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RESUMO

CARVALHO, G. B. Produgdo de Quimeras Germinativas em Caraciformes
Neotropicais para Aplicacdo na Aquicultura e Conservagdo. 2021. 109 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

O transplante de células germinativas € uma abordagem promissora para a
conservacao e reconstituicdo de espécies de peixes ameacadas de extin¢ao. Para
realizar essa biotecnologia, sdo necessarios procedimentos espécie-especificos
aplicados as espécies nativas. Este estudo teve como objetivo estabelecer técnicas
de isolamento, caracterizacdo e criopreservacdo de oogodnias-tronco de Matrinxa
(Brycon amazonicus), seguido de transplante em larvas triploides e transplante de
células germinativas primordiais de Brycon amazonicus em embrides triploides (3N)
de (Astyanax altiparanea) e hibridos triploides (H3N) de (Astyanax altiparanea x
Astyanax fasciatus). Para tal, as gbnadas de B. amazonicus foram digeridas
enzimaticamente e as células germinativas tronco foram separadas por gradiente
descontinuo de densidade e purificadas. A caracterizagcdo das oogonias-tronco
foram feitas por analises morfolégicas e expressao génica, e posteriormente foram
criopreservadas. As oogoOnias-tronco recém purificadas e criopreservadas de
Brycon amazonicus foram marcadas com PKH26 e transplantadas na regidao da
cavidade intraperitoneal em larvas triploides com 22 dias apés a eclosdo. Os
resultados demonstraram que as analises de expressao génica e expressao relativa
evidenciaram uma baixa expressdo dos genes de interesse para essas células,
principalmente quando analisamos as expressfes de nanog e oct4. A utilizagdo do
crioprotetor propanodiol a 2 M em células provenientes do gradiente de percoll, foi
0 mais eficaz na criopreservacdo quanto a viabilidade celular, sendo obtido cerca
de 90% de viabilidade ap6s descongelamento. Dez dias apds o transplante de
oogodnias-tronco, foi possivel identificar a presenca das células doadoras em ambos
tratamentos (oogobnias-tronco recém purificadas e criopreservadas), no entanto, nos
dias seguintes ndo foi observado a presenca destas células nas cristas genitais dos
hospedeiros. O transplante de células germinativas primordiais (PGCSs) foi realizado
utilizando as células GFP (proteina verde fluorescente) positivas no estagio de

segmentacdo de B. amazonicus, nos embrides receptores 3N e H3N na regido



marginal lateral da blastoderme. ApoOs o transplante, as células doadoras foram
visualizadas durante todo o desenvolvimento embrionario, inclusive na ecloséo, no
entanto, ndo apresentaram migragcdo e colonizagcdo. Este € o primeiro relato sobre
o transplante de células germinativas utilizando larvas e embrides como receptores
em espécies neotropicais. No entanto, para o0 nosso estudo, outros parametros
devem ser otimizados para geragcédo de quimeras germinativas e assim, poderao ser
futuramente empregados em outras espécies nativas que estdo em perigo de

extincdo ou de importancia na aquicultura.

Palavras-chave — Purificacdo, criopreservacdo, transplante de células
germinativas, peixes nativos e propagacao mediada



ABSTRACT

CARVALHO, G.B. Production of Germinative Chimeras in Neotropical
Caraciforms for Application in Aquaculture and Conservation. 2021. 109 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciencias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo 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
Matrinxa (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



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 INTRODUCAO

A regido neotropical apresenta uma das mais ricas faunas do mundo em
termos de diversidade de espécies, incluindo os peixes, que exercem
importantes funcdes ecoldgicas nos ecossistemas aquaticos. Até o momento
foram descritas mais de 6.080 espécies de peixes nesta regido (DAGOSTA,;
PINNA, 2019; REIS et al.,, 2003; VARI; MALABARBA, 1998) e devido ha
abundancia e diversidade, eles sdo 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 producéo estimada de 82,1
milhdes 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 utilizacdo das areas na agropecuaria, crescimento de
cidades e do setor industrial que aumentam a quantia de poluentes produzidos
e 0 uso de energia. Estas a¢es antropicas fazem com que em diversas regifes
do mundo ocorra uma significativa reducédo na diversidade de peixes nativos,
principalmente pela degradagcdo dos habitats, interrupcdo dos cursos naturais
dos rios (barragens), introducdo de espécies exoticas e sobrepesca, que juntos
refletem na acentuada reducédo das populacdes da ictiofauna brasileira ou até
mesmo a extingdo de algumas espécies (AGOSTINHO et al., 2005; MARINHO
et al., 2006). De acordo com o Livro Vermelho da fauna Brasileira ameacada de
extingcdo, estima-se que 312 espécies de peixes continentais se encontram em
perigo de extingao (MMA /ICMBIO, 2018).

Devido ao grande numero de espécies que se encontram em perigo de
extincdo, tem-se despertado o interesse para realizacdo de estudos sobre a
conservacao da ictiofauna (SIQUEIRA-SILVA et al., 2018). Diferentes métodos
para geracdo de bancos genéticos de peixes ja foram desenvolvidos, como no
caso da criopreservacdo de sémen (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 confiaveis para

uma preservacao a longo prazo de odécitos e embrides (YOSHIZAKI et al., 2005).
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O método mais indicado para preservar 0s recursos genéticos dos peixes, € por
meio da utilizacdo das células germinativas primordiais (PGCs) e células
germinativas-tronco, uma vez que estas células sdo responsaveis por transmitir
informacdes genéticas para as geracOes futuras, além de possuir alta
plasticidade sexual (YOSHIZAKI et al., 2003, 2005). Além disso, os
procedimentos de criopreservacdo das ceélulas germinativas apresentam
beneficios importantes, visto que, os protocolos de criopreservacéo estdo sendo
desenvolvidos com viabilidade satisfatéria, garantindo uma boa perspectiva para

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

Dessa forma, a criopreservacao e o transplante de células germinativas
se torna uma importante ferramenta para geracao de bancos genéticos visando
acOes de conservacdo das espécies, principalmente associada ao transplante

em receptores estéreis.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espécies Modelo

As espécies do género Brycon estdo distribuidas 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 género Brycon encontra-se no livro vermelho da Fauna
Brasileira Ameacada de Extingdo, como a Brycon insignis, Brycon nattereri,
Brycon opalinus, Brycon orbignyanus, Brycon vermelha, Brycon devillei e Brycon
gouldingi (MMA /ICMBIO, 2016).

A aplicacdo de biotecnologias reprodutivas podem ser usadas para
auxiliar na conservagao e reconstituicdo de espécies ameacgadas de extingéao,
bem como na producédo de peixes de alto valor comercial na aquicultura. A
maneira mais logica de conservacdo de uma espécie € a realizacdo de estudos
previamente a espécie se tornar ameagada de extin¢cdo, ou seja, é importante
desenvolver estudos com espécies ainda abundantes, como a Brycon
amazonicus (Matrinxd). O periodo reprodutivo dessa espécie ocorre em estacao
de enchente, entre dezembro a janeiro, atingindo a maturacdo sexual com
aproximadamente trés anos de idade (ROMAGOSA et al., 2017; GOMES;
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URBINATI, 2013).Vérios estudos necessarios para aplicacdo de estratégias de
conservacao ja foram realizados nessa espécie, tais como a desova induzida
(NAKAGHI et al., 2013), desenvolvimento embrionario (LOPES et al., 1995) e
larval (SILVA et al., 2017), micromanipulacédo de embrides (SILVA et al., 2016) e
producdo de peixes triploides (NASCIMENTO et al., 2021). Dessa forma, a B.
amazonicus apresenta os conhecimentos basicos necessarios para utilizacao
desta espécie como modelo de Brycon em técnicas de quimerismo, envolvendo
o transplante de células embrionarias e adultas. Principalmente, devido a
abundancia da espécie, pode-se tornar possivel o desenvolvimento de técnicas
a serem aplicadas em outras espécies do género Brycon que estdo ameacadas

de extingao.

