

germinative chimeras and thus, may be used in the future in other native species 

that are in danger of extinction or of importance in aquaculture.  

 

Keywords – Purification, cryopreservation, germ cell transplantation, native fish and 

mediated propagation 
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1 INTRODUÇÃO  

A região neotropical apresenta uma das mais ricas faunas do mundo em 

termos de diversidade de espécies, incluindo os peixes, que exercem 

importantes funções ecológicas nos ecossistemas aquáticos. Até o momento 

foram descritas mais de 6.080 espécies de peixes nesta região (DAGOSTA; 

PINNA, 2019; REIS et al., 2003; VARI; MALABARBA, 1998) e devido há 

abundância e diversidade, eles são importantes fontes de recursos nutricionais 

para a maioria das comunidades ribeirinhas, sendo algumas espécies de grande 

potencial para a aquicultura (WINEMILLER et al., 2008). Esta atividade tem sido 

considerada a que mais cresce no mundo, com uma produção estimada de 82,1 

milhões de toneladas de peixe em 2018 (FAO, 2020).  

O crescimento populacional humano tem levado ao aumento do uso dos 

recursos naturais, resultando em grande impacto ambiental, tais como aumento 

do desmatamento para a utilização das áreas na agropecuária, crescimento de 

cidades e do setor industrial que aumentam a quantia de poluentes produzidos 

e o uso de energia. Estas ações antrópicas fazem com que em diversas regiões 

do mundo ocorra uma significativa redução na diversidade de peixes nativos, 

principalmente pela degradação dos habitats, interrupção dos cursos naturais 

dos rios (barragens), introdução de espécies exóticas e sobrepesca, que juntos 

refletem na acentuada redução das populações da ictiofauna brasileira ou até 

mesmo a extinção de algumas espécies (AGOSTINHO et al., 2005; MARINHO 

et al., 2006). De acordo com o Livro Vermelho da fauna Brasileira ameaçada de 

extinção, estima-se que 312 espécies de peixes continentais se encontram em 

perigo de extinção (MMA /ICMBIO, 2018). 

Devido ao grande número de espécies que se encontram em perigo de 

extinção, tem-se despertado o interesse para realização de estudos sobre a 

conservação da ictiofauna (SIQUEIRA-SILVA et al., 2018). Diferentes métodos 

para geração de bancos genéticos de peixes já foram desenvolvidos, como no 

caso da criopreservação de sêmen (CLOUD et al., 1990; HUANG et al., 2004; 

YASUI et al., 2009). Embora essa técnica tenha sido aplicada com sucesso em 

espermatozoides de muitas espécies de peixes, faltam métodos confiáveis para 

uma preservação a longo prazo de oócitos e embriões (YOSHIZAKI et al., 2005). 
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O método mais indicado para preservar os recursos genéticos dos peixes, é por 

meio da utilização das células germinativas primordiais (PGCs) e células 

germinativas-tronco, uma vez que estas células são responsáveis por transmitir 

informações genéticas para as gerações futuras, além de possuir alta 

plasticidade sexual (YOSHIZAKI et al., 2003, 2005).  Além disso, os 

procedimentos de criopreservação das células germinativas apresentam 

benefícios importantes, visto que, os protocolos de criopreservação estão sendo 

desenvolvidos com viabilidade satisfatória, garantindo uma boa perspectiva para 

o seguinte transplante de células germinativas (BETSY; KUMAR, 2020).  

Dessa forma, a criopreservação e o transplante de células germinativas 

se torna uma importante ferramenta para geração de bancos genéticos visando 

ações de conservação das espécies, principalmente associada ao transplante 

em receptores estéreis.  

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Espécies Modelo 

As espécies do gênero Brycon estão distribuídas amplamente na América 

Central e do Sul, sendo considerados um dos maiores grupos dentro dos 

Characiformes neotropicais (BRITSKI, 1972 ; PIZANGO-PAIMA et al., 2001). 

Algumas das espécies do gênero Brycon encontra-se no livro vermelho da Fauna 

Brasileira Ameaçada de Extinção, como a Brycon insignis, Brycon nattereri, 

Brycon opalinus, Brycon orbignyanus, Brycon vermelha, Brycon devillei e Brycon 

gouldingi (MMA /ICMBIO, 2016). 

A aplicação de biotecnologias reprodutivas podem ser usadas para 

auxiliar na conservação e reconstituição de espécies ameaçadas de extinção, 

bem como na produção de peixes de alto valor comercial na aquicultura. A 

maneira mais lógica de conservação de uma espécie é a realização de estudos 

previamente a espécie se tornar ameaçada de extinção, ou seja, é importante 

desenvolver estudos com espécies ainda abundantes, como a Brycon 

amazonicus (Matrinxã). O período reprodutivo dessa espécie ocorre em estação 

de enchente, entre dezembro a janeiro, atingindo a maturação sexual com 

aproximadamente três anos de idade (ROMAGOSA et al., 2017; GOMES; 
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URBINATI, 2013).Vários estudos necessários para aplicação de estratégias de 

conservação já foram realizados nessa espécie, tais como a desova induzida 

(NAKAGHI et al., 2013), desenvolvimento embrionário (LOPES et al., 1995) e 

larval (SILVA et al., 2017), micromanipulação de embriões (SILVA et al., 2016) e 

produção de peixes triploides (NASCIMENTO et al., 2021). Dessa forma, a B. 

amazonicus apresenta os conhecimentos básicos necessários para utilização 

desta espécie como modelo de Brycon em técnicas de quimerismo, envolvendo 

o transplante de células embrionárias e adultas. Principalmente, devido a 

abundância da espécie, pode-se tornar possível o desenvolvimento de técnicas 

a serem aplicadas em outras espécies do gênero Brycon que estão ameaçadas 

de extinção. 

A espécie selecionada como receptora foi o gênero Astyanax (Lambari), 

sendo um dos gêneros dominantes da América do Sul (EIGENMANN, 1921). As 

principais características para a escolha do Astyanax altiparanae e Astyanax 

fasciatus como espécies receptoras foram a facilidade da reprodução, desova 

intermitente, adaptação à alimentação artificial, facilidade de manejo e alta 

prolificidade. Esse gênero já vem sendo utilizado como modelo em estudos 

laboratoriais como desenvolvimento embrionário (SANTOS et al., 2016), 

desempenho em larvicultura (BERTOLIN et al., 2017), produção de peixes 

triploides (NASCIMENTO, 2017; ADAMOV et al., 2017) e híbridos triploides 

(PIVA et al., 2018), esterilização química (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015), 

produção de peixes tetraploides e ginogênecos (NASCIMENTO et al., 2020; 

NASCIMENTO et al., 2020). Portanto, as condições de obtenção destes 

receptores estéreis já foram estabelecidas, tornando possível a aplicação de 

metodologias laboratoriais como a produção de peixes triploides estéreis nesta 

espécie para serem receptores de células germinativas e desenvolver 

unicamente gametas da espécie doadora. 

2.2 Células Germinativas Primordiais 

 As células germinativas primordiais (PGCs) são as células precursoras da 

linhagem germinativa. A especificação das células germinativas primordiais em 

peixes ocorre no início da embriogênese (FUJIMOTO et al., 2006; RAZ, 2002; 

WYLIE, 1999). No qual, apenas células contendo o plasma germinativo, se 
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desenvolvem em PGCs (RAZ, 2002; BRAAT et al., 2000; SHINOMIYA et al., 

2000; YOSHIZAKI et al., 2000). Após a especificação, as células germinativas 

se separam e seguem um único caminho, migrando para o primórdio gonadal 

durante o desenvolvimento embrionário e larval, e então se diferenciam em 

gametas nas gônadas (WYLIE, 1999).  

 Este processo de migração impõe desafios significativos para as PGCs, 

desde a sua rota, até o seu alvo, as células germinativas são expostas a uma 

infinidade de sinais que direcionam a diferenciação de células somáticas 

(GROSS-THEBING, 2017).  Assim, a migração e sobrevivência das PGCs está 

correlacionado com os mRNA específicos de PGC e proteínas que determinam 

o destino das células germinativas (SIQUEIRA-SILVA et al., 2018; GROSS-

THEBING, 2017; DOITSODOU et al., 2002; Braat, 1999). Alguns transcritos de 

mRNA encontrados no germoplasma, tais como DEAD-box helicase 4 (ddx4), 

dnd1 e nanos, têm sido utilizados como alvos para a identificação das PGCs. 

Esses genes desempenham papeis essenciais na sobrevivência, formação, 

migração, colonização na crista genital e formação de gametas em peixes 

(RIVERS et al., 2020; YÖN & AMP; AKBULUT, 2015; NAGASAWA et al., 2013; 

CIRUNA et al., 2002; DOITSODOU et al., 2002). 

A primeira vez que as células germinativas primordiais foram 

reconhecidas nos teleósteos foi durante o estágio de gástrula (GAMO, 1961), 

após isso, a identificação dessas células foram estudadas em várias 

espécies. No kingyo (Carassius auratus) e curimbatá (Prochilodus lineatus), as 

células foram identificadas durantes os estágios iniciais da somitogênese 

(KAZAMA-WAKABAYASHI et al ., 1999; COELHO, et al., 2019) e no peixe-zebra 

(Danio rerio),  no estágio de blástula tardia (Nagai et al ., 2001). Com base nos 

critérios morfológicos, as PGCs apresentam características típicas que incluem 

formato arredondado, tamanho relativamente grande (10-20µm), morfologia 

nuclear, material elétron-denso e “nuages” ( FUJIMOTO et al., 2006; RAZ, 2002; 

BRAAT, 1999). 

Devido a função primordial das PGCs na formação das linhagens 

germinativas, as PGCs são consideradas importantes alvos para geração de 

quimeras germinativas.  

https://bioone.org/journals/zoological-science/volume-23/issue-11/zsj.23.977/Developmental-Stages-and-Germ-Cell-Lineage-of-the-Loach-Misgurnus/10.2108/zsj.23.977.full#i0289-0003-23-11-977-b5
https://bioone.org/journals/zoological-science/volume-23/issue-11/zsj.23.977/Developmental-Stages-and-Germ-Cell-Lineage-of-the-Loach-Misgurnus/10.2108/zsj.23.977.full#i0289-0003-23-11-977-b12
https://bioone.org/journals/zoological-science/volume-23/issue-11/zsj.23.977/Developmental-Stages-and-Germ-Cell-Lineage-of-the-Loach-Misgurnus/10.2108/zsj.23.977.full#i0289-0003-23-11-977-b16


26 

 

2.3 Células-Tronco Oogôniais 

As células germinativas tronco são derivadas das células germinativas 

primordiais (PGCs) e servem como progenitoras de gametas funcionais. Essas 

células têm a capacidade de auto-renovação e possuem alta plasticidade sexual, 

podendo diferenciarem em gametas de ambos sexos (NÓBREGA et al., 2010; 

BRINSTER; OKUTSU et al., 2006; ZIMMERNANN, 1994). Além disso, as células 

germinativas tronco são cruciais para a transmissão de informação genética para 

as gerações seguintes, sendo importantes para manutenção de variabilidade 

genética de uma população (LACERDA et al., 2012; OKUTSU et al., 2006).  

As oogônias-tronco são células germinativas diploides que passam por 

divisões mitóticas e originam em oócitos primário. Essas células estão 

localizadas sobre a membrana basal do epitélio germinativo ovariano e 

agregadas em vários clusters, contendo de 2 a 6 células de 5-9 µm (BORELLA 

et al., 2020), sendo espalhadas ao longo da parede do ovário. Em contraste com 

o que é visto durante a espermatogênese, as células germinativas ovarianas 

aumentam de tamanho durante a oogênese, apresentando um grande núcleo e 

uma pequena quantidade de citoplasma, porém cheios de mitocôndrias (XIE, 

NÓBREGA, & PŠENIČKA, 2020) 

A manipulação de oogônias-tronco apresenta facilidade para 

criopreservação, bem como para transplante em peixes (FRANĚK et al., 2019), 

visto que, sua principal contribuição é a transferência do DNA mitocondrial e 

constituintes do plasma germinativo, ou seja, as informações genéticas de 

herança materna são transmitidas de uma geração para outra (SIQUEIRA-SILVA 

et al., 2018).   

As células germinativa tronco podem ser distinguida de outras linhagens 

celulares pela expressão de vários genes. Alguns dos genes expressos 

especificamente na linha germinativa são o nanog, oct4 e ddx4. Esses genes 

estão envolvidos diretamente na regulação da transcrição na proliferação e auto-

renovação das células-tronco, que ajudam a manter a pluripotência, suprimindo 

os fatores de determinação celular (ZHANG et al., 2015; RODDA et al., 2005; 

WANG; LIN, 2004). No entanto, poucos são os trabalhos focados na 

caraterização das células germinativas tronco para especies neotropicais, assim, 
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para desenvolver e aplicar biotecnologias reprodutivas, como o transplante de 

células germinativas e criopreservação in vitro, faz-se necessário pesquisas 

nessa área de caracterização morfológica. 

 2.4 Transplante de Células Germinativas 

 Uma técnica valiosa para preservação, regeneração e até mesmo a 

produção em larga escala de peixes é o uso de transplante de células 

germinativas para a produção de quimeras (NAKAGAWA et al., 2002). O 

quimerismo consiste em remover as células germinativas do doador para serem 

transplantadas em receptores estéries, no qual as células proliferaram e se 

desenvolveram em gametas com características genéticas do doador 

(NÓBREGA et al., 2010; YOSHIZAKI et al., 2010; OKUTSU et al., 2007). 

Em peixes, essa técnica surgiu a partir de investigações de Lin et al., 

1992, que após transplantarem células embrionárias marcadas de peixe-zebra 

(Danio rerio) para receptores na fase de blástula, as células germinativas se 

desenvolveram, formando espermatozóides férteis e maduros com a genética do 

doador. 

A partir de então várias outras formas de transplante de células 

germinativas foram desenvolvidas, utilizando transplantes inter e intra-

específicos, por meio de micromanipulação, onde as PGCs dos embriões 

doadores foram transplantados para receptores nos primeiros estágios 

embrionários, na fase de blástula ( SAITO et al., 2008, 2010; CIRUNA et al. 2002) 

e larvais (TAKEUCHI et al., 2003, YOSHIZAKI et al., 2002), as células nesses 

estágios foram capazes de migrar para o primórdio gonadal, proliferar e se 

diferenciar em gametas totalmente desenvolvidos.  

Além das células germinativas primordiais, outros métodos de 

transplantes foram realizados utilizando as células germinativas tronco 

presentes nas gônadas. Estas células apresentam a capacidade de retomar a 

gametogênese nos receptores, além de apresentarem grande plasticidade de 

desenvolvimento para se diferenciarem em espermatozóides e oócitos, como já 

foi demonstrado, utilizando oogônias e espermatogônias-tronco isoladas de 

doadores e transplantadas para as cavidades peritoneais de receptores no 
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estágio de larvas (OKUTSU et al., 2006; WONG, 2011; YE et al., 2017) e adultos 

( SIQUEIRA-SILVA et al., 2019; LEE & YOSHIZAKI, 2016, LACERDA et al., 

2013). 

Mesmo que as células germinativas dos animais doadores sejam capazes 

de colonizar as gônadas de um animal receptor, a eficácia do transplante 

depende da competição entre as células transplantadas e as endógenas 

(SHINOHARA et al., 2002). Portanto, o receptor ideal deve conter células 

somáticas normais e a gametogênese endógena ausente ou bloqueada 

(BRINSTER et al., 2003). Nos peixes, a esterilização pode ser realizado por 

tratamentos termoquímicos, como o busulfan (1,4- dimetanosulfonoxibutano) 

(LACERDA et al., 2010; NÓBREGA et al., 2010), pelo uso da manipulação 

cromossômica, como triplóides e híbridos triploides estéreis (Piva, et al., 2018; 

Okutsu et al., 2007) ou “knockdown” de genes específicos (oligonucleotídeo 

antisense)  (LI et al., 2017; YOSHIZAKI et al., 2016; LINHARTOVÁ et al., 2015; 

CIRUNA et al., 2002).  