A espécie selecionada como receptora foi o género Astyanax (Lambari),
sendo um dos géneros dominantes da Ameérica do Sul (EIGENMANN, 1921). As
principais caracteristicas para a escolha do Astyanax altiparanae e Astyanax
fasciatus como espécies receptoras foram a facilidade da reproducéo, desova
intermitente, adaptacdo a alimentacdo artificial, facilidade de manejo e alta
prolificidade. Esse género ja vem sendo utilizado como modelo em estudos
laboratoriais como desenvolvimento embrionario (SANTOS et al.,, 2016),
desempenho em larvicultura (BERTOLIN et al., 2017), producdo de peixes
triploides (NASCIMENTO, 2017; ADAMOV et al., 2017) e hibridos triploides
(PIVA et al., 2018), esterilizacdo quimica (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015),
producdo de peixes tetraploides e ginogénecos (NASCIMENTO et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2020). Portanto, as condicdes de obtencdo destes
receptores estéreis ja foram estabelecidas, tornando possivel a aplicagdo de
metodologias laboratoriais como a producdo 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) séo as células precursoras da
linhagem germinativa. A especificacdo das células germinativas primordiais em
peixes ocorre no inicio da embriogénese (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). Apos a especificacdo, as células germinativas
se separam e seguem um unico caminho, migrando para o primordio gonadal
durante o desenvolvimento embrionario e larval, e entdo se diferenciam em

gametas nas gbnadas (WYLIE, 1999).

Este processo de migragcdo impde desafios significativos para as PGCs,
desde a sua rota, até o seu alvo, as células germinativas sdo expostas a uma
infinidade de sinais que direcionam a diferenciacdo de células somaticas
(GROSS-THEBING, 2017). Assim, a migracdo e sobrevivéncia das PGCs esta
correlacionado com os mRNA especificos de PGC e proteinas 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),
dndl e nanos, tém sido utilizados como alvos para a identificacdo das PGCs.
Esses genes desempenham papeis essenciais na sobrevivéncia, formacao,
migracdo, colonizacdo na crista genital e formacdo de gametas em peixes
(RIVERS et al., 2020; YON & AMP; AKBULUT, 2015; NAGASAWA et al., 2013;
CIRUNA et al., 2002; DOITSODOU et al., 2002).

A primeira vez que as ceélulas germinativas primordiais foram
reconhecidas nos teledsteos foi durante o estagio de gastrula (GAMO, 1961),
apos isso, a identificacdo dessas células foram estudadas em varias
espécies. No kingyo (Carassius auratus) e curimbata (Prochilodus lineatus), as
células foram identificadas durantes os estagios iniciais da somitogénese
(KAZAMA-WAKABAYASHI et al ., 1999; COELHO, et al., 2019) e no peixe-zebra
(Danio rerio), no estagio de blastula tardia (Nagai et al ., 2001). Com base nos
critérios morfologicos, as PGCs apresentam caracteristicas tipicas que incluem
formato arredondado, tamanho relativamente grande (10-20um), morfologia
nuclear, material elétron-denso e “nuages” ( FUJIMOTO et al., 2006; RAZ, 2002;
BRAAT, 1999).

Devido a funcao primordial das PGCs na formacao das linhagens
germinativas, as PGCs sdo consideradas importantes alvos para geracao 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
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2.3 Células-Tronco Oogoniais

As células germinativas tronco sdo derivadas das células germinativas
primordiais (PGCs) e servem como progenitoras de gametas funcionais. Essas
células tém a capacidade de auto-renovacao e possuem alta plasticidade sexual,
podendo diferenciarem em gametas de ambos sexos (NOBREGA et al., 2010;
BRINSTER; OKUTSU et al., 2006; ZIMMERNANN, 1994). Além disso, as células
germinativas tronco sao cruciais para a transmisséao de informacao genética para
as geracOes seguintes, sendo importantes para manutencdo de variabilidade
genética de uma populacédo (LACERDA et al., 2012; OKUTSU et al., 2006).

As oogobnias-tronco sado células germinativas diploides que passam por
divisbes mitdticas e originam em odcitos primario. Essas células estdo
localizadas sobre a membrana basal do epitélio germinativo ovariano e
agregadas em varios clusters, contendo de 2 a 6 células de 5-9 um (BORELLA
et al., 2020), sendo espalhadas ao longo da parede do ovario. Em contraste com
0 que é visto durante a espermatogénese, as células germinativas ovarianas
aumentam de tamanho durante a oogénese, apresentando um grande nucleo e
uma pequena quantidade de citoplasma, porém cheios de mitocdndrias (XIE,
NOBREGA, & PSENICKA, 2020)

A manipulagdo de ooglnias-tronco apresenta facilidade para
criopreservacéo, bem como para transplante em peixes (FRANEK et al., 2019),
visto que, sua principal contribuicdo € a transferéncia do DNA mitocondrial e
constituintes do plasma germinativo, ou seja, as informacdes genéticas de
heranca materna séo transmitidas de uma geracao para outra (SIQUEIRA-SILVA
et al., 2018).

As células germinativa tronco podem ser distinguida de outras linhagens
celulares pela expressdo de varios genes. Alguns dos genes expressos
especificamente na linha germinativa sdo o nanog, oct4 e ddx4. Esses genes
estédo envolvidos diretamente na regulagéo da transcricao na proliferacao e auto-
renovacao das células-tronco, que ajudam a manter a pluripoténcia, suprimindo
os fatores de determinagéo celular (ZHANG et al., 2015; RODDA et al., 2005;
WANG; LIN, 2004). No entanto, poucos sao os trabalhos focados na

caraterizacao 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 criopreservacao in vitro, faz-se necessario pesquisas

nessa area de caracterizacdo morfolégica.
2.4 Transplante de Células Germinativas

Uma técnica valiosa para preservacdo, regeneracdo e até mesmo a
producdo em larga escala de peixes é o0 uso de transplante de células
germinativas para a produgao de quimeras (NAKAGAWA et al., 2002). O
guimerismo 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 caracteristicas genéticas do doador
(NOBREGA et al., 2010; YOSHIZAKI et al., 2010; OKUTSU et al., 2007).

Em peixes, essa técnica surgiu a partir de investigacdes de Lin et al.,
1992, que apos transplantarem células embrionarias marcadas de peixe-zebra
(Danio rerio) para receptores na fase de blastula, as células germinativas se
desenvolveram, formando espermatozéides férteis e maduros com a genética do

doador.

A partir de entdo varias outras formas de transplante de células
germinativas foram desenvolvidas, utilizando transplantes inter e intra-
especificos, por meio de micromanipulacdo, onde as PGCs dos embrides
doadores foram transplantados para receptores nos primeiros estagios
embrionarios, na fase de blastula ( SAITO et al., 2008, 2010; CIRUNA et al. 2002)
e larvais (TAKEUCHI et al., 2003, YOSHIZAKI et al., 2002), as células nesses
estagios foram capazes de migrar para o primoérdio 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 gbnadas. Estas células apresentam a capacidade de retomar a
gametogénese nos receptores, além de apresentarem grande plasticidade de
desenvolvimento para se diferenciarem em espermatozdéides e od4citos, como ja
foi demonstrado, utilizando oogdnias e espermatogodnias-tronco isoladas de

doadores e transplantadas para as cavidades peritoneais de receptores no
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estagio 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 gbnadas de um animal receptor, a eficacia do transplante
depende da competicdo entre as células transplantadas e as endogenas
(SHINOHARA et al., 2002). Portanto, o receptor ideal deve conter células
somaticas normais e a gametogénese endbégena ausente ou blogueada
(BRINSTER et al., 2003). Nos peixes, a esterilizacdo pode ser realizado por
tratamentos termoquimicos, como o busulfan (1,4- dimetanosulfonoxibutano)
(LACERDA et al., 2010; NOBREGA et al., 2010), pelo uso da manipulagéo
cromossOmica, como triploides e hibridos triploides estéreis (Piva, et al., 2018;
Okutsu et al., 2007) ou “knockdown” de genes especificos (oligonucleotideo
antisense) (LI et al., 2017; YOSHIZAKI et al., 2016; LINHARTOVA et al., 2015;
CIRUNA et al., 2002).

A gametogénese em animais transplantados depende de certas
compatibilidades entre doador e receptor. A 00génese em transplantes
intergenéricos depende de interacdes entre as células germinativas
transplantadas com as células da granulosa ou teca dos receptores (PATINO;
SULLIVAN, 2002; KAGAWA, 2013). Ja a espermatogénese parece ser um
processo que nao 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
criopreservacdo de oogdnias-tronco de Brycon amazonicus, seguido de
transplante em larvas triploides e transplante de células germinativas
primordiais de Brycon amazonicus em embrides triploides (3N) e hibridos
triploides (H3N).

3.1 Objetivo Especifico

Avaliar a purificagdo das oogbnias-tronco por métodos histoldgicos,
expressao génica e pela atividade da fosfatase alcalina.

Estabelecer um protocolo de criopreservacéo de oogobnias-tronco de B.
amazonicus, avaliando diferentes crioprotetores em diferentes
concentracdes 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 embrides triploides e hibridos triploides.
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CAPITULO |

Purificacdo, caracterizacao histoldgica e anélise de expressao génica de
oogoOnias-tronco de Brycon amazonicus

Este capitulo trata dos estudos realizados utilizando oogbnias-tronco de
Brycon amazonicus, compreendendo o isolamento, caracterizacdo por estudos
histolégicos e andlises de expressdo dos genes caracteristicos de oogobnias-

tronco.

4 MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados durante os experimentos foram coletados nos
viveiros do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade
Aquatica Continental do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (CEPTA/ICMBIo) em Pirassununga — SP, instituicdo onde foi
desenvolvido todo o projeto. Todos os procedimentos de coleta e
experimentacao cientifica seguiram as normas descritas pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade de Sao Paulo, sendo o projeto previamente
aprovado pelo CEUA / USP (7858100419).

4.1.1 Dissociacao celular enzimatica das gbnadas de B. amazonicus.

Quatro fémeas de Brycon amazonicus, com peso médio de 1,18 kg + 0,13
e comprimento padrédo de 41,67 cm + 0,72, com 3 anos de idade, foram coletadas
no periodo de junho a setembro e eutanasiadas utilizando solugéo de eugenol
na concentragdo de 200 mg/L (Biodinamica, Brasil). As gdbnadas foram coletadas
através de uma incisao ventral e transferidas para placas de Petri estéreis (100
x 20 mm), contendo 20 mL de solugdo de Hanks modificada (Sigma-Aldrich
H4891, St. Louis, USA), sendo composta por 0,4 g/L de cloreto de potassio, 0,06
g/L de fosfato de potassio monobasico, 8 g/L de cloreto de sddio, 0,04788 g/L de
fosfato de sodio dibasico e 1 g/L de D-glicose, acrescida de 1 pL/mL do
antibiético gentamicina na concentracdo de 50 mg/mL (Gentamicin Sigma
Solution, St. Louis, USA). As gbnadas foram trituradas em cabine de fluxo

laminar horizontal (FUH12, VECO, Brasil), utilizando laminas de bisturi e lavadas
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repetidas vezes em solucdo de Hanks modificada, para a retirada do excesso de
células sanguineas. Em seguida, o tecido gonadal foi transferido para um tubo
de centrifuga de 15 mL, contendo 10 mL de solucao de Hanks modificada e 0,02
mg/mL de colagenase tipo | (Clostridium histolyticum Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), na proporcao de 100 mg de tecido gonadal/mL de solucao. A dissociacao
celular enzimética foi realizada a temperatura ambiente por 2 horas, em um
homogeneizador (Agitador PROENIX, S&o Paulo, Brasil). ApGs este periodo, foi
adicionado 20 pg/mL de DNase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) as amostras, e

incubado por mais 1 h no homogeneizador.

Apos o procedimento de dissociacao celular enzimatica do tecido gonadal,
o material foi duplamente filtrado, inicialmente utilizando uma malha de Nylon de
150 um e posteriormente, outra de 50 um, eliminando todos os residuos de
tecidos que nao foram degradados. A suspensao celular obtida foi transferida
para tubo de centrifuga de 15 mL e adicionada solucdo de Hanks modificada, até
completar 14 mL. As amostras foram entdo submetidas a centrifugacao a 300 x
g durante 8 minutos (Eppendorf, Hamburg, Germania) a 25°C. Ap6s a
centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido em 100

pL de solucdo de Hanks modificada.

Para o fracionamento das células germinativas e soméaticas, utilizou-se a
metodologia de gradiente de densidade de Percoll® Plus (Sigma-Aldrich #
SLBH8181V, St. Louis, EUA), sendo as solucbes distribuidas ao longo de um
tubo de 15 mL, seguindo uma sequéncia de quatro gradientes de percoll 40%,
30%, 20% e 10%, adicionadas do fundo para a superficie, respectivamente. Com
essa disposicdo, a suspensao celular foi depositada cuidadosamente na
superficie da solugéo de 10% de Percoll e centrifugado a 800 x g, por 30 minutos
a 28°C. Devido a diferenca de densidade do Percoll e a diferenca de densidade
celular, as células tendem a ser separadas na transicdo entre os gradientes,
formando um aglomerado celular visivel (‘banda”). Essas bandas foram
coletadas, ressuspendidas em solucado de Hanks modificada e centrifugadas a

300 x g por 8 minutos a 28°C, para retirar todo residuo de Percoll.

As gbnadas provenientes de cada fémea foram processadas de forma
individual, sendo considerada cada individuo uma repeticédo, totalizando quatro

repeticdes.



40

4.1.2 Avaliacdo do percentual de pureza e viabilidade de oogdnias-tronco

nas amostras do oriundas do gradiente de percoll

Apés a retirada do Percoll, a suspencdo celular foi novamente centrifugada
(300 x g por 8 min a 28°C) e ressuspendida em 1 mL de solucdo de Hanks
modificada. Em seguida, quantificou-se a concentracdo celular total e também a
de oogobnias-tronco através da camara de Neubauer, utilizando microscopia
optica (Nikon-Eclipse Ni, Toquio, Japdo) no aumento de 40X. A partir destes
dados foi possivel acessar a percentagem de pureza das amostras de oogonias-
tronco, vindas do fracionamento no gradiente de percoll. Apés 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 inviaveis corando-as em
azul, permitindo, desta forma, a visualizacdo das células injuriadas. As

contagens amostrais foram realizadas em triplicata.

4.1.3 Caracterizacao histolégica

As células oriundas da dissociacdo enzimatica dos ovarios de B.
amazonicus foram submetidas a andlise histolégica. Para tanto, as bandas de
20% e 30% formadas, foram coletadas com pipetador de 200 pL (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha), homogeneizadas e colocadas em tubos de
microcentrifuga 1,5 mL (Eppendorf, Alemanha) e fixadas em solucgéo fixadora de
Bouin (Sigma, St. Louis, USA). Apds 24 horas de fixacdo, as células foram
centrifugadas a 350 x g durante 5 minutos (Hermle Labnet, Alemanha). O
sobrenadante foi descartado e o pellet celular formado foi ressuspenso em alcool
70% e lavado por trés vezes para eliminar o excesso de fixador. Em seguida, as
células foram desidratadas em solucdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90%
e 100%) e clarificadas em solucdo de xilol (Sigma, St. Louis, USA). Antes de
mudar cada solucéo, a suspenséao de ceélulas foi centrifugada a 350 x g por 5
minutos (Hermle Labnet, Alemanha), o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso. Apos a eliminacdo do xilol, o sedimento celular foi
incluido em Paraplast® (Sigma, St. Louis, USA). Apés a solidificagdo do
Paraplast, os blocos formados foram removidos dos tubos de microcentrifuga de

1,5 mL e seccionados a 5 pm em microtomo (Leica, Lincolnshire, USA).
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Posteriormente, os cortes foram corados com hematoxilina e contrastados com
eosina. Os cortes histolégicos foram observados em microscopia (Nikon-Eclipse
Ni, Téquio, Japdo), e as imagens digitais foram capturadas em uma camera CCD

(Nikon DSRi2, Téquio, Japao) com o software Nis-Ar Elements.