A gametogênese em animais transplantados depende de certas 

compatibilidades entre doador e receptor. A oogênese em transplantes 

intergenéricos depende de interações entre as células germinativas 

transplantadas com as células da granulosa ou teca dos receptores (PATIÑO; 

SULLIVAN, 2002; KAGAWA, 2013). Já a espermatogênese parece ser um 

processo que não depende tanto desta compatibilidade, como demostrados em 

alguns transplantes entre espécies distantes filogeneticamente (SILVA et al., 

2016; MORITA et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s10695-018-0506-0#ref-CR31
https://link.springer.com/article/10.1007/s10695-018-0506-0#ref-CR89
https://link.springer.com/article/10.1007/s10695-018-0506-0#ref-CR34
https://link.springer.com/article/10.1007/s10695-018-0506-0#ref-CR9
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3 OBJETIVO GERAL 

 Este estudo teve como objetivo estabelecer técnicas de isolamento e 

criopreservação de oogônias-tronco de Brycon amazonicus, seguido de 

transplante em larvas triploides e transplante de células germinativas 

primordiais de Brycon amazonicus em embriões triploides (3N) e híbridos 

triploides (H3N). 

 

3.1 Objetivo Especifico  

 Avaliar a purificação das oogônias-tronco por métodos histológicos, 

expressão gênica e pela atividade da fosfatase alcalina. 

 Estabelecer um protocolo de criopreservação de oogônias-tronco de B. 

amazonicus, avaliando diferentes crioprotetores em diferentes 

concentrações molares. 

 Realizar transplante das células germinativas tronco recém purificadas e 

criopreservadas de B. amazonicus em larvas de Astyanax altiparanae 

triploides. 

 Realizar transplante das células germinativas primordiais de B. 

amazonicus para embriões triploides e híbridos triploides.  
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CAPÍTULO I 

Purificação, caracterização histológica e análise de expressão gênica de 
oogônias-tronco de Brycon amazonicus 

 Este capítulo trata dos estudos realizados utilizando oogônias-tronco de 

Brycon amazonicus, compreendendo o isolamento, caracterização por estudos 

histológicos e análises de expressão dos genes característicos de oogônias-

tronco.  

4 MATERIAL E MÉTODOS 

Os animais utilizados durante os experimentos foram coletados nos 

viveiros do Centro Nacional de Pesquisa e Conservação da Biodiversidade 

Aquática Continental do Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (CEPTA/ICMBio) em Pirassununga – SP, instituição onde foi 

desenvolvido todo o projeto. Todos os procedimentos de coleta e 

experimentação científica seguiram as normas descritas pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais da Universidade de São Paulo, sendo o projeto previamente 

aprovado pelo CEUA / USP (7858100419). 

4.1.1 Dissociação celular enzimática das gônadas de B. amazonicus. 

Quatro fêmeas de Brycon amazonicus, com peso médio de 1,18 kg ± 0,13 

e comprimento padrão de 41,67 cm ± 0,72, com 3 anos de idade, foram coletadas 

no período de junho a setembro e eutanasiadas utilizando solução de eugenol 

na concentração de 200 mg/L (Biodinâmica, Brasil). As gônadas foram coletadas 

através de uma incisão ventral e transferidas para placas de Petri estéreis (100 

x 20 mm), contendo 20 mL de solução de Hanks modificada (Sigma-Aldrich 

H4891, St. Louis, USA), sendo composta por 0,4 g/L de cloreto de potássio, 0,06 

g/L de fosfato de potássio monobásico, 8 g/L de cloreto de sódio, 0,04788 g/L de 

fosfato de sódio dibásico e 1 g/L de D-glicose, acrescida de 1 µL/mL do 

antibiótico gentamicina na concentração de 50 mg/mL (Gentamicin Sigma 

Solution, St. Louis, USA). As gônadas foram trituradas em cabine de fluxo 

laminar horizontal (FUH12, VECO, Brasil), utilizando lâminas de bisturi e lavadas 
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repetidas vezes em solução de Hanks modificada, para a retirada do excesso de 

células sanguíneas. Em seguida, o tecido gonadal foi transferido para um tubo 

de centrífuga de 15 mL, contendo 10 mL de solução de Hanks modificada e 0,02 

mg/mL de colagenase tipo I (Clostridium histolyticum Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA), na proporção de 100 mg de tecido gonadal/mL de solução. A dissociação 

celular enzimática foi realizada a temperatura ambiente por 2 horas, em um 

homogeneizador (Agitador PROENIX, São Paulo, Brasil). Após este período, foi 

adicionado 20 µg/mL de DNase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) às amostras, e 

incubado por mais 1 h no homogeneizador. 

Após o procedimento de dissociação celular enzimática do tecido gonadal, 

o material foi duplamente filtrado, inicialmente utilizando uma malha de Nylon de 

150 µm e posteriormente, outra de 50 µm, eliminando todos os resíduos de 

tecidos que não foram degradados. A suspensão celular obtida foi transferida 

para tubo de centrifuga de 15 mL e adicionada solução de Hanks modificada, até 

completar 14 mL. As amostras foram então submetidas a centrifugação a 300 x 

g durante 8 minutos (Eppendorf, Hamburg, Germânia) a 25ºC. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido em 100 

µL de solução de Hanks modificada.  

Para o fracionamento das células germinativas e somáticas, utilizou-se a 

metodologia de gradiente de densidade de Percoll® Plus (Sigma-Aldrich # 

SLBH8181V, St. Louis, EUA), sendo as soluções distribuídas ao longo de um 

tubo de 15 mL, seguindo uma sequência de quatro gradientes de percoll 40%, 

30%, 20% e 10%, adicionadas do fundo para a superfície, respectivamente. Com 

essa disposição, a suspensão celular foi depositada cuidadosamente na 

superfície da solução de 10% de Percoll e centrifugado a 800 x g, por 30 minutos 

a 28ºC. Devido à diferença de densidade do Percoll e a diferença de densidade 

celular, as células tendem a ser separadas na transição entre os gradientes, 

formando um aglomerado celular visível (“banda”). Essas bandas foram 

coletadas, ressuspendidas em solução de Hanks modificada e centrifugadas a 

300 x g por 8 minutos a 28ºC, para retirar todo resíduo de Percoll.  

As gônadas provenientes de cada fêmea foram processadas de forma 

individual, sendo considerada cada indivíduo uma repetição, totalizando quatro 

repetições. 
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4.1.2 Avaliação do percentual de pureza e viabilidade de oogônias-tronco 

nas amostras do oriundas do gradiente de percoll 

Após a retirada do Percoll, a suspenção celular foi novamente centrifugada 

(300 x g por 8 min a 28ºC) e ressuspendida em 1 mL de solução de Hanks 

modificada. Em seguida, quantificou-se a concentração celular total e também a 

de oogônias-tronco através da câmara de Neubauer, utilizando microscopia 

óptica (Nikon-Eclipse Ni, Tóquio, Japão) no aumento de 40X. A partir destes 

dados foi possível acessar a percentagem de pureza das amostras de oogônias-

tronco, vindas do fracionamento no gradiente de percoll. Após avaliar a pureza 

das células tronco, a viabilidade foi verificada utilizando azul de tripan a 0.4% 

(Gibco, Grand Island, USA), o qual penetra em células inviáveis corando-as em 

azul, permitindo, desta forma, a visualização das células injuriadas. As 

contagens amostrais foram realizadas em triplicata. 

4.1.3 Caracterização histológica 

As células oriundas da dissociação enzimática dos ovários de B. 

amazonicus foram submetidas à análise histológica. Para tanto, as bandas de 

20% e 30% formadas, foram coletadas com pipetador de 200 µL (Eppendorf, 

Hamburg, Alemanha), homogeneizadas e colocadas em tubos de 

microcentrífuga 1,5 mL (Eppendorf, Alemanha) e fixadas em solução fixadora de 

Bouin (Sigma, St. Louis, USA). Após 24 horas de fixação, as células foram 

centrifugadas a 350 × g durante 5 minutos (Hermle Labnet, Alemanha). O 

sobrenadante foi descartado e o pellet celular formado foi ressuspenso em álcool 

70% e lavado por três vezes para eliminar o excesso de fixador. Em seguida, as 

células foram desidratadas em soluções crescentes de etanol (70%, 80%, 90% 

e 100%) e clarificadas em solução de xilol (Sigma, St. Louis, USA). Antes de 

mudar cada solução, a suspensão de células foi centrifugada a 350 × g por 5 

minutos (Hermle Labnet, Alemanha), o sobrenadante foi descartado e o 

sedimento ressuspenso. Após a eliminação do xilol, o sedimento celular foi 

incluído em Paraplast® (Sigma, St. Louis, USA). Após a solidificação do 

Paraplast, os blocos formados foram removidos dos tubos de microcentrífuga de 

1,5 mL e seccionados a 5 µm em micrótomo (Leica, Lincolnshire, USA). 
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Posteriormente, os cortes foram corados com hematoxilina e contrastados com 

eosina. Os cortes histológicos foram observados em microscopia (Nikon-Eclipse 

Ni, Tóquio, Japão), e as imagens digitais foram capturadas em uma câmera CCD 

(Nikon DSRi2, Tóquio, Japão) com o software Nis-Ar Elements. 

 4.1.4 Plaqueamento diferencial de oogônias-tronco 

Visando aumentar o percentual de pureza de oogônias-tronco, 

provenientes do gradiente de percoll, utilizou-se a etapa do plaqueamento 

diferencial. A suspenção celular oriunda da banda de 20% e 30% de percoll, que 

continham maior número de oogônias, foram utilizadas em conjunto para o 

plaqueamento diferencial, utilizando um meio de cultivo contendo: DMEM alta 

glicose (Dulbecco’s modified Eagle Medium, Gibco 10569-010), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (Gibco 12657-029), 1X de solução de  antibiótico 

e antimicótico (Sigma A5955, St. Louis, EUA), 1X de solução de glutaMAXTM 

(Gibco 35050-061, St. Louis, EUA), 1 mM de piruvato (Gibco 11360-070, St. 

Louis, EUA), 1X de solução de MEM vitamina (Sigma M6895, St. Louis, EUA) e 

1X de solução de MEM aminoácidos não essenciais (Sigma M7145, St. Louis, 

EUA). As soluções de células contendo oogônias-tronco foram centrifugadas a 

300 x g por 5 minutos e ressuspendida em 1 mL de meio de cultivo, quantificadas 

e cerca de 16,9 x 108 células foram plaqueadas em placa de cultivo celular (100 

x 20 mm) contendo 9 mL de meio de cultivo. Posteriormente, foram colocadas 

em estufa de cultivo celular (Sanyo CO2 Incubador) durante 14 h a 30ºC, em 5% 

de CO2. Durante esse período de cultivo, as células somáticas tendem a se 

aderirem à placa de cultivo, enquanto as células germinativas permanecem 

suspensas no sobrenadante. Após o plaqueamento diferencial, as células não 

aderidas foram coletadas, centrifugadas e diluídas em solução de Hanks 

modificada. A concentração e a viabilidade celular foram determinadas 

microscopicamente em câmara de Neubauer, como descrito no item (4.1.2). 

Após a retirada das células em suspensão, a placa foi mantida em cultivo por 10 

dias, sendo trocado o meio a cada 3 dias para observar o tipo celular que 

aderiram a placa.  
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4.1.5 Atividade da fosfatase alcalina nas oogônias-tronco 

A análise da fosfatase alcalina foi realizada utilizando as suspensões 

celulares das amostras provenientes das etapas do gradiente de percoll e do 

plaqueamento diferencial. Para isso, inicialmente as células coletadas foram 

centrifugadas a 300 x g por 5 minutos para a remoção do gradiente de percoll e 

do meio de cultivo. Posteriormente as células foram ressuspendidas em 500 µL 

de solução de Hanks modificada, contendo uma concentração de 17,2 x 103 e 

15 x 103 de oogônias-tronco, respectivamente, e adicionado 1 µL de AP Live 

Stain DMSO (Life Tecnologies, Frederick, USA) e incubado a temperatura 

ambiente por 30 minutos. Após o período de reação, foram realizadas duas 

lavagens utilizando 10 mL de solução de Hanks modificada, seguidas de 

centrifugação a 300 x g durante 5 minutos. As duas amostras foram visualizadas 

utilizando 10 µL de suspensão celular na câmara de Neubauer, através de 

microscopia de fluorescência (Nikon SMZ18, Tóquio, Japão). 

4.1.6 Avaliação da expressão dos genes relacionados a oogônias-tronco 

Devido à ausência das sequências depositadas em banco de dados para 

B. amazonicus, os primers para os genes ddx4, gdf9, oct4, nanog e β-actina 

foram desenhados a partir do alinhamento das sequências de cDNA, oriundas 

de diferentes espécies de peixes depositadas no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). As sequências dos cDNA para ddx4, gdf9, 

oct4, nanog e β-actina de Astyanax mexicanus foram utilizadas para a busca de 

sequências de maior identidade, utilizando o programa Nucleotide BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências de maior identidade, 

foram selecionadas prioritariamente da ordem Characiforme e depois de outras 

ordens tais como Siluriforme e Cypriniforme. Após as sequências serem 

selecionadas, elas foram analisadas utilizando o programa Open Reading Frame 

Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para seleção apenas da região 

codante. Estas regiões codantes foram então alinhadas utilizando o programa 

MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). As regiões conservadas para 

ddx4, gdf9, oct4, nanog e β-actina foram utilizadas para desenhar primers 

específicos para estes genes, utilizando o programa Primer-BLAST 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), usando Astyanax mexicanus 

como referência. As sequencias dos primers desenhados para ddx4, gdf9, oct4, 

nanog e o gene endógeno β-actina são demostrados na Tabela 1. 

Fonte: Carvalho, G. B. 2021 

 
Para análise da expressão gênica, as amostras de ovário, antes do 

processo de dissociação enzimática, e de oogôniais-tronco provenientes das 

etapas do gradiente de percoll (19,6x106 células/mL) e do plaqueamento 

diferencial (5,7x106 células/mL) foram utilizadas para extração de RNA. O 

material coletado foi estocado a -80°C até seu posterior uso. O RNA foi extraído 

usando Trizol (ambion®) de acordo com o protocolo do fabricante e quantificado 

através do espectrofotômetro QIAxpert (QIAGEN Hilden, Germany). A síntese 

do cDNA foi realizada com 1 µg de RNA total, usando o kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (applied biosystems), de acordo com as instruções do 

fabricante. Para as análises de expressão gênica foram utilizados os métodos 

semi-quantitativo e quantitativo. 

4.1.7 Análise semi-quantitativa da expressão gênica 

Os cDNA de todas amostras foram utilizados na reação de PCR 

convencional, utilizando os primers desenhados. As condições de reações 

foram: 94°C por 5 min, seguidas de 35 ciclos a 94°C por 45 s, 55°C por 30 s e 

72º C por 30 s, seguidos de 10 min a 72ºC (Multigene Gradient, Labnet 

International, Edison, EUA). As reações de PCR foram realizadas em um volume 

Tabela 1 - Sequencias dos primers utilizados na amplificação dos genes de interesse. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


44 

 

de 30 µL, utilizando 1 µL cDNA, 0,3 µL de Taq recombinante (Invitrogen) e 1,5 

µL de primer, os outros reagentes seguiram as recomendações do fabricante. 

 Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de 

agarose a 2%, corados com 3,5 µL de SYBR Safe (Invitrogen) para cada 70 mL 

de gel. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram verificados pela 

comparação com o marcador de 1 Kb Plus DNA Labber (Invitrogen - 

ThermoFisher Scientific, Carisban, EUA). 