4.1.4 Plagueamento diferencial de oogbnias-tronco

Visando aumentar o percentual de pureza de oogobnias-tronco,
provenientes do gradiente de percoll, utilizou-se a etapa do plaqueamento
diferencial. A suspencao celular oriunda da banda de 20% e 30% de percoll, que
continham maior niumero de oogoénias, foram utilizadas em conjunto para o
plagueamento 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 solucdo de antibiético
e antimicético (Sigma A5955, St. Louis, EUA), 1X de solucdo de glutaMAX™
(Gibco 35050-061, St. Louis, EUA), 1 mM de piruvato (Gibco 11360-070, St.
Louis, EUA), 1X de solugcdo de MEM vitamina (Sigma M6895, St. Louis, EUA) e
1X de solucdo de MEM aminoacidos ndo essenciais (Sigma M7145, St. Louis,
EUA). As solucdes de células contendo oogbnias-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 30°C, em 5%
de COq2. Durante esse periodo de cultivo, as células somaticas tendem a se
aderirem a placa de cultivo, enquanto as células germinativas permanecem
suspensas no sobrenadante. Apds o plaqueamento diferencial, as células ndo
aderidas foram coletadas, centrifugadas e diluidas em solugdo de Hanks
modificada. A concentragdo e a viabilidade celular foram determinadas
microscopicamente em camara de Neubauer, como descrito no item (4.1.2).
Apos a retirada das células em suspenséo, 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 oogb6nias-tronco

A andlise da fosfatase alcalina foi realizada utilizando as suspensdes
celulares das amostras provenientes das etapas do gradiente de percoll e do
plagueamento diferencial. Para isso, inicialmente as células coletadas foram
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos para a remocéao do gradiente de percoll e
do meio de cultivo. Posteriormente as células foram ressuspendidas em 500 pL
de solucdo de Hanks modificada, contendo uma concentracdo de 17,2 x 103 e
15 x 10° de oogodnias-tronco, respectivamente, e adicionado 1 pL de AP Live
Stain DMSO (Life Tecnologies, Frederick, USA) e incubado a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds o periodo de reacdo, foram realizadas duas
lavagens utilizando 10 mL de solucdo de Hanks modificada, seguidas de
centrifugacéo a 300 x g durante 5 minutos. As duas amostras foram visualizadas
utilizando 10 pL de suspensdo celular na camara de Neubauer, através de

microscopia de fluorescéncia (Nikon SMZ18, Téquio, Japao).

4.1.6 Avaliacao da expressédo dos genes relacionados a oogodnias-tronco

Devido a auséncia das sequéncias depositadas em banco de dados para
B. amazonicus, os primers para os genes ddx4, gdf9, oct4, nanog e B-actina
foram desenhados a partir do alinhamento das sequéncias de cDNA, oriundas
de diferentes espécies de peixes depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias dos cDNA para ddx4, gdf9,
oct4, nanog e B-actina de Astyanax mexicanus foram utilizadas para a busca de
sequéncias de maior identidade, utilizando o programa Nucleotide BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). As sequéncias de maior identidade,

foram selecionadas prioritariamente da ordem Characiforme e depois de outras
ordens tais como Siluriforme e Cypriniforme. Apds as sequéncias serem
selecionadas, elas foram analisadas utilizando o programa Open Reading Frame

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

codante. Estas regides codantes foram entdo alinhadas utilizando o programa

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

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

especificos 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 referéncia. As sequencias dos primers desenhados para ddx4, gdf9, oct4,

nanog e o gene endogeno B-actina sdo demostrados na Tabela 1.

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

Genes Sequéncia (5-37) Tamanho da Amplificacdo (pb)

B-actina F: CGTGCTGTCTTCCCATCCA 86
R: TCACCAACGTAGCTGTCCTTCTG

ddx4 F: AAGACCACAGGAACTGAGCG 118
R: CCCGGTCTCCATGAATGCTT

gdf9 F: TGGACCACTGGATCATAGC 139
R: GAGGAGTCCAGCTTTTCATAGAT

nanog F: ACCTGGTTTCAGAACCGCAG 131
R: GCAGCGTCTACCTGAAACTGA

oct4 F: CGACCATCTGCCGCTTTGAA 189
R: CGACCATCTGAACCCTCTAAAC

Fonte: Carvalho, G. B. 2021

Para andlise da expressao génica, as amostras de ovario, antes do
processo de dissociacdo enzimatica, e de ooglniais-tronco provenientes das
etapas do gradiente de percoll (19,6x108 células/mL) e do plagueamento
diferencial (5,7x10° células/mL) foram utilizadas para extracdo de RNA. O
material coletado foi estocado a -80°C até seu posterior uso. O RNA foi extraido
usando Trizol (ambion®) de acordo com o protocolo do fabricante e quantificado
através do espectrofotometro QlAxpert (QIAGEN Hilden, Germany). A sintese
do cDNA foi realizada com 1 pg de RNA total, usando o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (applied biosystems), de acordo com as instru¢ées do
fabricante. Para as analises de expressao génica foram utilizados os métodos

semi-quantitativo e quantitativo.

4.1.7 Analise semi-quantitativa da expressao génica

Os cDNA de todas amostras foram utilizados na reacdo de PCR
convencional, utilizando os primers desenhados. As condicbes de reacdes
foram: 94°C por 5 min, seguidas de 35 ciclos a 94°C por 45 s, 55°C por 30 s e
72° C por 30 s, seguidos de 10 min a 72°C (Multigene Gradient, Labnet

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


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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de 30 pL, utilizando 1 pL cDNA, 0,3 uL de Taq recombinante (Invitrogen) e 1,5
ML de primer, os outros reagentes seguiram as recomendacdes do fabricante.

Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 2%, corados com 3,5 pL de SYBR Safe (Invitrogen) para cada 70 mL
de gel. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram verificados pela
comparacdo com o marcador de 1 Kb Plus DNA Labber (Invitrogen -
ThermoFisher Scientific, Carisban, EUA).

4.1.8 Analise da expresséao relativa dos genes de interesse

Para obter a expressao relativas dos genes ddx4, gdf9, oct4 e nanog, foi
utilizado como gene enddgeno a S-actina. Desta forma, as curvas padrées para
0s genes de interesse e o controle endégeno foram estabelecidas utilizando
diluicho seriada de cDNA da gbnada antes do processo de dissociacdo

enzimatica.

Para a realizacao das curvas, as diluicbes dos cDNAs foram de 1:3 para
ddx4, gdf9, oct4 e nanog e 1:5 para o gene B-actina. As curvas foram realizadas
em duplicada para cada ponto, utilizando uma mistura de cDNA de todas as
amostras. Foram utilizadas as curvas com eficiéncia entre 0,9 e 1,1 e R= de
0,99. As amostras foram diluidas 1:5 para as quantificacdes. Foi utilizado um
controle negativo da reacdo (NTC) para cada gene. Todas as amostras foram
amplificadas em triplicatas. Para cada reagao foram usados: 10 pL QuantiNova
SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany), 8 uL de nucleasse-
free water, 1 pL da mistura de primer a 10 pmol/puL dos genes alvos e 1 pL de
cDNA. As condicdes de amplificagbes 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 reacao
foi realizada em termociclador RotorGene Q (Qiagen Hilden, Germany). As
andlises da quantificacdo relativa da expressdo génica foram conduzidas por
meio de PCR em tempo real, baseada no método 2-24Ct, Apos as andlises de
expressao relativa, as reacdes das amostras dos genes de interesse e do gene
enddgeno, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados
com 3,5 pL de SYBR Safe (Invitrogen) para cada 70 mL de gel.
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4.1.9 Confirmacédo das sequéncias

A amostra de cDNA de g6nada antes do processo de dissociagcéo
enzimatica, foi submetida ao PCR convencional e os produtos da amplificacéo
foram visualizados em gel de agarose a 2%. Os produtos das amplificacdes
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 amplificagdes foi
realizada no vetor de clonagem pGEM-T Vector System (Promega). Para a
ligacdo foi utilizada a razdo 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-5a competentes foram preparadas pelo
método de CaClz e usadas para transformacdo com os produtos de ligacgéo,
através de choque térmico a 42°C durante 90 segundos. ApGs o choque térmico,
as células foram incubadas a 37°C durante uma hora, com a adi¢éo de 800 pL
do meio de cultura LB (Laria-Bertani), sem antibiético. Posteriormente, as células
foram plaqueadas em LB sélido contendo 50 pug/ mL de ampicilina, 0,5 mM de
IPTG e 125 pg/ mL do substrato cromogénico X-gal e incubadas a 37°C durante
toda a noite. A selecéo das colbnias positivas foi realizada através da coloracao

branca.

As colbnias foram crescidas durante toda a noite a 37°C em 250 rpm de
agitacdo (MaxQ, Thermo Scientific) e realizadas mini preparacdes dos vetores
com o uso do kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega). Os vetores recuperados
foram submetidos a PCR para confirmacdo do inserto. Os vetores foram
enviados para sequenciamento e a confirmacao das sequéncias foram avaliadas

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

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

4.1.10 Estatistica

Os dados de pureza e viabilidade foram obtidos de quatro repeticoes e
apresentados como a média + EP. As porcentagens foram submetidas a analises
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
multiplo alcance de Tukey. Em todas as analises, foi utilizado o software RStudio,

utilizando a = 0,05.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Dissociagcdo enzimatica das gdnadas, caracterizacdo histolégica e
avaliacdo do percentual de pureza das oogdnias-tronco oriundas do

gradiente de percoll

Através do processo de dissociacdo enzimatica das gbnadas de B.
amazonicus, e sua subsequente separacéo por meio do gradiente de densidade,
foi possivel observar trés bandas nas concentragées de 10%, 20%, 30% e um

pellet visivel no fundo do tubo de centrifuga (Figura 1).

Figura 1 - Separacao celular por gradiente de percoll e caracterizagdo histoldgica.

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda - (A) Banda 10%: Debris celulares; Banda 20%: Maior concentracdo de células
germinativas tronco; Banda 30%: Células germinativas tronco, odcitos primarios e células
somaticas; Pellet: Células sanguineas. (B) Histologia da banda de 20% e 30% de percoll,
observando principalmente oogbénias-tronco. As pontas das setas indicam a visualizacdo de
oogdnias-tronco.

Através das analises por microscopia, foi observado na banda de 10% a
presenca de “debris” celulares oriundos do processo de dissociagdo e uma
pequena quantidade de oogobnias-tronco. Na banda de 20% encontra-se uma
maior concentracdo de oogdnias-tronco 89% (4,1x10° células/mL). Na fracéo de
30% continha ainda oog6nias-tronco 32% (1,4x10* células/mL) e uma baixa
guantidade de odcitos primarios e células somaticas. Sendo confirmado por meio
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de analises histolégicas a presenca de oogobnias-tronco nas bandas de 20% e
30% (Figura 1B). O pellet era constituido apenas por células sanguineas (Figura
2).

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

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda - A) banda 10% - debris celulares e poucas oogbnias-tronco B) banda 20% - grande
quantidade de oogbnias-tronco e poucas células somaticas. C) banda 30% - baixa quantidade
de oogobnias-tronco e algumas células somaticas. D) pellet - apenas células sanguineas. As
pontas das setas indicam as oogbnias-tronco, enquanto as setas indicam a visualizacdo dos
“debris” celulares e células sométicas.

4.2.2 Plagueamento diferencial de oogbnias-tronco

As bandas de 20% e 30% provenientes do gradiente de percoll que
apresentaram as maiores concentracdes de oogonias-tronco foram submetidas
ao plaqueamento diferencial. Esta etapa de purificacdo apresentou-se eficaz no
aumento da pureza das oogonias-tronco (Tabela 2), pela diminuicdo da
concentracdo de células somaticas, bem como verificada uma reducdo do
processo de aglutinacdo (Figura 3). A viabilidade das oog6nias-tronco nao foram

alteradas com a adicdo da etapa do plaqueamento diferencial e o grau de pureza
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apos o plaqueamento foi significamente maior (P=0.0353) que aquele

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

Figura 3 - Analise de microscopia das etapas do gradiente de percoll e plagueamento diferencial
no isolamento de oogénias-tronco de B. amazonicus.

~

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda - A) Visualizac@o da banda de 20% e 30% de percoll antes de serem submetidas ao
plagueamento diferencial. B) Visualizag&o das células apds serem submetidas ao plaqueamento
diferencial. As setas indicam aglutinacdo celular e células somaticas, enquanto que as pontas
das setas indicam as oog0nias-tronco.

Tabela 2 - Comparacéo da viabilidade e pureza das oogonias-tronco oriundas das etapas de
purificagao.

Pureza das
células-tronco (%)

Gradiente de percoll 87.69 + 1.15 67.25 + 3.29 *

Plagqueamento diferencial |87.32 + 1.89 83.91 + 2.74
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda - Dados em coluna contendo (*) denotam diferenca significativa (P < 0.05).

Tratamentos Viabilidade (%)

Apés a retirada das oogdnias-tronco em suspensao, a placa foi mantida
em cultivo por 10 dias. As células que predominaram durante o periodo de cultivo
foram as células cuboides e fibroblastos, como demonstrado na figura 4.
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Figura 4 - Células cultivadas por dez dias apés a retida da suspensao de oogbnias-tronco.

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

4.2.3 Teste de atividade da fosfatase alcalina em oogoénias-tronco

O teste de atividade da fosfatase alcalina de oogdnias-tronco foi realizado
através de microscopia de fluorescéncia nas amostras provenientes das etapas
de purificacdo em gradiente de percoll e plaqueamento diferencial. Os resultados
destes testes revelaram que oogonias-tronco de B. amazonicus possuem alta
atividade da fosfatase alcalina, visualizado pela alta intensidade de fluorescéncia
destas células, enquanto que o0citos primarios ainda apresentam fluorescéncia,
porém em mais baixa intensidade. Na comparag¢do das amostras provenientes
das etapas de purificagdo, foi verificado um maior nimero de células com alta
intensidade de fluorescéncia na amostra proveniente do plaqueamento
diferencial que na amostra do gradiente de percoll. Estes resultados corroboram
com os dados de maior pureza das oogbnias-tronco obtidos na etapa do

plagueamento diferencial (Figura 5).



50

Figura 5 - Teste de atividade de fosfatase alcalina em oogdnias-tronco de B. amazonicus nas
amostras provenientes da etapa de purificagao.

100 pum

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda - A e B) Amostra proveniente do gradiente de percoll. C e D) Amostra proveniente do
plagueamento diferencial. A e C) Visualizacdo sob microscopia de fluorescéncia. B e D)
Visualizac&o sob luz branca. As pontas das setas indicam as oogo6nias-tronco.

4.2.4 Anélise semi-quantitativa da expresséo génica de genes relacionados

as oogobnias-tronco durante as etapas de purificacéo

Neste experimento foi verificado a eficiéncia dos primers desenhados para
0 gene enddgeno R-actina e dos genes de interesse ddx4, gdf9, oct4 e nanog.

Foram utilizadas as amostras de cDNA de gbnada antes do processo de
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dissociacao enzimatica, células provenientes da banda de 20% do gradiente de
percoll e células submetidas ao plaqueamento diferencial.