4.1.8 Análise da expressão relativa dos genes de interesse 

Para obter a expressão relativas dos genes ddx4, gdf9, oct4 e nanog, foi 

utilizado como gene endógeno a β-actina. Desta forma, as curvas padrões para 

os genes de interesse e o controle endógeno foram estabelecidas utilizando 

diluição seriada de cDNA da gônada antes do processo de dissociação 

enzimática.  

Para a realização das curvas, as diluições dos cDNAs foram de 1:3 para 

ddx4, gdf9, oct4 e nanog e 1:5 para o gene β-actina. As curvas foram realizadas 

em duplicada para cada ponto, utilizando uma mistura de cDNA de todas as 

amostras. Foram utilizadas as curvas com eficiência entre 0,9 e 1,1 e R≅ de 

0,99. As amostras foram diluídas 1:5 para as quantificações. Foi utilizado um 

controle negativo da reação (NTC) para cada gene. Todas as amostras foram 

amplificadas em triplicatas. Para cada reação foram usados: 10 µL QuantiNova 

SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany), 8 µL de nucleasse-

free water, 1 µL da mistura de primer a 10 pmol/µL dos genes alvos e 1 µL de 

cDNA. As condições de amplificações foram: 95°C por 2 min, seguidas de 40 

ciclos de 95°C por 5 s e 60°C por 15 s. As curvas de melting foram realizadas 

entre as temperaturas de 55 e 95°C, com acréscimo de 1°C por ciclo. A reação 

foi realizada em termociclador RotorGene Q (Qiagen Hilden, Germany). As 

análises da quantificação relativa da expressão gênica foram conduzidas por 

meio de PCR em tempo real, baseada no método 2-ΔΔCt. Após as análises de 

expressão relativa, as reações das amostras dos genes de interesse e do gene 

endógeno, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados 

com 3,5 µL de SYBR Safe (Invitrogen) para cada 70 mL de gel. 
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4.1.9 Confirmação das sequências 

A amostra de cDNA de gônada antes do processo de dissociação 

enzimática, foi submetida ao PCR convencional e os produtos da amplificação 

foram visualizados em gel de agarose a 2%. Os produtos das amplificações 

foram recuperados do gel com uso do kit Wizard SV Gel e PCR Clean-Up System 

(Promega), quantificados a 260 nm (QIAxpert - Qiagen Hilden, Germany) e 

clonados em vetor de clonagem. A clonagem dos produtos das amplificações foi 

realizada no vetor de clonagem pGEM-T Vector System (Promega). Para a 

ligação foi utilizada a razão de 6:1 (inserto:vetor) e o uso da enzima T4 DNA 

ligase, sendo esta etapa realizada a temperatura ambiente, por cerca de 2 horas. 

Células de Escherichia coli DH-5α competentes foram preparadas pelo 

método de CaCl2 e usadas para transformação com os produtos de ligação, 

através de choque térmico a 42ºC durante 90 segundos. Após o choque térmico, 

as células foram incubadas a 37ºC durante uma hora, com a adição de 800 µL 

do meio de cultura LB (Lúria-Bertani), sem antibiótico. Posteriormente, as células 

foram plaqueadas em LB sólido contendo 50 µg/ mL de ampicilina, 0,5 mM de 

IPTG e 125 µg/ mL do substrato cromogênico X-gal e incubadas a 37ºC durante 

toda a noite. A seleção das colônias positivas foi realizada através da coloração 

branca. 

As colônias foram crescidas durante toda a noite a 37ºC em 250 rpm de 

agitação (MaxQ, Thermo Scientific) e realizadas mini preparações dos vetores 

com o uso do kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega).  Os vetores recuperados 

foram submetidos a PCR para confirmação do inserto. Os vetores foram 

enviados para sequenciamento e a confirmação das sequências foram avaliadas 

utilizando o programa Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

e Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin).  

4.1.10 Estatística 

Os dados de pureza e viabilidade foram obtidos de quatro repetições e 

apresentados como a média ± EP. As porcentagens foram submetidas a análises 

de normalidade (Shapiro wilk) e homogeneidade (Bartlett). Em seguida, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin
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analisados por a ANOVA e, as medias foram comparadas utilizando o teste de 

múltiplo alcance de Tukey. Em todas as análises, foi utilizado o software RStudio, 

utilizando α = 0,05. 

4.2 RESULTADOS  

4.2.1 Dissociação enzimática das gônadas, caracterização histológica e 

avaliação do percentual de pureza das oogônias-tronco oriundas do 

gradiente de percoll  

Através do processo de dissociação enzimática das gônadas de B. 

amazonicus, e sua subsequente separação por meio do gradiente de densidade, 

foi possível observar três bandas nas concentrações de 10%, 20%, 30% e um 

pellet visível no fundo do tubo de centrífuga (Figura 1). 

  

Figura 1 - Separação celular por gradiente de percoll e caracterização histológica. 

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - (A) Banda 10%: Debris celulares; Banda 20%: Maior concentração de células 
germinativas tronco; Banda 30%: Células germinativas tronco, oócitos primários e células 
somáticas; Pellet: Células sanguíneas. (B) Histologia da banda de 20% e 30% de percoll, 
observando principalmente oogônias-tronco. As pontas das setas indicam a visualização de 
oogônias-tronco. 

 
Através das análises por microscopia, foi observado na banda de 10% a 

presença de “debris” celulares oriundos do processo de dissociação e uma 

pequena quantidade de oogônias-tronco. Na banda de 20% encontra-se uma 

maior concentração de oogônias-tronco 89% (4,1x106 células/mL). Na fração de 

30% continha ainda oogônias-tronco 32% (1,4x104 células/mL) e uma baixa 

quantidade de oócitos primários e células somáticas. Sendo confirmado por meio 
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de análises histológicas a presença de oogônias-tronco nas bandas de 20% e 

30% (Figura 1B). O pellet era constituído apenas por células sanguíneas (Figura 

2).  

Figura 2 - Analise microscópica das bandas oriundas do gradiente de percoll de Brycon 
Amazonicus. 

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - A) banda 10% - debris celulares e poucas oogônias-tronco B) banda 20% - grande 
quantidade de oogônias-tronco e poucas células somáticas. C) banda 30% - baixa quantidade 
de oogônias-tronco e algumas células somáticas. D) pellet - apenas células sanguíneas. As 
pontas das setas indicam as oogônias-tronco, enquanto as setas indicam a visualização dos 
“debris” celulares e células somáticas. 

 4.2.2 Plaqueamento diferencial de oogônias-tronco 

 As bandas de 20% e 30% provenientes do gradiente de percoll que 

apresentaram as maiores concentrações de oogônias-tronco foram submetidas 

ao plaqueamento diferencial.  Esta etapa de purificação apresentou-se eficaz no 

aumento da pureza das oogônias-tronco (Tabela 2), pela diminuição da 

concentração de células somáticas, bem como verificada uma redução do 

processo de aglutinação (Figura 3). A viabilidade das oogônias-tronco não foram 

alteradas com a adição da etapa do plaqueamento diferencial e o grau de pureza 

D100 µmC200 µm

v

A100 µm B100 µm
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após o plaqueamento foi significamente maior (P=0.0353) que aquele 

proveniente da etapa do gradiente de percoll (Tabela 2). 

 
Figura 3 - Análise de microscopia das etapas do gradiente de percoll e plaqueamento diferencial 
no isolamento de oogônias-tronco de B. amazonicus.   
 

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - A) Visualização da banda de 20% e 30% de percoll antes de serem submetidas ao 
plaqueamento diferencial. B) Visualização das células após serem submetidas ao plaqueamento 
diferencial. As setas indicam aglutinação celular e células somáticas, enquanto que as pontas 
das setas indicam as oogônias-tronco. 

  

Tabela 2 - Comparação da viabilidade e pureza das oogônias-tronco oriundas das etapas de 
purificação. 

 

Tratamentos Viabilidade (%) 
Pureza das 

células-tronco (%) 

Gradiente de percoll 87.69 ± 1.15 67.25 ± 3.29 * 

Plaqueamento diferencial 87.32 ± 1.89 83.91 ± 2.74   
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 

Legenda - Dados em coluna contendo (*) denotam diferença significativa (P < 0.05). 

Após a retirada das oogônias-tronco em suspensão, a placa foi mantida 

em cultivo por 10 dias. As células que predominaram durante o período de cultivo 

foram as células cuboides e fibroblastos, como demonstrado na figura 4.    

A B100 µm 100 µm
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Figura 4 - Células cultivadas por dez dias após a retida da suspensão de oogônias-tronco. 

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - As setas indicam a visualização de células cuibóides, enquanto que as pontas das 
setas indicam os fibroblastos. 

4.2.3 Teste de atividade da fosfatase alcalina em oogônias-tronco 

O teste de atividade da fosfatase alcalina de oogônias-tronco foi realizado 

através de microscopia de fluorescência nas amostras provenientes das etapas 

de purificação em gradiente de percoll e plaqueamento diferencial. Os resultados 

destes testes revelaram que oogônias-tronco de B. amazonicus possuem alta 

atividade da fosfatase alcalina, visualizado pela alta intensidade de fluorescência 

destas células, enquanto que oócitos primários ainda apresentam fluorescência, 

porém em mais baixa intensidade. Na comparação das amostras provenientes 

das etapas de purificação, foi verificado um maior número de células com alta 

intensidade de fluorescência na amostra proveniente do plaqueamento 

diferencial que na amostra do gradiente de percoll. Estes resultados corroboram 

com os dados de maior pureza das oogônias-tronco obtidos na etapa do 

plaqueamento diferencial (Figura 5). 

 

 

100 µm
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Figura 5 - Teste de atividade de fosfatase alcalina em oogônias-tronco de B. amazonicus nas 
amostras provenientes da etapa de purificação. 

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - A e B) Amostra proveniente do gradiente de percoll. C e D) Amostra proveniente do 
plaqueamento diferencial. A e C) Visualização sob microscopia de fluorescência. B e D) 
Visualização sob luz branca. As pontas das setas indicam as oogônias-tronco.  

 

4.2.4 Análise semi-quantitativa da expressão gênica de genes relacionados 

às oogônias-tronco durante as etapas de purificação 

Neste experimento foi verificado a eficiência dos primers desenhados para 

o gene endógeno ß-actina e dos genes de interesse ddx4, gdf9, oct4 e nanog. 

Foram utilizadas as amostras de cDNA de gônada antes do processo de 

BA
100 µm

DC200 µm
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dissociação enzimática, células provenientes da banda de 20% do gradiente de 

percoll e células submetidas ao plaqueamento diferencial.  

Para os genes de interesse, todos expressaram na gônada, apresentando 

os tamanhos esperados. Nas células provenientes do gradiente de percoll, 

aparentemente ocorreu uma queda da expressão dos genes de interesse, 

principalmente o gdf9 e oct4, quando comparado com o gene endógeno ß-actina. 

Nas células provenientes do plaqueamento diferencial, com exceção de ddx4, 

foi detectado baixos níveis de RNA para todos os genes avaliados, 

principalmente nanog e oct4 que quase não foram detectadas suas expressões 

(Figura 6).  

 

Figura 6 -  Eletroforese dos produtos de amplificação dos genes expressos em gônada e nas 
amostras de gônada e as obtidas nas etapas de purificação, para os genes ß -actina, ddx4, gdf9, 

nanog e oct4.                

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - (G) Gônada, (PER) Células provenientes do gradiente de percoll e (PLA) Células 
provenientes do plaqueamento diferencial  

4.2.5 Análise quantitativa da expressão relativa dos genes de interesse 

durante a etapa de purificação 

As curvas obtidas para os genes ß-actina, ddx4, gdf9, oct4 e nanog 

apresentaram eficiências das amplificações dentro do esperado, de 0,9 a 1,1, e 

as equações das retas obtidas apresentaram o valor de R≅ 0,99 (Figura 7). Os 

pontos amostrais das oogônias-tronco após o plaqueamento diferencial foram 

obtidos fora dos limites das curvas de todos os genes analisados, como 

ß -actina

GO PER PLA

ddx4

gdf9

nanog

oct4
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evidenciado pela baixa expressão na amplificação convencional de PCR. Para 

os genes ddx4 e gdf9 foram consideradas as expressões relativas obtidas para 

as células submetidas ao plaqueamento diferencial, uma vez que foram 

observadas na curva de melting a formação de apenas um produto de 

amplificação (Figura 8), enquanto para os genes nanog e oct4 foram verificados 

a formação de dímeros que impossibilitaram as análises de expressão genica 

relativa para as células provenientes do gradiente de percoll e do plaqueamento 

diferencial (Figura 8).  

 

Figura 7 - Curvas obtida para o gene endógeno β-actina (A) e dos genes de interesse (B, C, D 
e E), sendo a sequência: ddx4, gdf9, oct4 e nanog. 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
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Figura 8 - Curva de melting para o gene endógeno β-actina (A) e dos genes de interesse (B, C, 
D e E), sendo a sequência: ddx4, gdf9, oct4 e nanog. 

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 

 

Através das análises do PCR em tempo real foram quantificadas as 

expressões relativas dos genes ddx4 e gdf9 em gônada antes do processo de 

dissociação enzimática, em células isoladas pelo gradiente de percoll e células 

obtidas no plaqueamento diferencial. Os resultados apontam para uma maior 

expressão relativa dos genes de interesse nas gônadas (Gráficos 1-2), seguida 

pelas expressões no gradiente de percoll, sendo observada uma forte queda na 

expressão relativa. Para as células provenientes do plaqueamento diferencial, 

foi detectado uma baixa expressão para ambos genes analisados. Nos 

experimentos de PCR convencional e de qPCR pode ser evidenciada uma baixa 

expressão dos genes nas células oriundas do gradiente de percoll e do 

plaqueamento diferencial. As análises quantitativas para nanog e oct4 não foram 

detectadas expressões para as amostras provenientes do gradiente de percoll e 

plaqueamento diferencial. 
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C
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Gráfico 1 - Expressão relativa do gene ddx4. 
 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda -  Gônada: 1, Percoll: Células provenientes do gradiente de percoll: 0,32 e 
Plaqueamento: Células provenientes do plaqueamento diferencial: 0,16. 

 

Gráfico 2 - Expressão relativa do gene gdf9.  

    
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda -  Gônada:1, Percoll - Células provenientes do gradiente de percoll: 0,03 e 
Plaqueamento - Células provenientes do plaqueamento diferencial: 0,06. 

 

  Através do gel de agarose (Figura 9), realizado após as análises de 

qPCR, utilizando as amostras das reações dos genes de interesse e do gene 

endógeno, é possível observar que apenas para o gene endógeno foi detectada 

a expressão para todas as amostras, inclusive para as células oriundas do 

plaqueamento diferencial. Os únicos genes que apresentaram expressão relativa 

nas células oriundas do plaqueamento diferencial foram o gdf9 e o ddx4, no qual, 

apenas o ddx4 apresentou uma baixa expressão no gel de agarose.  

Gônada Percoll Plaqueamento

Expressão Relativa ddx4
Expressão Relativa ddx4

Gônada Percoll Plaqueamento

Gônada Percoll Plaqueamento

Expressão Relativa gdf9Expressão Relativa oct4
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Figura 9 - Eletroforese das amostras amplificadas no qPCR para os genes ß -actina, ddx4, gdf9, 
nanog e oct4. 

  
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - (G) Gônada, (PER) Células provenientes do gradiente de percoll e (PLA) Células 
provenientes do plaqueamento diferencial. 

4.2.6 Confirmação das sequencias dos genes 

Os vetores recuperados pela minipreparação foram avaliados por PCR 

utilizando os primers para ddx4, gdf9, oct4, nanog e β-actina.   A presença do 

inserto no vetor purificado foi confirmado pela visualização dos produtos de 

amplificação em gel de agarose a 2% (Figura 10), com os tamanhos (pares de 

bases) esperados. Os vetores foram enviados para sequenciamento e assim 

pôde ser realizada a confirmação da identidade dos genes avaliados, utilizando 

o programa Nucleotide BLAST e Multalin. 