Para os genes de interesse, todos expressaram na gbnada, apresentando
os tamanhos esperados. Nas células provenientes do gradiente de percoll,
aparentemente ocorreu uma queda da expressdo dos genes de interesse,
principalmente o gdf9 e oct4, quando comparado com o gene enddgeno 3-actina.
Nas células provenientes do plagueamento diferencial, com excecédo de ddx4,
foi detectado baixos niveis de RNA para todos 0s genes avaliados,
principalmente nanog e oct4 que quase néo foram detectadas suas expressdes
(Figura 6).

Figura 6 - Eletroforese dos produtos de amplificacdo dos genes expressos em gbnada e nas
amostras de gdnada e as obtidas nas etapas de purifica¢do, para os genes 3 -actina, ddx4, gdf9,

nanog e oct4.

GO PER PLA

R -actina
ddx4

gdf9

nanog

oct4

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

4.2.5 Andlise quantitativa da expressdao relativa dos genes de interesse

durante a etapa de purificagao

As curvas obtidas para os genes R-actina, ddx4, gdf9, oct4 e nanog
apresentaram eficiéncias das amplificacdes dentro do esperado, de 0,9a 1,1, e
as equacOes das retas obtidas apresentaram o valor de R= 0,99 (Figura 7). Os
pontos amostrais das oogobnias-tronco apos o plaqueamento diferencial foram
obtidos fora dos limites das curvas de todos o0s genes analisados, como
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evidenciado pela baixa expressdo na amplificacdo convencional de PCR. Para
os genes ddx4 e gdf9 foram consideradas as expressdes relativas obtidas para
as células submetidas ao plaqueamento diferencial, uma vez que foram
observadas na curva de melting a formacdo de apenas um produto de
amplificagcéo (Figura 8), enquanto para os genes nanog e oct4 foram verificados
a formacédo de dimeros que impossibilitaram as analises de expressao genica
relativa para as células provenientes do gradiente de percoll e do plaqueamento

diferencial (Figura 8).

Figura 7 - Curvas obtida para o gene enddgeno B-actina (A) e dos genes de interesse (B, C, D
e E), sendo a sequéncia: ddx4, gdf9, oct4 e nanog.
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Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
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Figura 8 - Curva de melting para o gene enddgeno $-actina (A) e dos genes de interesse (B, C,
D e E), sendo a sequéncia: ddx4, gdf9, oct4 e nanog.
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Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Através das analises do PCR em tempo real foram quantificadas as
expressoes relativas dos genes ddx4 e gdf9 em gdnada antes do processo de
dissociacao enzimética, em células isoladas pelo gradiente de percoll e células
obtidas no plaqueamento diferencial. Os resultados apontam para uma maior
expressao relativa dos genes de interesse nas gonadas (Graficos 1-2), seguida
pelas expressdes no gradiente de percoll, sendo observada uma forte queda na
expressao relativa. Para as células provenientes do plaqueamento diferencial,
foi detectado uma baixa expressdo para ambos genes analisados. Nos
experimentos de PCR convencional e de gPCR pode ser evidenciada uma baixa
expressdo dos genes nas células oriundas do gradiente de percoll e do
plagueamento diferencial. As analises quantitativas para nanog e oct4 nao foram
detectadas expressdes para as amostras provenientes do gradiente de percoll e

plagueamento diferencial.
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Gréfico 1 - Expressao relativa do gene ddx4.
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13
12
14
T S St SRR U
208
Eos

£ 07

BN B s e e s o [ £ 2 i L S S e S A e D S S e i

[
505

5
w04

03

024-------------mmm - i ki R i i s i ol il i i
4 ‘_:El
0

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

Grafico 2 - Expressao relativa do gene gdf9.
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Gobnada Percoll Plaqueamento
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda - Gobnada:l, Percoll - Células provenientes do gradiente de percoll: 0,03 e

Plagueamento - Células provenientes do plagueamento diferencial: 0,06.

Através do gel de agarose (Figura 9), realizado apés as analises de
gPCR, utilizando as amostras das reacdes dos genes de interesse e do gene
endogeno, é possivel observar que apenas para o0 gene endogeno foi detectada
a expressado para todas as amostras, inclusive para as células oriundas do
plagueamento diferencial. Os Unicos genes que apresentaram expressao relativa
nas células oriundas do plagueamento diferencial foram o gdf9 e o ddx4, no qual,

apenas o ddx4 apresentou uma baixa expressao no gel de agarose.
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Figura 9 - Eletroforese das amostras amplificadas no gPCR para os genes 3 -actina, ddx4, gdf9,
nanog e oct4.

GO PER PLA

R -actina

ddx4
gdf9

nanog
oct4

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

4.2.6 Confirmacédo das sequencias dos genes

Os vetores recuperados pela minipreparagdo foram avaliados por PCR
utilizando os primers para ddx4, gdf9, oct4, nanog e B-actina. A presenca do
inserto no vetor purificado foi confirmado pela visualizacdo dos produtos de
amplificacdo em gel de agarose a 2% (Figura 10), com os tamanhos (pares de
bases) esperados. Os vetores foram enviados para sequenciamento e assim
pode ser realizada a confirmacao da identidade dos genes avaliados, utilizando

o programa Nucleotide BLAST e Multalin.

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de amplificacdo dos genes
3 -actina, oct4, gdf9, nanog e ddx4, clonados no vetor pGEM-T Vector System
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Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda - (L) Ladder.
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Os dados de sequenciamento evidenciaram que a sequéncia de oct4 de
B. amazonicus apresenta 94,18% de identidade com a sequéncia de oct4 de

Astyanax mexicanus, sendo o alinhamento mostrado na Figura 11.

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

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I |
Brycon CGACCATCTGCCGCTTTGARGCTCTTCAGCTAAGTTTTAAGAACATGTGCAAGCTARAGCCACTGCTGCAGAGATGGCTARACGARGCAGAGACCTCAGARARCCCCCARGATATGTACARGAT TGAGCG
Astyanax CGACCATCTGCCGCTTTGARGCTCTTCAGCTCAGTTTTARGAACATGTGCAAGTTARAGCCACTGCTGCAGAGATGGCTGARTGARGCAGAGACCTTAGATARCCCACARGATATGTACARGATTGAGCG
Consensus CGACCATCTGCCGCTTTGARGCTCTTCAGCTaAGTTTTARGAACATGTGCAAGCTARAGCCACTGCTGCAGAGATGGCTaAACGARGCAGAGACCTcAGAaARCCCaCARGATATGTACARGATTGAGCG
131 140 150 160 170 180 189
| I
Brycon GGTTTTCGTCGACACAAGARRRAGARAAAGGAGGACTAGTTTAGAGGGTTCAGTCCGCA
Astyanax AGTTTTCGTCGATACARGARAGAGARAAAGGAGGACCAGTTTAGAGGGTTCAGTCCGCA

Consensus aGTTTTCGTCGAcACARGARAaAGARAARGGAGGACCAGT TTAGAGGGTTCAGTCCGCA

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

O sequenciamento da regidao 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 sequéncias de gdf9 provenientes de B. amazonicus e A.
altiparanae.

1 10 20 30

I I
TGGACCACTGGATCATAGCTCCCCACAAGTACAACCCCAGGTACTGCARGGGGATCTGCCCTAGGGTGGTGGGCTATATCTACGGCTCGCCCGTGCACACCATGGTACAGAACATTATCTATGARARGCT
TGGACCACTGGATCATAGCACCCCACARGTACAACCCCAGGTACTGCAAGGGGETCTGCCCCAGGGCAGTGGGCTACATCTACGGCTCGCCCGTGCACACCATGGTGCAGAACATTATCTATGARARGCT
TGGACCACTGGATCATAGCaCCCCACARGTACAACCCCAGGTACTGCAAGGGGaTCTGCCCcAGGGeaGTGGGCTACATCTACGGCTCGCCCGTGCACACCATGGTaCAGAACATTATCTATGARAAGCT

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Brycon
Astyanax
Consensus

139
| I
GGACTCCTC
GGACTCCTC
GGACTCCTC

Brycon
Astyanax
Consensus

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

O sequenciamento da regidao 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 sequéncias de ddx4 provenientes de B. amazonicus e A.
altiparanae.

Brycon
Astyanax
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
1

I I
ARGACCACAGGAACTGAGCGARCARTGGTTTTTGTTGAARCCAARARGAAGTGCAGATTTCATTGCARCGTTTTTGTGTCAGGAGARAGTACCARCTACARGCAT TCATGGAGACCGGGAR
ARGACCACAGGAACTGAGCGARCARTGGTTTTTGTCGAARCCARARGARGTGCAGATTTCATTGCARCATTTCTTTGCCARGAGARGGTTCCARCTACARGCAT TCATGGAGACCGGGAR
ARGACCACAGGAACTGAGCGARCARTGGTTTTTGTcGAARCCARARGARGTGCAGATTTCATTGCAACAT TTcTgTGeCAaGAGARAGTaCCARCTACARGCATTCATGGAGACCGGGAR

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021

O sequenciamento da regidao amplificada da S-actina de B. amazonicus

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

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

altiparanae.

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 86

1 I

Brycon CGTGCTGTCTTCCCATCCATCGTGGGTCGCCCCAGACACCAGGGTGTCATGGT TGETATGGGACAGAAGGACAGCTACGT TGGTGA
Astyanax CGTIGCTGTCTTCCCATCCATCGTGGEGTCGCCCCAGACACCAGGGTGTCATGGT TGGCATGGGACAGAAGGACAGCTACGT TGGTGA
Consensus CGTGCTGTCTTCCCATCCATCGTGGGTCGCCCCAGACACCAGGGTGTCATGGT TGGeATGGGACAGARGGACAGCTACGTTGGTGA

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021

O sequenciamento da regido amplificada para o nanog néo foi bem-
sucedido. No entanto, os dados de sequenciamento obtidos confirmaram a

identidade dos genes estudados.
4.3 DISCUSSAO

Os procedimentos realizados neste trabalho de isolamento de oogobnias-
tronco, utilizando a dissociacao enzimatica, gradiente de densidade de percoll e
plagueamento diferencial, foram realizados pela primeira vez em Brycon
amazonicus, uma importante espécie que pode ser considerada como animal
modelo para as espécies do género Brycon ameacados de extincdo. Os
procedimentos utilizados foram adaptados vindos dos protocolos desenvolvidos

por Lacerda e colaboradores (2006).

Gradientes de densidade descontinuo, como o Percoll, sdo utilizados para
separar populacbes de células com base na densidade, sendo comumente
usados para purificacdo de células germinativas e sdo apropriados para varias
espécies de peixes (XIE, NOBREGA, & PSENICKA 2020; SIQUEIRA-SILVA et
al., 2019; PSENICKA et al., 2015). De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, as bandas de 20% e 30% apresentaram maiores concentracdes de
oogbnias-tronco, com 89% e 32%, respectivamente. Estes dados séo 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 etal., 2011). Em contraste a estes resultados, para o esturjao (Acipenser
baerii), a banda contendo 10% de percoll foi a melhor sucedida para obtencao
de oog6nias-tronco, sendo obtida uma pureza de 83,6% (PSENICKA et al.,
2015). No ourigco-do-mar (Strongylocentrotus nudus), o maior numero de
oogOdnias-tronco foram identificadas na banda de 25% de percoll, com 70 a 75%
de pureza (YASKOVLEY et al.,, 2010). Esses dados indicam uma tendéncia

espécie-especifica e que nao € possivel 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 plagueamento diferencial.

7

O plagueamento diferencial € um método bastante utilizado para
purificacdo das células germinativas tronco. Ao contrario das células somaticas,
as células germinativas permanecem suspensas no sobrenadante durante o
plagueamento, o que facilita a sua separacao do restante celular. Neste estudo,
alcancamos resultados satisfatorios utilizando o plagueamento diferencial de
oogoOniais-tronco, obtendo alta purificacdo e viabilidade celular, com
aproximadamente 84% e 88%, respectivamente. Em outros estudos, a pureza
de espermatogodnias-tronco de truta arco-iris (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), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (LACERDA et al.,, 2013) e
Chondrichthyan (Scyliorhinus canicula) (GAUTIER et al., 2014), essa técnica
também foi utilizada, obtendo uma melhor purificacdo das células germinativas.
Embora o plagueamento diferencial seja um método eficaz para obtencao de alta
pureza das células germinativas, alguns trabalhos relatam que as propriedades
das células, como a atividade mitética, podem ser alteradas durante um
determinado periodo de cultivo, entre 5 a 10 dias (XIE, NOBREGA, &
PSENICKA, 2020; SHIKINA et al., 2008).

A fosfatase alcalina € uma enzima comumente expressa em quase todos
0s organismos vivos. Em humanos e outros mamiferos, a atividade da fosfatase
alcalina tem sido frequentemente relacionada com células-tronco, sendo esta
atividade diferenciada das células somaticas (STEFKOVA et al., 2015). Esta
caracteristica, pode permitir o uso desta atividade em citometria de fluxo, tanto
para avaliar a concentracdo, como para purificacdo (Fluorescence-activated cell
sorting (FACS) (PURPURA et al., 2003). Além disso, a fosfatase alcalina também
parece ser um dos principais marcadores de identificacdo de células-tronco
embrionarias pluripotentes e de outras células relacionadas (STEFKOVA et al.,
2015). Em peixes, espermatogdnias-tronco foram cultivadas com o fator
neurotréfico derivado de células gliais (GDNF) e apdés a marcacdo com a
fosfatase alcalina, os resultados demostraram alta intensidade do marcador nas

células cultivadas com o fator de crescimento, bem como nas espermatogdnias-
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tronco indiferenciadas, onde a coloracao foi mais intensa (GAUTIER et al., 2014).
Nossos resultados revelaram que oogbnias-tronco de B. amazonicus possuem
alta atividade da fosfatase alcalina, principalmente as oriundas do plagueamento

diferencial, sendo verificado pela intensidade de fluorescéncia das células.

Embora a marcacdo das células-tronco pela atividade da fosfatase
alcalina na amostra proveniente do plagueamento diferencial aparentemente
corrobora com os dados de maior pureza das oogoOnias-tronco obtidas nesta
etapa, as analises de expressao génica e expressao relativa evidenciaram uma
baixa expressdo dos genes de interesse para essas ceélulas, principalmente
guando analisamos as expressfes de nanog e oct4. Além disso, as células
oriundas do gradiente de percoll também apresentaram baixos niveis de
expressao para os genes oct4, gdf9 e nanog em relacdo aos dados da gbnada
intacta. Esses resultados podem ter sido influenciados pelo longo periodo em
que as células passaram, desde a coleta das gdnadas até periodo de cultivo.
Apesar de ter sido observada alta viabilidade apés o plagueamento diferencial,
o método utilizando o azul de Trypan evidencia células jA com as membranas
comprometidas, e pode ndo detectar células que entraram em processos

apoptoticos.

Em outros estudos, os niveis de mRNA de gdf9 no ovario de enguia do
campo (Monopterus albus) aumentaram significativamente na fase pré-
vitelogenica, sendo expresso particularmente nos odcitos em estagios iniciais,
mas nao nas oogonias-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 gbnadas, considerando que
esse gene pode estar principalmente envolvido no desenvolvimento e nas
fungBes gonadais. O nanog € bem conhecido por estar envolvido ha manutencao
da pluripoténcia e auto renovacdo de células-tronco embrionarias, juntamente
com outros fatores de transcrigdo, 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 expressdo do nanog
como um dos genes de pluripoténcia e apontaram sua expressao has
espermatogobnias-tronco no testiculo adulto, enquanto Camp e colaboradores

(2009), detectaram a expressdo em pequenos 00citos pré-vitelogénicos. No
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peixe-zebra (Danio rerio) e linguado japonés (Paralichthys olivaceus), o0 nanog
foi identificado na divisédo dos blastdmeros (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 gbnadas (HARTUNG et al.,
2014). A identificacdo do vasa permitiu a primeira descricao do desenvolvimento
das células germinativas primordiais no peixe-zebra (YOON et al., 1997). A partir
de entdo, varios estudos demonstraram que a proteina Vasa esté continuamente
presente na linha germinativa, desde o inicio da especificacdo da PGC até ao
longo da maturacdo das células germinativas (BRAAT et al., 2000 ; KNAUT et
al., 2000).