Figura 10 -  Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de amplificação dos genes               
ß -actina, oct4, gdf9, nanog e ddx4, clonados no vetor pGEM-T Vector System  

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda - (L) Ladder. 
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 Os dados de sequenciamento evidenciaram que a sequência de oct4 de 

B. amazonicus apresenta 94,18% de identidade com a sequência de oct4 de 

Astyanax mexicanus, sendo o alinhamento mostrado na Figura 11. 

Figura 11 - Alinhamento das sequências de oct4 provenientes de B. amazonicus e A. mexicanus. 
   

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 

 
 
 O sequenciamento da região amplificada do gdf9 de B. amazonicus 

apresentou 94,96% de identidade com gdf9 de A. altiparanae. O alinhamento é 

mostrado na Figura 12. 

Figura 12 - Alinhamento das sequências de gdf9 provenientes de B. amazonicus e A. 

altiparanae. 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 

 

 O sequenciamento da região amplificada do gene ddx4 de B. amazonicus 

apresentou 93,33% de identidade com ddx4 de A. altiparanae. O alinhamento é 

mostrado na Figura 13. 

Figura 13 - Alinhamento das sequências de ddx4 provenientes de B. amazonicus e A. 
altiparanae. 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 

 

O sequenciamento da região amplificada da β-actina de B. amazonicus 

apresentou 98,84% de identidade com β-actina de A. mexicanus. O alinhamento 

é mostrado na Figura 14. 
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Figura 14 - Alinhamento das sequências de β-actina provenientes de B. amazonicus e A. 

altiparanae. 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
 

 O sequenciamento da região amplificada para o nanog não foi bem-

sucedido. No entanto, os dados de sequenciamento obtidos confirmaram a 

identidade dos genes estudados. 

4.3 DISCUSSÃO 

Os procedimentos realizados neste trabalho de isolamento de oogônias-

tronco, utilizando a dissociação enzimática, gradiente de densidade de percoll e 

plaqueamento diferencial, foram realizados pela primeira vez em Brycon 

amazonicus, uma importante espécie que pode ser considerada como animal 

modelo para as espécies do gênero Brycon ameaçados de extinção. Os 

procedimentos utilizados foram adaptados vindos dos protocolos desenvolvidos 

por Lacerda e colaboradores (2006).  

Gradientes de densidade descontinuo, como o Percoll, são utilizados para 

separar populações de células com base na densidade, sendo comumente 

usados para purificação de células germinativas e são apropriados para várias 

espécies de peixes (XIE, NÓBREGA, & PŠENIČKA 2020; SIQUEIRA-SILVA et 

al., 2019; PŠENIČKA et al., 2015). De acordo com os resultados obtidos neste 

trabalho, as bandas de 20% e 30% apresentaram maiores concentrações de 

oogônias-tronco, com 89% e 32%, respectivamente. Estes dados são similares 

a de outros estudos, como no peixe-zebra (Danio rerio), onde a maioria das 

células germinativas ovarianas foram coletadas nas bandas de 25 a 35% 

(WONG et al., 2011). Em contraste a estes resultados, para o esturjão (Acipenser 

baerii), a banda contendo 10% de percoll foi a melhor sucedida para obtenção 

de oogônias-tronco, sendo obtida uma pureza de 83,6% (PŠENIČKA et al., 

2015). No ouriço-do-mar (Strongylocentrotus nudus), o maior número de 

oogônias-tronco foram identificadas na banda de 25% de percoll, com 70 a 75% 

de pureza (YASKOVLEY et al., 2010). Esses dados indicam uma tendência 

espécie-especifica e que não é possível obter 100% de pureza, necessitando 
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portanto, de procedimentos complementares para aumentar o grau de pureza, 

conforme realizado no presente estudo, com plaqueamento diferencial. 

O plaqueamento diferencial é um método bastante utilizado para 

purificação das células germinativas tronco. Ao contrário das células somáticas, 

as células germinativas permanecem suspensas no sobrenadante durante o 

plaqueamento, o que facilita a sua separação do restante celular. Neste estudo, 

alcançamos resultados satisfatórios utilizando o plaqueamento diferencial de 

oogôniais-tronco, obtendo alta purificação e viabilidade celular, com 

aproximadamente 84% e 88%, respectivamente. Em outros estudos, a pureza 

de espermatogônias-tronco de truta arco-íris (Rainbow trout) foi obtida em torno 

de 95%, utilizando o plaqueamento diferencial com duas passagens (SHIKINA 

et al., 2008). Em outras espécies, como jundia (Rhamdia quelen) (SILVA et al., 

2016), tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) (LACERDA et al., 2013) e 

Chondrichthyan (Scyliorhinus canicula) (GAUTIER et al., 2014), essa técnica 

também foi utilizada, obtendo uma melhor purificação das células germinativas. 

Embora o plaqueamento diferencial seja um método eficaz para obtenção de alta 

pureza das células germinativas, alguns trabalhos relatam que as propriedades 

das células, como a atividade mitótica, podem ser alteradas durante um 

determinado período de cultivo, entre 5 a 10 dias (XIE, NÓBREGA, & 

PŠENIČKA, 2020; SHIKINA et al., 2008).  

A fosfatase alcalina é uma enzima comumente expressa em quase todos 

os organismos vivos. Em humanos e outros mamíferos, a atividade da fosfatase 

alcalina tem sido frequentemente relacionada com células-tronco, sendo esta 

atividade diferenciada das células somáticas (ŠTEFKOVÁ et al., 2015). Esta 

característica, pode permitir o uso desta atividade em citometria de fluxo, tanto 

para avaliar a concentração, como para purificação (Fluorescence-activated cell 

sorting (FACS) (PURPURA et al., 2003). Além disso, a fosfatase alcalina também 

parece ser um dos principais marcadores de identificação de células-tronco 

embrionárias pluripotentes e de outras células relacionadas (ŠTEFKOVÁ et al., 

2015). Em peixes, espermatogônias-tronco foram cultivadas com o fator 

neurotrófico derivado de células gliais (GDNF) e após a marcação com a 

fosfatase alcalina, os resultados demostraram alta intensidade do marcador nas 

células cultivadas com o fator de crescimento, bem como nas espermatogônias- 
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tronco indiferenciadas, onde a coloração foi mais intensa (GAUTIER et al., 2014).   

Nossos resultados revelaram que oogônias-tronco de B. amazonicus possuem 

alta atividade da fosfatase alcalina, principalmente as oriundas do plaqueamento 

diferencial, sendo verificado pela intensidade de fluorescência das células. 

Embora a marcação das células-tronco pela atividade da fosfatase 

alcalina na amostra proveniente do plaqueamento diferencial aparentemente 

corrobora com os dados de maior pureza das oogônias-tronco obtidas nesta 

etapa, as análises de expressão gênica e expressão relativa evidenciaram uma 

baixa expressão dos genes de interesse para essas células, principalmente 

quando analisamos as expressões de nanog e oct4. Além disso, as células 

oriundas do gradiente de percoll também apresentaram baixos níveis de 

expressão para os genes oct4, gdf9 e nanog em relação aos dados da gônada 

intacta.  Esses resultados podem ter sido influenciados pelo longo período em 

que as células passaram, desde a coleta das gônadas até período de cultivo. 

Apesar de ter sido observada alta viabilidade após o plaqueamento diferencial, 

o método utilizando o azul de Trypan evidencia células já com as membranas 

comprometidas, e pode não detectar células que entraram em processos 

apoptóticos.  

 Em outros estudos, os níveis de mRNA de gdf9 no ovário de enguia do 

campo (Monopterus albus) aumentaram significativamente na fase pré-

vitelogenica, sendo expresso particularmente nos oócitos em estágios iniciais, 

mas não nas oogônias-tronco (HE et al., 2012). Da mesma forma, na truta arco-

iris (Rainbow trout) (LANKFORD & WEBER, 2010) e no peixe-zebra (LIU & GE, 

2007), o mRNA do gdf9 foi expresso apenas nas gônadas, considerando que 

esse gene pode estar principalmente envolvido no desenvolvimento e nas 

funções gonadais. O nanog é bem conhecido por estar envolvido na manutenção 

da pluripotência e auto renovação de células-tronco embrionárias, juntamente 

com outros fatores de transcrição, como oct4 e sox2 (LAVIAL et al., 2007; 

CHAMBERS et al., 2003; MITSUI et al., 2003). Em medaka (Oryzias latipes), 

Wang e colaboradores (2011) caracterizaram o perfil de expressão do nanog 

como um dos genes de pluripotência e apontaram sua expressão nas 

espermatogônias-tronco no testículo adulto, enquanto Camp e colaboradores 

(2009), detectaram a expressão em pequenos oócitos pré-vitelogênicos. No 



60 

 

peixe-zebra (Danio rerio) e linguado japonês (Paralichthys olivaceus), o nanog 

foi identificado na divisão dos blastômeros (TIAN et al., 2011; GAO et al., 2013). 

O vasa ou ddx4 é um marcador de células germinativas, principalmente as 

indiferenciadas, sendo exclusivamente expresso nas gônadas (HARTUNG et al., 

2014). A identificação do vasa permitiu a primeira descrição do desenvolvimento 

das células germinativas primordiais no peixe-zebra (YOON et al., 1997).  A partir 

de então, vários estudos demonstraram que a proteína Vasa está continuamente 

presente na linha germinativa, desde o início da especificação da PGC até ao 

longo da maturação das células germinativas (BRAAT et al., 2000 ; KNAUT et 

al., 2000). 

Outro fator que pode ter contribuído para os baixos níveis de expressão 

dos genes de interesse, seria as soluções utilizadas para a dissociação e cultivo 

celular. Durante todo o processo de dissociação, as células são expostas a 

solução de Hanks por um período de aproximadamente 9 horas e 

posteriormente, foram submetidas ao plaqueamento diferencial, utilizando o 

meio de cultivo. Durante a gametogênese, as células de suporte fornecem 

nutrição e sustentação as células germinativas e, apesar das células serem 

cultivadas em meios nutritivos, este meio pode não ter fatores importantes, como 

fatores de crescimento, proteínas transportadoras e hormônios, que podem ser 

essenciais no cultivo de células germinativas. No entanto, a utilização do meio 

inadequado para os procedimentos de dissociação e cultivo celular, pode estar 

relacionada com a queda do RNA observado, visto que, os baixos níveis de 

expressão foram maiores nas células oriundas do plaqueamento diferencial, mas 

nas células provenientes do gradiente de percoll já foi observada a diminuição 

na expressão. Na truta arco-íris (Rainbow trout), o processo de dissociação 

celular foi realizado utilizado o meio L-15 suplementado com 25 mM HEPES e 

antibióticos (50 µg/ml ampicilina, 50 U/ml penicilina e streptomicina) (SHIKINA et 

al., 2008). Em estudos posteriores, os mesmos autores acrescentaram 10% de 

soro fetal bovino (FBS) (SHIKINA, et al., 2013). Em tilápia do Nilo (Oreochromis 

niloticus) (LACERDA et al., 2006, 2010, 2013), as espermatôgonias-tronco foram 

dissociadas em DMEM/F12 e submetidas ao plaqueamento diferencial em 

DMEM / F12 suplementado com 10% de FBS, 10000U / L de penicilina, 10 mg / 

L de estreptomicina e 10 mM de Na2HCO3 por 12 horas.   

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mrd.22414?casa_token=QfI9jkyHGXwAAAAA%3A8HRd6wZA8zTbxnwXm_Dts7dEvpG0kfRbyGMbrAky9gbF3n6xZWpKrG0Tkuctz7uQ2VXT8LAMGLlm7Jwv#mrd22414-bib-0060
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mrd.22414?casa_token=QfI9jkyHGXwAAAAA%3A8HRd6wZA8zTbxnwXm_Dts7dEvpG0kfRbyGMbrAky9gbF3n6xZWpKrG0Tkuctz7uQ2VXT8LAMGLlm7Jwv#mrd22414-bib-0004
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mrd.22414?casa_token=QfI9jkyHGXwAAAAA%3A8HRd6wZA8zTbxnwXm_Dts7dEvpG0kfRbyGMbrAky9gbF3n6xZWpKrG0Tkuctz7uQ2VXT8LAMGLlm7Jwv#mrd22414-bib-0024
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Células dissociadas de medaka (Oryzias latipes), foram submetidas ao 

plaqueamento diferencial utilizando L-15 suplementado com 10% de FBS e 1% 

de antibióticos, após incubação por uma noite, a expressão dos genes nanos2 e 

vasa foram significativamente maiores nas células não aderentes a placa de 

cultivo do que nas células aderentes (RYU & GONG, 2020). Dessa forma, a 

análise de meios utilizados no isolamento de oôgonias-tronco de B. amazonicus 

pode ser uma etapa importante para a obtenção de células de alta qualidade, 

viabilidade e expressando os genes importantes de manutenção de 

característica de células-tronco, para serem empregadas em técnicas de 

quimerismo. 

4.4 CONSIDERAÇÕES  

           Nesse estudo foi possível verificar que através do isolamento de 

oogônias-tronco utilizando a dissociação enzimática e o gradiente de densidade 

de percoll foi possível obter alta purificação das células, sendo maior ainda com 

o uso do plaqueamento diferencial, com aproximadamente 84%. As oogônias-

tronco de B. amazonicus possuem forte atividade da fosfatase alcalina, sendo 

visualizado pela intensidade de fluorescência destas células, enquanto que 

oócitos primários apresentaram baixa intensidade.  No entanto, nas análises de 

expressão foi observado baixos níveis de genes importantes nas oogônias-

tronco oriundas das etapas de purificação, assim, novos estudos deverão ser 

realizados.  
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CAPITULO II 

Criopreservação de oogônias-tronco de Brycon amazonicus 

 Neste capítulo são abordados os estudos de criopreservação de oogônias 

tronco de B. amazonicus oriundas das etapas de purificação abordado no 

capitulo I. A criopreservação de oogônias-tronco é uma etapa importante para 

geração de bancos genéticos in vitro, visando a conservação de espécies 

ameaçadas, bem como para a aplicação em aquicultura. 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

Para este experimento, foram utilizados três fêmeas de B. amazonicus 

com 1,7 kg ± 0,09 de peso corporal e 45,47 cm ± 0,68 de comprimento padrão, 

com 3 anos de idade, sendo coletadas no período de junho a setembro e 

eutanasiadas em solução de eugenol na concentração de a 200 mg/L 

(Biodinâmica, Brasil). Os procedimentos de dissociação enzimática e 

fracionamento celular utilizando gradiente de percoll foram os mesmos descritos 

no capítulo I. Após o fracionamento celular por gradiente de percoll, as bandas 

com a maior número de células germinativas (20 e 30% de percoll) foram 

coletadas e agrupadas. Parte das células oriundas do fracionamento seguiu para 

os experimentos de criopreservação e outra parte foi submetida ao 

plaqueamento diferencial e depois criopreservadas. As células submetidas ao 

plaqueamento diferencial, foram processadas de acordo com o capítulo I. 

 5.1.1 Criopreservação e descongelamento das oogônias-tronco 

As oogônias-tronco provenientes de cada indivíduo e das diferentes 

amostras, fracionamento por gradiente de percoll e do plaqueamento diferencial, 

foram avaliadas individualmente para determinação do percentual de viabilidade. 

Antes do congelamento, a suspenção celular foi diluída na proporção de 1:1 

(suspensão celular:solução crioprotetora), sendo utilizado 50 µL da suspensão 

celular na concentração de 5.9 x 107 células/mL e 50 µl da solução crioprotetora). 

Os crioprotetores avaliados foram o etilenoglicol (Sigma, St. Louis, USA), glicerol 

(Sigma, St. Louis, USA), dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, USA), 
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dimetilacetamida (DMA) (Sigma, St. Louis, USA) e propaneidol (Sigma, St. Louis, 

USA), nas concentrações de 2 M, 3 M e 4 M. O grupo controle, sendo utilizado 

apenas a solução de Hanks modificado com as células. As soluções 

crioprotetoras foram preparadas de acordo com o protocolo de  (LINHARTOVÁ 

et al., 2014), com 100 mM de glicose, 0,1% de soro albumina bovina. A mistura 

das soluções crioprotetoras e células, foram colocadas em palhetas de 

criopreservação de sêmen (IMV Technologies) no volume de 70 µL e seladas 

com álcool polivinílico (Sigma, St. Louis, USA). Após adicionar a suspensão de 

células, as concentrações molares das soluções crioprotetoras reduziram para a 

metade da concentração molar, sendo: 1M, 1,5M e 2M, respectivamente. As 

amostras celulares, com três concentrações de molaridade diferentes de 

crioprotetor, foram acondicionadas em Criotubos (Corning Incorporated, Sigma, 

St. Louis, USA) e transferidas para um CoolCell Container (Sigma, St. Louis, 

USA) para o congelamento, com taxa constante de -1ºC min, em freezer -80ºC 

por duas horas (tempo suficiente para atingir -80C). Posteriormente, as amostras 

foram transferidas para nitrogênio líquido em temperatura de -196ºC, e 

armazenadas por um período de15 dias. 

O descongelamento foi realizado a 30°C em um banho-maria durante 1 

minuto, em seguida as mostras foram transferidas para microtubo de centrífuga 

de 1,5 mL e centrifugadas a 350 x g por 5 minutos (HERMLE Labnet, Z326K). O 

sobrenadante foi extraído e o pellet celular resuspendido em 30 µL de solução 

Hanks modificada e 5 µL de azul Tripan para marcação das células inviáveis. A 

contagem foi realizada apenas nas células-tronco oogôniais, por triplicata de 

cada crioprotector e concentração molar, usando uma câmara de Neubauer e 

microscópio (Nikon-Eclipse Ni, Tóquio, Japão) no aumento de 40X. Cada 

indivíduo foi considerado uma réplica. 

5.1.2 Estatística 

Os dados foram obtidos em triplicata para cada crioprotector e 

concentração molar, apresentados como a média ± EP. As porcentagens de 

viabilidade foram submetidas a analises de normalidade (Shapiro wilk) e 

homogeneidade (Bartlett). Em seguida, analisados por avaliações não 
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paramétricas usando Kruskal Wallis. Em todas as análises, foi utilizado o 

software RStudio, utilizando α = 0,05. 

5.2 RESULTADOS 

A importância dos crioprotetores para proteger a integridade celular 

durante e após o descongelamento foi observada quando se comparou os 

resultados vindos do grupo controle, sem a utilização dos crioprotetores, que 

resulta na morte de todas as células congeladas (Tabela 3). As médias das 

porcentagens de viabilidade das oogônias-tronco anterior ao congelamento, 

provenientes das diferentes amostras das três fêmeas, nas etapas de 

fracionamento por gradiente de percoll e plaqueamento diferencial, foram de 

89,28 ± 3,10% e 88,01 ± 3,90%, respectivamente. 

Os resultados observados das células-tronco criopreservadas oriundas do 

gradiente de percoll, indicam que o propanodiol a 2 M apresenta a maior média 

de porcentagem de viabilidade após o descongelamento (90,06 ± 4,11%), 

seguido pelo propanodiol a 1 M e 1,5 M, e pelo DMSO a 1 M e 2 M. Não foram 

observadas diferenças significativas entre os crioprotetores e concentrações 

molares. Para as oogônias-tronco submetidas ao plaqueamento diferencial, o 

propanodiol a 2 M, assim como aquele do gradiente de percoll, resultou na maior 

porcentagem de viabilidade, após o descongelamento (77,99 ± 2,19), seguido do 

propanodiol a 1 M, sendo observada diferença significativa em relação ao grupo 

controle antes do congelamento (P=0000). Para ambos tratamentos, DMA 2 M 

obteve a menor taxa de viabilidade das células após o descongelamento. 

Na Tabela 3, é possível verificar um aumento da viabilidade com o 

plaqueamento diferencial em relação as amostras do gradiente de percoll, 

quando utilizado o glicerol e DMSO como crioprotetores, e a redução da 

viabilidade das células oriundas do plaqueamento diferencial, quando utilizado o 

propanodiol. Esta relação não foi verificada quando utilizado o crioprotetor DMA, 

sendo os valores de viabilidade celular aproximados para ambas etapas de 

purificação. 
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Tabela 3 - Viabilidade media e respectivos erros padrões de crioprotetores antes do 
congelamaneto e após o descongelamento de oogônias tonco de Brycon orbignyanus, oriundas 
do gradiente de percoll e do plaqueamento diferencial. 

 
  

Viabilidade (%) 

Tratamentos Gradiente de Percoll Plaqueamento Diferencial  

Controle antes do congelamento 89.28 ± 3.10 a 88.01 ± 3.90 a 

Propanodiol 1 M 81.41 ± 3.71 a 76.34 ± 1.98 b 

Propanodiol 1,5 M 58.21 ± 2.79 a 72.41 ± 2.24 bc 

Propanodiol 2 M 90.06 ± 4.11 a 77.99 ± 2.19 b 

DMSO 1 M 65.65 ± 2.73 a 74.35 ± 1.27 bcd 

DMSO 1,5 M 54.59 ± 5.34 cde 60.93 ± 1.66 efgh 

DMSO 2 M 68.22 ± 4.68 a 72.24 ± 1.37 efghi 

DMA 1 M 31.88 ± 0.77 efg 37.94 ± 1.49 ghijk 

DMA 1,5 M 34.55 ± 3.11 def 28.99 ± 1.02 ijkl 

DMA 2 M 15.09 ± 1.07 hijkl 19.79 ± 0.97 l 

Glicerol 1 M 39.17 ± 0.90 bc 42.64 ± 1.96 efghi 

Glicerol 1,5 M 30.94 ± 2.94 efg 43.33 ± 2.05 ghijk 

Glicerol 2 M 30.24 ± 2.05 def 52.50 ± 0.94 fghij 

Etileno Glicol 1 M 51.95 ± 2.40 b 45.67 ± 1.23 efghi 

Etileno Glicol 1,5 M 44.33 ± 1.47 bc 32.35 ± 1.00 kl 

Etileno Glicol 2 M 32.49 ± 2.13 def 30.18 ± 1.02 jkl 

Controle após descongelamento 0.00 ± 0.00 m 0.00 ± 0.00 m 

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - Dados em coluna contendo letras diferentes denotam diferenças significativas  
(P < 0.05). 

5.3 DISCUSSÃO 

O armazenamento a longo prazo de células-tronco da linha germinativa é 

considerado uma fonte alternativa para geração de bancos genéticos, 

principalmente devido às limitações associadas à criopreservação de gametas 

(ABUALREESH et al., 2021).  A criopreservação destas células é uma etapa 

necessária, anterior ao uso na geração de quimeras germinativas, uma vez que 

o transplante destas células pode ser realizado no receptor em período diferente 

daquele da obtenção das células germinativas. O transplante de células 

germinativas em receptores no estágio larval ocorre durante o período 

reprodutivo, que para muitas espécies ocorre do final ao início do próximo ano, 

enquanto que a obtenção das células germinativas ocorre no período de 

crescimento primário, no início da oogênese / espermatogênese, sendo 

geralmente de maio a julho em muitas espécies.  
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Visando o transplante de células germinativas tronco de Brycon 

amazonicus para larvas de lambaris triploides, inicialmente foram realizados 

experimentos de criopreservação, utilizando o congelamento lento de oogônias-

tronco de B. amazonicus, oriundas do gradiente de percoll e plaqueamento 

diferencial. A utilização do crioprotetor propanodiol a 2 M em células 

provenientes do gradiente de percoll, foi o mais eficaz na criopreservação quanto 

a viabilidade celular, sendo obtido valores de cerca de 90% de viabilidade após 

descongelamento. Esses resultados foram superiores aos daqueles encontrados 

na criopreservação de espermatogônias-tronco de carpa rohu (Labeo rohita), 

que obtiveram 71% de viabilidade após o descongelamento, utilizando o 

crioprotetor DMSO a 1.4 M (PATRA et al., 2016). Usando o método de vitrificação 

com células-tronco oogôniais dissociadas de ciprinídeo honmoroko 

(Gnathopogon caerulescens), o criprotetor DMSO na concentração de 5 M foi 

associado a maior viabilidade, com 75% após o descongelamento (HIGAKI et 

al., 2018). Valores de viabilidade similares a destes estudos foram obtidos 

quando realizado a criopreservação de oogônias-tronco de B. amazonicus após 

o plaqueamento diferencial, utilizando o crioprotetor propanodiol a 1 e 2 M. Os 

nossos resultados indicam que existe uma queda de cerca de 10% da viabilidade 

celular nas células criopreservadas após o plaqueamento diferencial em relação 

às células provenientes do gradiente de percoll, na melhor solução crioprotetora 

encontrada (propanodiol a 2 M). 

Várias metodologias foram aplicadas para o desenvolvimento de 

protocolos eficientes de criopreservação de células germinativas tronco, 

assegurando uma maior viabilidade das células após o descongelamento. De 

modo geral, a maioria dos estudos que estabeleceram protocolos de 

criopreservação para células testiculares ou oogôniais, utilizaram a metodologia 

de congelamento lento, sendo utilizado a rampa de resfriamento de -1°C/minuto, 

em freezer a -80°C (FRANĚK et al., 2019 ; LEE & YOSHIZAKI 2016; PŠENIČKA 

et al., 2016), ou utilizaram o método de vitrificação  (SEKI et al., 2017 ). Altas 

concentrações de crioprotetores são utilizados na vitrificação de células 

dissociadas (HIGAKI et al., 2018), de fragmentos gonadais ou gônadas inteiras 

(MARINOVIĆ et al., 2018; LUJIĆ et al., 2017), quando comparado com o método 

de congelamento lento. Independentemente da metodologia usada, os 

crioprotetores são frequentemente tóxicos para as células e, portanto, a escolha 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#313
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#314
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#314
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#312
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#313
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#313
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do crioprotetor e sua concentração ideal devem estar em equilíbrio entre a 

proteção e toxicidade (BETSY & KUMAR, 2020).  

Existem duas formas de crioprotetores, os intracelulares (álcoois, e outras 

substâncias) e o extracelulares (estabilizadores de membrana, como proteínas 

de baixo peso molecular, aminoácidos, açucares, etc). Os crioprotetores 

internos, combinados com os externos, promovem uma proteção mais ampla 

(CASTRO et al., 2011). Dessa forma, uma melhoria na viabilidade após o 

descongelamento é alcançada através da suplementação dos crioprotetores 

extracelulares como açúcares e proteínas, produzindo 40-80% de células 

germinativas viáveis após o descongelamento (BETSY & KUMAR, 2020; 

ABUALREESH et al., 2021). Vale ressaltar,  que a eficiência desses 

crioprotetores variam em função da estrutura da célula ou tecido a ser 

criopreservado (FULLER & PAYNTER, 2004), além da concentração e tempo de 

exposição utilizado antes do processo de criopreservação (CASTRO et al., 

2011). Neste trabalho, todas as soluções crioproteroras utilizadas continham as 

mesmas concentrações de soro albumina bovina e glicose, sendo variada a 

concentração de DMSO, DMA, etilenoglicol, glicerol e propanodiol. Desta forma, 

apenas estes últimos crioprotetores foram avaliados quanto a viabilidade celular. 

Esta estratégia foi eficiente para obtenção de soluções com cerca de até 90% de 

proteção da célula no processo de congelamento em células oriundas do 

gradiente de percoll. 

5.4 CONSIDERAÇÕES  

A obtenção de soluções crioprotetoras para o congelamento de oogônias-

tronco de B. amazonicus foi estabelecida com sucesso. A porcentagem de 

viabilidade celular utilizando  o propanodiol a 2 M com as células oriunda do 

gradiente de percoll, apresentou viabilidade similar àquela anterior ao processo 

de congelamento, apontando uma alta eficiencia desta solução na preservação 

de células germinativas após descongelamento. Após o plaqueamento 

diferencial, estas células tiveram uma redução de cerca de 10% na viabilidade 

celular. Estes dados sugerem que o plaqueamento diferencial pode aumentar a 

pureza das oogônias-tronco obtidas, no entanto, em alguns casos, como no uso 

do propanodiol, a viabilidade celular foi reduzida. Visando o posterior transplante, 
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a melhor solução crioprotetora aqui obtida, resultando em 90% de viabilidade, 

utilizando o crioprotetor Propanodil a 2M, pode ser eficientemente utilizada para 

estocagem a longo prazo de oogônias-tronco de Brycon amazonicus, em 

nitrogênio líquido. Dessa forma, o uso de criobancos utilizando as células 

germinativas, tem sido uma ferramenta valiosa para preservar os recursos 

genéticos de uma ampla diversidade de espécies. A associação da 

criopreservação de células-tronco germinativas com biotecnologias 

reprodutivas, como o transplante de células germinativas, é uma estratégia 

importante para a aplicação em programas de seleção genética e conservação 

da biodiversidade. 
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CAPITULO III 

Transplante de oogônias-tronco de Brycon amazonicus em larvas de 
Astyanax altiparanae triploides 

 Neste capítulo foi avaliado o transplante de oogônias-tronco isoladas de 

B. amazonicus em receptores triploides de Astyanax altiparanae no estágio de 

larva. Neste experimento foram utilizadas células recém purificadas e 

criopreservadas, utilizando o plaqueamento diferencial e o propanodiol 2M, 

respectivamente. 

6 MATERIAL E MÉTODOS 

Para o transplante de oogônias-tronco em larvas de A. altiparanae triploides 

foram utilizados os mesmos procedimentos de plaqueamento diferencial, 

descrito no capítulo I para células recém purificadas e também células 

criopreservadas, conforme capítulo II. 

6.1.1 Obtenção de receptores Astyanax altiparanae triploides 

Indivíduos de Astyanax altiparenae foram coletados nos viveiros do 

Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais - 

CEPTA/ICMBIO, em Pirassununga – SP. Para coleta de gametas, as fêmeas 

foram induzidas a ovulação com duas doses, primeira de na dosagem de 0,5 mg 

de extrato de hipófise de carpa /kg de peixe) e segunda dose de 5,0 mg/kg, 6 

horas após a primeira indução. Os machos foram induzidos a espermiação com 

dose única, juntamente com a segunda dose das fêmeas e na mesma dosagem 

da segunda dose das fêmeas (YASUI et al., 2015) 

Seis horas após a segunda indução hormonal, os peixes foram 

anestesiados com eugenol na concentração de 100 mg/L. (Biodinâmica, Brasil) 

para a extrusão dos gametas. Em seguida, a fecundação in vitro foi realizada 

pela ativação dos espermatozoides com a adição de água e rapidamente 

homogeneizados manualmente.  

 Dois minutos após a fertilização, os embriões foram submetidos ao 

choque de temperatura (40°C), com duração de 2 minutos, para evitar a expulsão 

do segundo corpúsculo polar, induzindo à triploidia (3N) (ADAMOV et al., 2017; 
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NASCIMENTO et al., 2017). Os embriões foram cultivados até o 22º dia após a 

eclosão e utilizados para o transplante de oogônia-tronco. 

6.1.2 Marcação das células germinativas dos doadores 

 As células recém purificadas e criopreservadas, como previamente 

descritos no capitulo I e II, respectivamente, foram quantificadas e analisadas 

quanto a viabilidade celular, como descrito no capítulo I. Para marcação das 

oogôniais-tronco, foi utilizado o reagente PKH26 (Sigma -Aldrich PKH26GL), 

sendo diluído 8 µL de PKH26 em 1 mL de solução de Hanks modificada, 

posteriormente, as células germinativas foram resuspendidas nesta solução e 

incubadas por 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado 2 mL de soro fetal 

bovino para interromper o processo de marcação. As células foram lavadas três 

vezes com solução de Hanks modificada e centrifugadas a 300 x g por 5 minutos 

(HERMLE Labnet, Z326K) a 28ºC. Após as lavagens, o sobrenadante foi retirado 

e o pellet celular foi resuspendido em 1 mL de solução de Hanks modificada. A 

concentração de oogônais-tronco e a viabilidade celular foram determinadas 

microscopicamente em câmara de Neubauer, sendo obtido a concentração de 

2,2 x 106 de células germinativas recém purificadas e 1,2 x 105 de células 

criopreservadas, após a marcação. 

6.1.3 Transplante de células germinativas 

 As células utilizadas para criopreservação foram provenientes da etapa 

de gradiente de percoll, uma vez que os experimentos do capitulo II, 

evidenciaram que estas células apresentavam maior viabilidade após o 

descongelamento, quando utilizado o propanodiol 2M, que aquelas vindas do 

plaqueamento diferencial. Já as células recém purificadas são provenientes da 

etapa do plaqueamento diferencial, como descrito no capítulo I. Cento e oito 

larvas de A. altiparanae triploides, com 22 dias após a eclosão, foram usadas 

como receptores de células germinativas de B. amazonicus. Após marcar e 

avaliar a concentração das oogônias-tronco, as larvas receptoras foram 

anestesiadas com 2-phenylethanol na concentração de 29 mM, para assegurar 

o bem-estar dos animais durante os procedimentos experimentais.  



77 

 

 

 As células germinativas recém purificadas e as criopreservadas foram 

transplantadas na região da cavidade intraperitoneal (Figura 15), utilizado uma 

micropipeta de borosilicato de 10 μm de diâmetro e com ângulo de corte de 30º 

na extremidade, conectada a um microinjector (Eppendorf 5175. Cell Tram Vario) 

anexado ao micromanipulador (M-152, Narishige). Em cada receptor, foram 

microinjetados cerca de 5,3 x 104 oogônias-tronco recém purificadas e 3,8 x 103 

de oogônias-tronco criopreservadas. 

 Após o transplante, as larvas foram avaliadas por microscopia de 

fluorescência e selecionadas as que apresentavam as células doadoras. As 

larvas foram mantidas em aquários a 28ºC com aeração constante. Após 10 dias, 

todos os receptores foram avaliados em esteriomicroscopio de fluorescência 

(Nikon SMZ18, Tóquio, Japão).  
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Figura 15 - Ilustração das principais etapas utilizadas no transplante de oogônias-tronco de 
Brycon amazonicus em larvas triploides de Astyanax altiparanae. 
 

 

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 

Legenda - 1) As gônadas foram coletadas e submetidas dissociação celular enzimática. 2) A 
suspensão celular obtida foi submetida à centrifuga em gradiente de densidade de percoll. As 
células oriunda das bandas de 20% e 30% de percoll, que continham maior número de oogônias 
foram utilizadas em conjunto para as etapas seguintes.  3) Purificação por plaqueamento 
diferencial. 4) Criopreservação utilizando o crioprotetor Propanodiol a 2 M. 5) As células 
germinativas recém purificadas e as criopreservadas foram marcadas com PKH26, e 
transplantadas na cavidade intraperitoneal das larvas triploides com 22 dias após eclosão.  

6.1.4 Confirmação da Triploidia 

 A triploidização dos receptores foi confirmada mediante citometria de 

fluxo, seguindo o protocolo de Xavier et al., (2017). Para tal, os animais com dois 

meses após transplante foram anestesiados em solução de eugenol na 

concentração de 100 mg L-1 (Biodinâmica, Brasil). Posteriormente uma pequena 

parte da nadadeira caudal de cada animal foi cortada e transferida 

individualmente para um tubo microtubo eppendorf de 1.5 mL contendo 120 μL 

de solução detergente (9,53 mM MgSO4.7 H2O; 47,67 mM KCl; 15 mM Tris; pH 

8,0, com adição de sacarose e com detergente Triton à 0,6%) por 10 minutos, 

na sequencia os núcleos foram corados, adicionando-se 800 μL de solução de 

4,6 Dimidine 2 Phenylidone Di-Hydrochloride - DAPI (0,01% DAPI em Dulbecco's 

Phosphate Buffer Saline). As amostras foram filtradas em telas de nylon de 30 

20%

30%
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μm e analisadas em citômetro de fluxo (CyFlow Ploidy Analyzer, Partec, GMBh, 

Alemanha). 

6.1.5 Avaliação de quimerismo por técnicas histoquímica 

 As larvas receptoras foram coletadas aos 10 dias (n=1), 20 dias (n=1), 30 

dias (n=1),40 dias (n=1) e 5 meses (n=1) após transplante para cada tratamento, 

de células germinativas recém purificadas e criopreservadas, e do grupo controle 

3N. A análise foi realizada por microscopia de fluorescência (Nikon SMZ18, 

Tóquio, Japão) das lâminas de larvas de A. altiparanea 3N transplantados com 

células germinativas de B. amazonicus, marcadas com PKH26. Os especimes 

transplantados foram fixados em paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich) com 

PBS, por cerca de 6 horas. As amostras foram desidratadas em solução com 

concentrações crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), embebidos em 

paraplast (Sigma-Aldrich) e cortados em micrótomo equipado com lâmina de aço 

(Leica Biosystems RM2235, Heidelberg, Germany), na espessura de 5 µm. Todo 

o material foi examinado por microscopia de fluorescência (Nikon-Eclipse Ni, 

Tóquio, Japão) e fotografado (NikonDSRi2, Nikon, Tóquio, Japão). Após a 

análise de fluorescência, as lâminas eram coradas com hematoxilina-eosina 

para verificar a posição das células transplantadas na gônada receptora. 

6.1.6 Avaliação de quimerismo utilizando primers de microssatélite 

A avaliação da presença de células dos doadores nos receptores foi 

realizada através de técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), sendo 

utilizado o par de primers da região de microssatélite de piracanjuba,  

Borg9/MF510256 (F-5’CAGTCTGCGGCACTTACTTC-3’ e R-5’- 

ACAGTGTCTATGTTGTGCAGT-3’), como descrito por Souza e colaboradores 

(SOUZA et al., 2018).  

As amostras de DNA genômico (gDNA) oriundas do doador (gônada) e 

dos receptores (nadadeira, gônada e sêmen) aos sete meses após transplante 

foram obtidas. O gDNA foi extraído utilizando o kit comercial Wizard Genomic 

DNA Purification Kit (PROMEGA #A1120, Madison, EUA), de acordo com as 

instruções do fabricante. Posteriormente, o gDNA extraído foi quantificado com 
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uso do espectrofotômetro QIAxpert (QIAGEN). Em seguida foi realizada a PCR, 

utilizando 200 ng de gDNA extraído de cada amostra, nas seguintes condições 

de ciclagem: inicialmente a reação foi incubada por 5 minutos a 94ºC e seguida 

de 35 ciclos de amplificação (94ºC durante 45 segundos, 60ºC durante 30 

segundos e 72ºC por 30 segundos) e extensão final a 72ºC por 10 minutos, 

utilizando o termociclador MULTIGENE (Labnet International, Inc.). Para as 

amostras provenientes dos receptores foi realizado o Nested PCR, utilizando 5 

µL dos produtos de amplificações, utilizando as mesmas condições de ciclagem 

mencionadas anteriormente. Os produtos amplificados foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com 3 µL de SYBER Safe 

(Invitrogen) e visualizado em transluminador de ultravioleta. Os tamanhos dos 

fragmentos amplificados foram verificados pela comparação com o marcador 

DNA 1kb Plus Ladder (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Carlsban, EUA). 

6.2 RESULTADOS 

6.2.1 Marcação e transplante das células germinativas dos doadores 

Para a realização do transplante, foram utilizadas oogônias-tronco recém 

purificadas e criopreservadas, provenientes do plaqueamento diferencial e do 

gradiente de percoll, respectivamente. Após verificar a eficácia da marcação das 

oogônias-tronco de B. amazonicus com PKH26 (Figura 16), as células foram 

transplantadas via cavidade intraperitoneal nas larvas receptoras de A. 

altiparanae triploides. A marcação é uma etapa importante para a etapa do 

rastreamento das células doadoras nas gônadas dos receptores por técnicas de 

histologia. 
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Figura 16 - Marcação das oogônias tronco com PKH26.  
 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 

Legenda – As pontas de setas indicam as oogônias-tronco sob luz branca (A) e fluorescência 
(B). 

 

Foram utilizadas 108 larvas para o transplante, sendo 62 larvas 

transplantadas com células recém purificadas e 46 larvas com células 

criopreservadas. Deste total de transplante, 98 larvas apresentavam células 

fluorescentes provenientes da linhagem germinativa do doador (Figura 17), 

sendo 58 larvas com células recém purificadas e 40 larvas com células 

criopreservadas. Em 10 larvas microinjetadas não foi possível observar a 

presença de células fluorescentes logo após a micromanipulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A
100 µm

B100 µm



82 

 

Figura 17- Receptores de Astyanax altiparanae transplantados com oogônias-tronco de Brycon 
amazonicus.   

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – As pontas das setas indicam as oogônias-tronco sob luz branca e fluorescência. 
(A,B) larva após transplante sob luz branca e fluorescência, respectivamente. (C) detalhe da 
região destacada em B. 

 

Dez dias após transplante, foi realizado uma nova avaliação nas larvas 

transplantadas para verificação da presença de oogônias-tronco nos receptores 

(Figura 18). Das 48 larvas selecionadas, transplantadas com células recém 

purificadas, apenas em 35 receptores foram identificadas a presença das células 

fluorescentes. Enquanto que das 40 larvas transplantadas com células 

criopreservadas, apenas 27 receptores apresentavam células fluorescentes. 

Todas estavam localizadas nas cristas gonadais. 
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Figura 18 - Receptores de Astyanax altiparanae transplantados com oogônias-tronco de Brycon 
amazonicus.  

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda –  As pontas das setas indicam as oogônias-tronco sob luz  fluorescênte. (A,B) Larva 
com 10 dias pós-transplante sob luz branca e fluorescência, respectivamente. (C) detalhe da 
região destacada em B. 

 6.2.2 Confirmação da triploidia 

Foi observado que apenas 6,45% (n=2 machos) dos receptores 

transplantados com células recém purificadas eram triploides. Por outro lado, os 

indivíduos transplantados com células criopreservadas apresentaram 82,61% de 

receptores triploides (n=10 fêmeas e n=9 machos). As fêmeas foram mantidas 

em aquários a 28ºC até atingirem a maturação sexual e posteriormente, serão 

analisadas. 

6.2.3 Avaliação de quimerismo por técnicas de histoquímica  

As larvas transplantadas utilizando células recém purificadas e 

criopreservadas transplantadas foram coletadas a cada 10 dias, por um período 

de 40 dias e 5 meses após transplante, utilizadas para montagem de lâminas 

histológicas. As lâminas foram observadas por fluorescência para confirmação 

da presença das células germinativas transplantadas. Nas análises foram 

verificadas a presença de tais células apenas nas larvas com 10 dias após o 

transplante, quando utilizadas as células criopreservadas (Figura 19). Nestas 

larvas, as células foram encontradas próximo a região celomatica. Os resultados 

apontam para um rápido declínio da presença das células nos receptores logo 

nos 10 primeiros dias após o transplante, uma vez que das 10 larvas avaliadas 

C
1000 µm

100 µm

A
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apenas uma apresentou a células marcadas. Vale ressaltar que em alguns cortes 

realizados, não foi obtido uma estrutura integra das larvas. 

Figura 19 - Larva receptora coletada aos 10 dias após o transplante de células criopreservadas. 

 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – As pontas das setas indicam as oogônias-tronco sob luz branca e fluorescência. (A, 
B) Células marcadas com PKH26 são observadas 10 dias após transplante em receptor (setas); 
C, D) aproximação das imagens A e B.  

 

Nas análises histológicas dos receptores machos triploides 

transplantados com células recém purificadas e criopreservadas com cinco 

meses após o transplante, foi detectado três estágios em desenvolvimento das 

células germinativas (espermatogônias-tronco, espermatócitos e espermátides). 

No entanto, não foram detectados espermatozoides no lúmen testicular para 

ambos tratamentos, incluindo o grupo controle 3N (Figura 20). 
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Figura 20 - Secções histológicas dos receptores triploides de Astyanax altiparanae.  

 Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – A) Controle sem transplante. B) Receptor transplantado com células-tronco oogôniais 
recém purificadas. C) Receptor transplantado com células-tronco oogôniais criopreservadas. 

Abreviações. SG: Espermatogônia-tronco, SPC: Espermatócitos, ST: Espermátides e L: 
Lúmen Testicular.  

6.2.4 Avaliação de quimerismo utilizando primers de microssatélite 

As análises de PCR utilizando amostras de gDNA do doador (gônada) e 

dos receptores transplantados com células criopreservadas e recém purificadas 

(nadadeira, gônada e sêmen), cerca de sete meses após o transplante, foram 

realizadas com o uso do primer Borg 9 de microssatélite de Brycon orbignyanus. 

Os resultados indicaram amplificação apenas na amostra do doador (Figuras 21 

e 22), indicando a ausência das células criopreservadas do doador nas gônadas 

dos receptores. As amostras de gônada, sêmen e nadadeira dos receptores 

transplantados com células recém purificadas também não apresentaram 

amplificação, apenas na amostra do doador (Figura 23), não sendo possível 

detectar amplificações das amostras dos receptores transplantados com células 

criopreservadas e recém purificadas.  Mediante aos resultados obtidos, foi 

realizado o Nested PCR com as amostras do PCR dos receptores, e mesmo 

assim não foi detectada a amplificação nas amostras dos receptores. 
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Figura 21 - Eletroforese dos produtos de amplificação das amostras de gDNA do doador e 
sêmen e nadadeira de receptores transplantados com células criopreservadas. 
 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – DO – doador (gônada); NR – Nadadeira do receptor; R1, R2, R3, R4, R5 e R6 – 
Sêmen dos receptores transplantados com células criopreservadas; L – Ladder. 
 

 

Figura 22 - Eletroforese dos produtos de amplificação das amostras de gDNA do doador e 
gônada e nadadeira de receptores transplantados com células criopreservadas. 
 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – DO – doador (gônada); N1 – Nadadeira do receptor 1; R1 – Gônada do receptor 1; 
N2 – Nadadeira do receptor 2; R2 – Gônada do receptor 2; L – Ladder. 

 

Figura 23 - Eletroforese dos produtos de amplificação das amostras de gDNA do doador e 
gônada, sêmen e nadadeira de receptores transplantados com células purificadas. 

  

      
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – DO – doador (gônada); N1 – Nadadeira do receptor 1; S1 – Sêmen do receptor 1; N2 
– Nadadeira do receptor 2; G2 – Gônada do receptor 2; L – Ladder.  

6.3 DISCUSSÃO  

Oogônias-tronco recém purificadas e criopreservadas de Brycon 

amazonicus foram transplantadas em larvas de Astyanax altiparanae 3N com 22 

dias após a eclosão. Dez dias após o transplante, foi possível identificar a 

presença das células doadoras fluorescentes em apenas 62 receptores, sendo 

35 indivíduos com células recém purificadas e 27 com células criopreservadas. 

No entanto, apenas em um indivíduo, as células germinativas criopreservadas 

derivadas de doadores foram visualizadas por histoquímica dez dias após 

DO R1 R2 R3 R4 R5 R6NRL

DO N1 R1 N2 R2L

DO N1 S1 N2 G2L
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transplante. Durante o acompanhamento nos dias seguintes, não foi observada 

a presença das células doadoras nas cristas gonadais dos hospedeiros.  

Embora a colonização das células germinativas de Brycon amazonicus 

marcados com PKH26 não tenha sido observada nas cristas gonadais dos 

receptores, Pšenička et al., (2016), relataram que após noventa dias do 

transplante de oogônias-tronco frescas e criopreservadas de esterjão siberiano 

(Acipenser baerii) em larvas após a eclosão de esturjao (Acipenser ruthenus), 

mais de 50% dos receptores apresentaram proliferação e colonização das 

células doadoras, para ambos tratamentos. Espermatogônias-tronco de Tilapia 

do Nilo (Oreochromis niloticus), purificadas através do plaqueamento diferencial 

com 10% de FBS, foram transplantadas e após nove semanas, as células 

doadoras foram identificadas em diferentes fases de desenvolvimento, em 

múltiplos túbulos seminíferos, em 89% dos receptores adultos (LACERDA, et al. 

2010).  Oogônias-tronco de trutas arco-íris (Oncorhynchus mykiss) foram 

observadas vinte dias após o transplante em larvas, no qual, 55 de 133 dos 

receptores tinham células germinativas derivadas de doadores em suas gônadas 

sexualmente indiferenciadas (YOSHIZAKI et al., 2010). Utilizando uma espécie 

da mesma família do presente estudo, Siqueira-Silva e colaboradores (2019) 

transplantaram espermatogônias-tronco de Brycon orbignianus em testículos de 

Astyanax altiparanae, e vinte e um dias após o transplante, esperma marcado 

positivamente com PKH26 foi observado junto com o esperma endógeno.  Em 

salmonídeos (TAKEUCHI et al., 2003), larvas após a eclosão tem sido 

considerada como a melhor fase do desenvolvimento para realizar o transplante, 

pois a taxa de sobrevivência dos receptores é consideravelmente maior após o 

transplante (94%). 

Realizamos o transplante intraperitoneal usando larvas triploides de A. 

altiparanae com 22 dias após a eclosão. Durante a realização dos experimentos, 

alguns fatores podem ter influenciado a eficácia do transplante das células 

germinativas de B. amazonicus, como a baixa eficiência na produção dos 

receptores triploides, sendo obtido apenas 6,45% de indivíduos triploides 

transplantados com células recém purificadas. Além disso, por questões 

técnicas, o transplante em larvas com 22 dias após a eclosão foi realizado em 

período mais tardio que aqueles utilizados nos trabalhos supracitados, pois 

devido ao tamanho das larvas após a eclosão, estávamos obtendo altas taxas 
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de mortalidade por lesões causadas ao realizar o transplante. Assim, o período 

de desenvolvimento larval, bem como as células endógenas dos receptores, 

podem ser importantes fatores para a eficiência do transplante. 

As análises histológicas dos receptores machos triploides e controle 

diploide evidenciaram a presença de espermatogônias-tronco e espermatócitos 

nas gônadas de indivíduos com cinco meses após o transplante. A semelhança 

da morfologia gonadal entre machos 2N e 3N também foi descrita por outros 

autores (NASCIMENTO et al., 2017; LINHART et al., 2006). Em fêmeas 

triploides, o pareamento dos cromossomos é afetado na fase inicial da meiose, 

enquanto que nos machos, este evento ocorre no final. Este fato explica o 

desenvolvimento gonadal similar entre machos 2N e 3N, e que em alguns casos, 

os triploides são capazes de produzir espermatozoides aneuploides (LINHART 

et al., 2006; PERUZZI et al., 2009). No entanto, foi relatado por Nascimento et 

al., (2017), que fêmeas triploides de lambari A. altiparanae são estéreis. Fêmeas 

triploides transplantadas ainda serão avaliadas quando atingirem a maturação 

sexual, através da indução hormonal para a desova, seguida da fecundação 

artificial utilizando o sêmen da B. amazonicus e análise da prole, se obtida. 

Vários estudos mostram que primers desenhados para uma espécie 

podem ser usadas para outras espécies do mesmo gênero (CASTRO et al., 

2017; LOPERA-BARRERO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2006), sendo estes 

conhecidos como primers heterólogos. Dessa forma, utilizamos o primer Borg9, 

que foi desenhado para Brycon orbignianus, para avaliar a presença de células 

germinativas de Brycon amazonicus nas gônadas receptoras. Os resultados 

indicaram à amplificação com tamanho esperado nos doadores e não 

amplificavam dos receptores, sendo possível a utilização dos mesmos para a 

análise de quimerismo. Na análise de PCR das amostras de sêmen e gônada 

dos receptores transplantados, com células recém purificadas e criopreservadas, 

não foi observado o produto de amplificação do material genético proveniente 

dos doadores e, portanto, a não obtenção de quimera germinativa.  

A competição das células endógenas e exógenas nos receptores machos 

triploides, podem ter prejudicado a eficácia de proliferação e colonizadas das 

células doadoras, já que, os receptores adequados são aqueles que não 

apresentam espermatogêneses ou oogênese endógenas, e seu epitélio seja 



89 

 

 

formado unicamente por células somáticas (BRINSTER et al., 2003; 

SHINOHARA et al., 2002). Outro parâmetro que pode afetar a eficiência de 

colonização e proliferação das células doadoras, pode ser a qualidade e 

viabilidade das células-tronco após os processos de isolamento e purificação. 

Apesar de ter sido obtido alta viabilidade das células germinativas oriundas das 

etapas de purificação, na análise de expressão gênica foi verificada uma queda 

na expressão de genes importantes, como nanog e oct4, em relação a gônada. 

Em contraste a estes resultados, Ryu & Gong, (2020) observaram que os genes 

nanos2 e vasa apresentaram altos níveis de expressão gênica nas oogônias-

tronco submetidas ao plaqueamento diferencial. Este fato sugere que as 

condições de purificação, tal como meio, ação enzimática e período de 

purificação podem ter afetado a qualidade da célula. Portanto, a eficiência na 

geração de quimeras germinativas depende de vários fatores e que ainda 

necessitam serem estudos nas espécies utilizadas. 

6.4 CONSIDERAÇÕES  

Este é o primeiro relato sobre o transplante de células germinativas 

utilizando larvas como receptores em espécies neotropicais. A presença das 

oogônias-tronco transplantadas foi verificada no 10° dia após transplante, no 

entanto, nos dias seguintes não foi observado a presença destas células nas 

cristas gonadais dos hospedeiros.  Para o nosso estudo, a otimização dos 

parâmetros envolvidos na eficácia do transplante são importantes para futura 

aplicação desta tecnologia na conservação de genótipos ameaçados. 
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CAPÍTULO IV 

Transplante de célula germinativa primordial de Brycon amazonicus para 
receptores triploides (3N) e híbridos triploides (H3N) 

 Neste capítulo são abordados os estudos de marcação de células 

germinativas primordiais (PGCs) de B. amazonicus, bem como o transplante 

destas células para embriões de Astyanax altiparanae triploides e híbrido 

triploides, sendo o último oriundo da fecundação in vitro de oócitos de Astyanax 

altiparanae e sêmen de Astyanax fasciatus. 

7 MATERIAIS E METODOS  

7.1.1 Produção de doadores Brycon amazonicus e receptores 3N e H3N 

Os reprodutores de Brycon amazonicus, Astyanax altiparanae e Astyanax 

fasciatus foram selecionados por meio de características reprodutivas 

secundárias de maturação, como barriga arredondada e papila urogenital 

avermelhada para as fêmeas, e machos apresentando espículas na nadadeira 

anal ou liberando sêmen após leve pressão manual na cavidade celomática, no 

sentido crânio-caudal. Após a seleção, os procedimentos gerais de reprodução 

induzida por extrato de hipófise e fertilização dos gametas foram realizados como 

descrito no capítulo III. 

A produção dos receptores 3N e H3N foi obtida por método de 

manipulação cromossômica utilizando choque térmico (NASCIMENTO et al., 

2017; PIVA et al., 2018). Os triploides foram gerados utilizando oócitos e sêmen 

de Astyanax altiparanae, enquanto que nos híbridos triploides foram utilizados 

oócitos de Astyanax altiparanae e sêmen de Astyanax fasciatus na etapa de 

fertilização. Dois minutos após fertilização, os embriões foram submetidos a um 

choque de temperatura, sendo transferidos rapidamente de 28ºC a 40°C, 

permanecendo nesta temperatura por um período de 2 minutos e retornando 

rapidamente a temperatura de 28ºC. Este procedimento tem como objetivo inibir 

os mecanismos que levariam à expulsão do segundo corpúsculo polar. 
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7.1.2 Marcação e preparação de células germinativas primordiais de 

Brycon amazonicus para transplante  

Inicialmente, o mRNA GFP-nos1 3'UTR foi produzido usando como molde 

para síntese o vetor pCS2-GFP-nos1 3'UTR, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. 

Takafumi Fujimoto (Hokkaido University, Japão), que contém a região 3'UTR do 

cDNA de Danio rerio em fusão com a região codificante da proteína fluorescente 

verde (GFP) (Koprunner et al., 2001). Para a síntese, 1 µg do vetor foi clivado 

com a enzima de restrição Not I (IVGN0014, Anza™ ️, Invitrogen) e o mRNA foi 

sintetizado in vitro usando um kit comercial mMESSAGE MACHINE Kit®️ (AM 

1340, Ambion®️, Life Technologies ™ ️). O transcrito de mRNA foi precipitado 

por LiCl e suspenso em KCl a 200 mM, na concentração final de 100 ng/μL. A 

concentração e a qualidade do mRNA foram medidas no espectrofotômetro 

QIAxpert (Qiagen, Hilden, Alemanha). 

A marcação das PGCs de B. amazonicus com a proteína repórter GFP foi 

realizada pela microinjeção de mRNA sintetizado in vitro. Inicialmente, os ovos 

recém fertilizados foram decorionados utilizando pronase a 0,05% em solução 

de Characin (12 mM NaCl, 1 mM KCl, 1.5 mM CaCl2 and 1.5 mM MgCl2). Os 

embriões decorionados no estágio de uma célula foram então utilizados para a 

microinjeção de mRNA. Para isso, foi utilizado uma micropipeta de silicato de 

boro de 10 μm de diâmetro (Drummond, EUA) conectada a um microinjetor 

(CellTram vario, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) acoplado ao 

micromanipulador (M-152, Narishige, Tóquio, Japão) sob estereomicroscópio 

(SMZ18, Nikon®, Tóquio, Japão). A microinjeção foi realizada no blastodisco no 

estágio de uma célula, sendo microinjetado cerca de 10 nL do mRNA sintetizado. 

Os embriões injetados foram acompanhados até atingirem a fase de 

blástula, momento no qual passaram pelo processo de dissociação. Para 

dissociação, a blastoderme foi removida com auxílio de agulha de insulina, 

obtendo assim um formato esférico (blastosfera). As blastosferas foram lavadas 

com solução de Holtfreter (59,20 mM de NaCl, 0,67 mM de KCl, 0,90 mM de 

CaCl2 e 2,40 mM NaHCO3) para remoção total do vitelo. Após a retirada do 

sobrenadante, foi adicionado 400 μL de solução de citrato de sódio a 0,25%, 

permitindo desta forma a dissociação dos blastômeros. Em seguida, os 

blastômeros dissociados foram cultivados em duas soluções diferentes: solução 
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salina: solução Holtfreter e meio suplementado:  50% Holtfreter e 50% de meio 

de cultivo celular. O meio de cultivo celular era composto por Meio Essencial 

Mínimo Modificado por Dulbecco (DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medim 

– high glucose, Sigma), 10% de Soro Fetal Bovino (FBS – Fetal Bovine Serum, 

GIBCO), 1X  solução de aminoácidos não essenciais (MEM Non – Essential 

Amino Acid Solution- 100X, SIGMA), 1X solução de vitamínas (MEM Vitamins 

Solution – 100X, SIGMA), 1X de glutaMAX (SIGMA), 1X solução antibiótica e 

antimicótica (Antibiotic Antymicotic Solution 100X, SIGMA ) e 1 mM de solução 

de piruvato de sódio (Sodium Pyruvate Solution – 100 mM, SIGMA). Os meios 

foram mantidos em estufa de CO2 a 30ºC e 100% de umidade. O 

desenvolvimento do grupo controle, sem a dissociação dos blastomeros, foi 

acompanhado até atingir a fase de segmentação, momento em que as PGCs 

GFP positivas na placa de cultivo foram evidenciadas. Neste momento, as PGCs 

foram utilizadas no transplante.  

7.1.3 Transplante de células germinativas primordiais  

O transplante de PGCs foi realizado utilizando de uma a três células GFP 

obtidas no estágio de segmentação do B. amazonicus, por embrião receptor, 

sendo estas células aspiradas por micropipeta de boro-silicato com 20 μm de 

diâmetro (Drummond, EUA), conectada a um microinjetor (CellTram vario, 

Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e acoplado ao micromanipulador (M-152, 

Narishige, Tóquio, Japão) sob estereomicroscópio de fluorescência (SMZ18, 

Nikon®, Tóquio, Japão). O transplante das PGCs foram realizados na região 

marginal lateral da blastoderme dos embriões receptores 3N e H3N, seguindo 

protocolos previamente estabelecidos ( YASUI et al., 2011; SAITO et al., 2008) 

(Figura 24). Foram realizadas três repetições para cada tratamento, totalizando 

119 transplantes de PGCs, sendo 61 transplantes utilizando receptores 3N e 58 

transplantes em receptores H3N. 
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Figura 24 - Ilustração do transplante de células germinativas primordiais.  

 

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021. 
Legenda – 1) Os gametas de Brycon amazonicus foram coletados e fertilizados. 2) Os embriões 
decorionados no estágio de uma célula foram microinjetados com mRNA GFP-nos1 3'UTR. 3) 
Para dissociação, a blastoderme foi removida com auxílio de agulha de insulina, obtendo assim 
um formato esférico. As blastosferas foram dissociadas com 400 μL de solução de citrato de 
sódio a 0,25%. 4) Os blastômeros dissociados foram cultivados e o desenvolvimento do grupo 
controle, sem a dissociação dos blastomeros, foi realizado até atingir a fase de segmentação, 
momento em que as PGCs GFP positivas na placa de cultivo foram evidenciadas. 5) As PGCs 
no estágio de segmentação do B. amazonicus, foram transplantadas na região marginal lateral 
da blastoderme dos embriões receptores 3N e H3N. 

 

Os embriões transplantados e grupos controles (intactos e decorionados) 

foram mantidos em placa de Petri (130 x 30 mm) com 300 mL de solução de 

Holtfreter contendo 0,01% penicilina e 0,01% estreptomicina, a 26°C em 

incubadora demanda bioquimica de oxigênio (B.O.D). O desenvolvimento 

embrionário, larval e migração das PGCs transplantadas foram monitoradas até 

um dia pós eclosão, sob esteriomicroscopio de fluorescência (Nikon SMZ18, 

Tóquio, Japão). Imagens digitais foram capturadas usando o Nis-Ar Elements 

(Nikon, Tóquio, Japão).  

O quimerismo germinativo foi acompanhando por fluorescência, 

observando a migração e proliferação celular das PGCs GFP positivas 

transplantadas.  

7.1.3 Analise Estatística 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. Todos 

os dados foram transformados usando a transformação do arco-sin, a fim de se 

encaixar normalidade e submetidos a ANOVA, seguido por um teste de Tukey´s 

3N H3N

1

2 3

4

5
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(α = 0,05). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

STATISTICA 7.0. 

7.2 RESULTADOS 

Na análise do cultivo de blastômeros até a fase de segmentação utilizando 

mistura de 1:1 da solução de Holterfreter e meio de cultivo foi verificado que a 

expressão de GFP nas PGCs de Brycon amazonicus é dependente do meio 

utilizado.  O uso de meio suplementado foi eficaz para observar as PGCs 

expressando a GFP, enquanto que os blastômeros dissociados e cultivados 

somente na solução salina não apresentaram PGCs expressando a GFP.  

Os transplantes foram realizados utilizando as PGCs GFP positivas 

isoladas na solução de Holterfreter suplementado com meio de cultivo, utilizando 

o Brycon amazonicus como espécie doadoras e embriões 3N de Astyanax 

altiparanae e H3N de Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus. 

Os embriões transplantados, do total de 119 (61 transplantes com 

receptores 3N e 58 com H3N) apresentaram baixa eclosão, independente do 

receptor utilizado, sendo de 29,8 ± 15,8 (3N) e 32,1 ± 11,8 (H3N), além de baixas 

taxas de larvas normais (Tabelas 4 e 5). Os resultados estatísticos indicaram 

que não houve diferenças significativas entre os receptores utilizados, apesar de 

ser observado que os receptores 3N apresentaram maior taxa de eclosão e 

normalidade das larvas.  Nestes experimentos, também foi verificado que os 

grupos controles dos doadores apresentaram baixas taxas de sobrevivência, 

principalmente na fase de eclosão, sendo na grande maioria larvas anormais, 

com 91,7 ± 1,6 e 90,0 ± 58, para ambos transplantes.  
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Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - Dados em coluna contendo letras diferentes denotam diferenças significativas (P < 0.05). 
 

Tabela 5 - Desenvolvimento embrionário do B. amazonicus (doador), receptor H3N de A. altiparanae x A. fasciatus e embriões transplantados com células 
germinativas primordiais (PGCs).  

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - Dados em coluna contendo letras diferentes denotam diferenças significativas (P < 0.05). 

Total 

Doador 152 3,5  ± 0,0 b 96,5  ± 0,6 a 95,2  ± 1,4 a 84,3  ± 0,7 a 43,9  ± 5,3 a 15,8  ± 8,3 a 10,0  ± 5,8 a 90,0  ± 5,8 a

Receptor H3N 178 - 100  ± 0,0 a 100  ± 0,0 a 92,7  ± 1,2 ab 92,7  ± 1,2 a 21,1  ± 5,5 a 22,2  ± 18,1 a 79,6  ± 16,6 a

Transplantados 58 - 100 - 0,0 b 100  ± 0,0 b 100  ± 0,0 b 79,5  ± 8,9 a 32,1  ± 11,8 a 4,8  ± 3,9 a 95,2  ± 3,9 a

Eclosão (%) Normal (%) Anormal (%)

Larvas

Não Fertilizados (%) Clivagem (%) Blástula (%) Gastrula (%) Segmentação (%) 

Total 

Doador 152 3,5  ± 0,0 b 96,5  ± 0,6 a 95,2  ± 1,4 a 84,3  ± 0,7 a 43,9  ± 5,3 a 15,8  ± 8,3 a 10,0  ± 5,8 a 90,0  ± 5,8 a

Receptor H3N 178 - 100  ± 0,0 a 100  ± 0,0 a 92,7  ± 1,2 ab 92,7  ± 1,2 a 21,1  ± 5,5 a 22,2  ± 18,1 a 79,6  ± 16,6 a

Transplantados 58 - 100 - 0,0 b 100  ± 0,0 b 100  ± 0,0 b 79,5  ± 8,9 a 32,1  ± 11,8 a 4,8  ± 3,9 a 95,2  ± 3,9 a

Eclosão (%) Normal (%) Anormal (%)

Larvas

Não Fertilizados (%) Clivagem (%) Blástula (%) Gastrula (%) Segmentação (%) 

Tabela 4 - Desenvolvimento embrionário do B. amazonicus (doador), receptor 3N de A. altiparanae e embriões transplantados com células germinativas 
primordiais (PGCs). 
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Os rastreamentos das PGCs em todos os embriões transplantados estão 

mostrados nas Figuras de 25 a 28. As PGCs provenientes dos doadores de B. 

amazonicus migraram para regiões ectópicas como cabeça, vitelo e músculo e não 

apresentaram proliferação (Figuras 26 e 28). 

Figura 25 - Embriões transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e 
isoladas de Brycon amazonicus em receptores 3N.  

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - A e B - Embriões em fase de blástula, logo após o transplante (PGCs, ponta da seta). C 
e D Embriões em fase de gástrula com 50% de epibolia (PGCs, ponta da seta). As imagens B e D, 
são capturadas sob fluorescência de A e C.  

BA

DC

500 µm
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Figura 26 - Embriões transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e 
isoladas de Brycon amazonicus em receptores 3N. 

 
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - A e B - Embriões com 6 somitos (PGC indicada pela ponta da seta). C e D larvas pós-
eclosão (PGC indicada pela ponta da seta). C e D larvas pós-eclosão (PGC indicada pela ponta da 
seta). As imagens B e D, são capturadas sob fluorescência de A e C.  
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Figura 27 - Embriões transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e 
isoladas de Brycon amazonicus em receptores H3N.  

 

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - A e B - Embriões em fase de blástula, logo após o transplante (PGCs, ponta da seta). C 
e D Embriões em fase de gástrula com 50% de epibolia (PGCs indicadas pelas ponta da seta). As 
imagens B e D, são capturadas sob fluorescência de A e C.  
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Figura 28 - Embriões transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e 
isoladas de Brycon amazonicus em receptores H3N. 

 

 

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021 
Legenda - A e B - Embriões com 14 somitos (PGCs indicadas pela ponta da seta). C e D larvas pós-

eclosão (PGCs indicadas pela ponta da seta). C e D larvas pós-eclosão (PGCs indicadas pela 
ponta da seta). As imagens B e D, são capturadas sob fluorescência de A e C.  

7.3 DISCUSSÃO 

Nesse estudo, foi realizado o transplante de células germinativas primordiais 

de Brycon amazonicus para a região marginal lateral da blastoderme dos embriões 

receptores de Astyanax altiparanae triploides e híbridos de Astyanax altiparanae e 

Astyanax fasciatus triploides. A rastreabilidade das PGCs transplantadas, 

provenientes dos doadores de B. amazonicus, demonstrou migrações ectópicas nos 
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500 µm
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embriões receptores, ou seja, não migraram para a crista gonadal, como esperado 

para a geração de quimeras germinativas. Ao avaliar o desenvolvimento 

embrionário dos grupos controles, foi verificado que os doadores e receptores 

apresentaram baixas taxas de sobrevivência, o que pode ter influenciado na eficácia 

da metodologia empregada. O desenvolvimento embrionário anormal dos 

receptores, também pode ter sido limitante para a migração das PGCs em direção 

a crista gonadal. Além disso, o procedimento de dissociação dos blastômeros 

doadores, bem como o tempo de transplante, pode ter contribuindo para a migração 

ectópica das PGCs transplantadas, já que, os blastômeros dissociados foram 

cultivados por um período de aproximadamente seis horas até o transplante.  

A produção de quimera germinativa envolve metodologias laboriosas e ainda 

de baixa eficiência, sendo obtidas quimeras em poucas espécies de peixes, 

principalmente quando utilizado o transplante de PGCs. Os procedimentos 

reportados na literatura para a produção de quimeras germinativas em espécies que 

não são nativas do Brasil, foram aplicadas neste trabalho, porém os dados 

indicaram que adaptações devem ser realizadas para o sucesso na geração de 

quimeras germinativas. Os primeiros experimentos envolvendo a micromanipulação 

de embriões, utilizando espécies neotropicais, foram reportados ainda 

recentemente (COELHO et al, 2019), os quais incluíram as técnicas de remoção de 

córion, cultura de embriões e rastreabilidade de PGCs in vivo. Devido à alta taxa 

metabólica dos embriões nas espécies nativas, os quais eclodem em período 

inferior a 24 horas, alta demanda de oxigênio para o desenvolvimento embrionário 

é requerida, o que dificulta a manutenção em placa destes embriões, utilizando os 

sistemas de micromanipulações reportados. Pensando nisso, vários testes foram 

desenvolvidos para manter a integridade dos embriões durante os procedimentos 

de produção de quimeras germinativas em espécies neotropicais.  

No decorrer dos experimentos, observamos que a utilização de soluções 

salinas, como Holterfreter e Characin, são eficazes para o desenvolvimento dos 

embriões receptores e doadores das espécies nativas. Em outras espécies, como 

o zebra-fish (Danio rerio), é comumente utilizado a solução de Ringer durante todo 

o desenvolvimento embrionário dos doadores, incluindo o cultivo das PGCs após a 

dissociação celular e transplante (SAITO et al., 2010 e 2011). Nas espécies nativas, 

observamos que a utilização da solução salina de Holterfreter no sistema de cultivo 
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das PGCs, após a dissociação celular dos embriões na fase de blástula, não estava 

sendo efetiva para detectar as PGCs GFP positivas. A alteração do meio de cultivo 

das células provenientes das blástulas dissociadas, utilizando a mistura de 1:1 da 

solução de Holterfreter e meio de cultivo, foi efetiva para obtenção de PGCs GFP 

positivas, oriundas de Brycon amazonicus. Corroborando com estes resultados, a 

utilização de Holterfreter suplementado no cultivo das PGCs nas espécies de 

Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus, foram satisfatórios para a detecção de 

PGCs expressando GFP, bem como a migração e proliferação das células de 

Astyanax altiparanae após o transplante (dados não publicados).  

O rápido desenvolvimento das espécies neotropicais é um fator limitante para 

a aplicação das metodologias de obtenção de quimera germinativa pelo transplante 

de PGCs. A microinjeção de RNA sintético para marcação de PGC está limitada a 

um período de cerca de 20 minutos. Após isto, ocorre a primeira clivagem, o que 

dificulta a continuidade do procedimento. O período de transplante de PGCs é outro 

fator ainda mais limitante. A identificação das PGCs GFP positivas são mais 

evidentes a partir da fase de segmentação, uma vez que as outras células vão 

perdendo a marcação da fluorescência. Tem sido reportado que o transplante de 

PGCs em receptores na fase de blástula, com aproximadamente 1000 células, 

devem ser realizado quando as células doadoras estiverem na fase de 5 a 15 

somitos (verificado pelo controle não dissociado), para que ainda ocorra a migração 

correta das PGCs (SAITO et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010). Sendo assim, nas 

espécies neotropicais, o transplante deve ser realizado a um período limitado, em 

aproximadamente 1:30 hora, no entanto, em até 50 minutos foi observado melhores 

resultados de migração das células doadoras (dados não publicados). Além disso, 

o procedimento de transplante é muito laborioso, sendo realizado poucos 

transplantes durante este período. Tudo isso ainda depende da perfeita 

sincronização de desova dos doadores e receptores, sendo necessária a 

programação de várias desovas de receptores para que estejam na fase correta do 

desenvolvimento embrionário para a realização do transplante. Além do mais, outro 

fator que dificulta a realização da técnica é a geração de receptores estéreis, cujos 

procedimentos tendem a diminuir a viabilidade dos embriões em relação àqueles 

obtidos somente pela fecundação in vitro normal.  
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Em outros estudos (KAWAKAMI et al., 2010), foram evidenciados que o 

transplante de PGCs de zebra-fish (Danio rerio), dissociadas nas fases de blástula, 

segmentação e embrióides, são capazes de produzir quimeras germinativas 

reprodutivamente funcionais.  No entanto, outros autores (YASUI et al, 2011), ao 

utilizar o método de dissociação em blastômeros obtiveram taxa de 1,1% de 

quimeras germinativas, enquanto em outros estudos obtiveram taxa de 30% e 

42,7% de embriões quiméricos produzidos pelo método de dissociação dos 

embriões, sendo o transplante no estágio de 10-15 somitos (SAITO et al, 2010, 

2011). Embora a dissociação dos embriões na fase de segmentação tenha sido 

eficaz em outros estudos, para as espécies neotropicais, a dissociação das células 

na fase de segmentação para serem transplantadas em blastômeros, se torna algo 

inviável, devido ao rápido desenvolvimento das espécies. Um fator que auxiliaria na 

produção de quimeras germinativas em espécies nativas, seria a identificação e 

transplante das PGCs GFP positivas antes da fase de segmentação. Assim, alguns 

estudos tem sido desenvolvidos com o bucky ball, um gene regulador crucial 

do desenvolvimento da linhagem germinativa em peixes, que é expresso durante a 

embriogênese, sendo detectado durante o estágio de blástula (SONG et al., 2021; 

RIEMER et al., 2015), podendo ser  um marcador mais eficaz de PGCs visando o 

transplante em espécies neotropicais.  

7.4 CONSIDERAÇÕES  

Embora a migração e colonização das PGCs doadoras, marcadas pela GFP, 

não tenham sido eficazes nos receptores utilizados, as células transplantadas foram 

visualizadas durante todo o desenvolvimento embrionário, inclusive na eclosão. A 

utilização de meio de cultivo suplementado durante o período de cultivo dos 

blastômeros dissociados proporcionou a identificação das PGCs e posterior 

transplante, sendo um avanço importante na técnica de geração de quimera 

germinativa, utilizando o B. amazonicus. No entanto, a eficiente produção de 

quimeras germinativas utilizando o B. amazonicus ainda necessita de mais estudos, 

bem como em outras espécies neotropicais, tais como o meio de cultivo utilizado, 

escolha dos receptores ideais e otimização da fase de dissociação e transplante, 

para assim, melhorar a eficácia do transplante de células germinativas.  

  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/germline
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Por meio do isolamento de oogônias-tronco utilizando a dissociação 

enzimática e as etapas de purificação, foi possível obter alta pureza das células-

tronco de Brycon amazonicus, além disso essas células possuem forte atividade da 

fosfatase alcalina, sendo visualizado pela intensidade de fluorescência. No entanto, 

as análises de expressão gênica e expressão relativa evidenciaram uma baixa 

expressão dos genes de interesse para essas células, principalmente quando 

analisamos as expressões de nanog e oct4.  Dessa forma, os procedimentos 

utilizados no isolamento e purificação de oôgonias-tronco de B. amazonicus devem 

ser aprimorados, para a obtenção de células de alta qualidade, viabilidade e 

expressando genes importantes dessas células.  

A criopreservação de oogônias-tronco de B. amazonicus oriundas do 

gradiente de percoll foi estabelecida com sucesso, sendo o propanodiol 2 M o 

melhor crioprotector para sua estocagem a longo prazo em nitrogênio líquido. Este 

foi um passo importante para a constituição de bancos genéticos de células-tronco 

de B. amazonicus visando o transplante via intraperitoneal em larvas triploides de 

Astyanax altiparanae. Esta estratégia é importante para a conservação e 

restauração de espécies amaçadas de extinção ou de importância na aquicultura, 

utilizando receptores com reprodução mais rápidas e com sucessivos eventos 

reprodutivos. 

Este é o primeiro relato sobre o transplante de células germinativas utilizando 

larvas e embriões como receptores em espécies neotropicais. Embora a migração 

e colonização das células doadoras não tenha sido eficaz nos receptores utilizados, 

as PGCs transplantadas foram visualizadas durante todo o desenvolvimento 

embrionário, inclusive na eclosão, já as oogônias-tronco transplantadas foram 

verificadas até o 10° dia após o transplante. No entanto, a eficiência na geração de 

quimeras germinativas depende de vários fatores e que ainda necessitam serem 

estudos nas espécies utilizadas, tal como meio, otimização no isolamento das 

células germinativas, período de purificação, marcadores mais eficazes de PGCs, 

escolha dos receptores ideais, para assim, melhorar a eficácia do transplante de 

células germinativas.  
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Para o nosso estudo, a otimização dos parâmetros envolvidos na eficácia do 

transplante são importantes para futura aplicação desta tecnologia na conservação 

de genótipos ameaçados.  