Outro fator que pode ter contribuido para os baixos niveis de expressao
dos genes de interesse, seria as solu¢des utilizadas para a dissociacao e cultivo
celular. Durante todo o processo de dissociacdo, as células sdo expostas a
solucdo de Hanks por um periodo de aproximadamente 9 horas e
posteriormente, foram submetidas ao plaqueamento diferencial, utilizando o
meio de cultivo. Durante a gametogénese, as células de suporte fornecem
nutricdo e sustentacdo as células germinativas e, apesar das células serem
cultivadas em meios nutritivos, este meio pode néo ter fatores importantes, como
fatores de crescimento, proteinas transportadoras e horménios, que podem ser
essenciais no cultivo de células germinativas. No entanto, a utilizacdo do meio
inadequado para os procedimentos de dissociacao e cultivo celular, pode estar
relacionada com a queda do RNA observado, visto que, os baixos niveis de
expressao foram maiores nas células oriundas do plagueamento diferencial, mas
nas células provenientes do gradiente de percoll ja foi observada a diminuicédo
na expressao. Na truta arco-iris (Rainbow trout), o processo de dissociacao
celular foi realizado utilizado o meio L-15 suplementado com 25 mM HEPES e
antibiéticos (50 pg/ml ampicilina, 50 U/ml penicilina e streptomicina) (SHIKINA et
al., 2008). Em estudos posteriores, 0s mesmos autores acrescentaram 10% de
soro fetal bovino (FBS) (SHIKINA, et al., 2013). Em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) (LACERDA et al., 2006, 2010, 2013), as espermatdgonias-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 Na2HCOs 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
plagueamento diferencial utilizando L-15 suplementado com 10% de FBS e 1%
de antibioticos, apds incubacdo por uma noite, a expressédo dos genes nanos2 e
vasa foram significativamente maiores nas células ndo aderentes a placa de
cultivo do que nas células aderentes (RYU & GONG, 2020). Dessa forma, a
analise de meios utilizados no isolamento de o6gonias-tronco de B. amazonicus
pode ser uma etapa importante para a obtencédo de células de alta qualidade,
viabilidade e expressando o0s genes importantes de manutencdo de
caracteristica de células-tronco, para serem empregadas em técnicas de

quimerismo.
4.4CONSIDERACOES

Nesse estudo foi possivel verificar que através do isolamento de
oogobnias-tronco utilizando a dissociacdo enzimatica e o gradiente de densidade
de percoll foi possivel obter alta purificacdo das células, sendo maior ainda com
o uso do plagueamento diferencial, com aproximadamente 84%. As oogonias-
tronco de B. amazonicus possuem forte atividade da fosfatase alcalina, sendo
visualizado pela intensidade de fluorescéncia destas células, enquanto que
odcitos primarios apresentaram baixa intensidade. No entanto, nas analises de
expressdo foi observado baixos niveis de genes importantes nas oogbnias-
tronco oriundas das etapas de purificacdo, assim, novos estudos deverao ser

realizados.
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CAPITULO I
Criopreservacado de oogobnias-tronco de Brycon amazonicus

Neste capitulo sédo abordados os estudos de criopreservacao de oogobnias
tronco de B. amazonicus oriundas das etapas de purificacdo abordado no
capitulo I. A criopreservacdo de oogolnias-tronco € uma etapa importante para
geracdo de bancos genéticos in vitro, visando a conservacdo de espécies

ameacadas, bem como para a aplicacdo em aquicultura.

5 MATERIAL E METODOS

Para este experimento, foram utilizados trés fémeas de B. amazonicus
com 1,7 kg £ 0,09 de peso corporal e 45,47 cm £ 0,68 de comprimento padréo,
com 3 anos de idade, sendo coletadas no periodo de junho a setembro e
eutanasiadas em solucdo de eugenol na concentragdo de a 200 mg/L
(Biodindmica, Brasil). Os procedimentos de dissociacdo enzimatica e
fracionamento celular utilizando gradiente de percoll foram os mesmos descritos
no capitulo I. Apds o fracionamento celular por gradiente de percoll, as bandas
com a maior numero de células germinativas (20 e 30% de percoll) foram
coletadas e agrupadas. Parte das células oriundas do fracionamento seguiu para
0s experimentos de criopreservacdo e outra parte foi submetida ao
plaqueamento diferencial e depois criopreservadas. As células submetidas ao
plagueamento diferencial, foram processadas de acordo com o capitulo I.

5.1.1 Criopreservacao e descongelamento das oogbnias-tronco

As oogobnias-tronco provenientes de cada individuo e das diferentes
amostras, fracionamento por gradiente de percoll e do plaqueamento diferencial,
foram avaliadas individualmente para determinacéo do percentual de viabilidade.
Antes do congelamento, a suspencado celular foi diluida na proporcdo de 1:1
(suspensao celular:solugéo crioprotetora), sendo utilizado 50 pL da suspensao
celular na concentracéo de 5.9 x 107 células/mL e 50 ul da solucéo crioprotetora).
Os crioprotetores avaliados foram o etilenoglicol (Sigma, St. Louis, USA), glicerol
(Sigma, St. Louis, USA), dimetilsulféxido (DMSQO) (Sigma, St. Louis, USA),
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dimetilacetamida (DMA) (Sigma, St. Louis, USA) e propaneidol (Sigma, St. Louis,
USA), nas concentragdes de 2 M, 3 M e 4 M. O grupo controle, sendo utilizado
apenas a solucdo de Hanks modificado com as células. As solugbes
crioprotetoras foram preparadas de acordo com o protocolo de (LINHARTOVA
et al., 2014), com 100 mM de glicose, 0,1% de soro albumina bovina. A mistura
das solucdes crioprotetoras e células, foram colocadas em palhetas de
criopreservacdo de sémen (IMV Technologies) no volume de 70 pL e seladas
com alcool polivinilico (Sigma, St. Louis, USA). Apos adicionar a suspensao de
células, as concentracdes molares das solucdes crioprotetoras reduziram para a
metade da concentragdo molar, sendo: 1M, 1,5M e 2M, respectivamente. As
amostras celulares, com trés concentracdes 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 -1°C min, em freezer -80°C
por duas horas (tempo suficiente para atingir -80C). Posteriormente, as amostras
foram transferidas para nitrogénio liquido em temperatura de -196°C, e
armazenadas por um periodo del5 dias.

O descongelamento foi realizado a 30°C em um banho-maria durante 1
minuto, em seguida as mostras foram transferidas para microtubo de centrifuga
de 1,5 mL e centrifugadas a 350 x g por 5 minutos (HERMLE Labnet, Z326K). O
sobrenadante foi extraido e o pellet celular resuspendido em 30 pL de solugéo
Hanks modificada e 5 pL de azul Tripan para marcacdo das células inviaveis. A
contagem foi realizada apenas nas células-tronco oogoéniais, por triplicata de
cada crioprotector e concentracdo molar, usando uma camara de Neubauer e
microscoépio (Nikon-Eclipse Ni, Toquio, Japdo) no aumento de 40X. Cada

individuo foi considerado uma réplica.
5.1.2 Estatistica

Os dados foram obtidos em triplicata para cada crioprotector e
concentracdo 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 avaliagbes nao
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paramétricas usando Kruskal Wallis. Em todas as andlises, foi utilizado o

software RStudio, utilizando a = 0,05.

5.2 RESULTADOS

A importancia dos crioprotetores para proteger a integridade celular
durante e apés o descongelamento foi observada quando se comparou 0s
resultados vindos do grupo controle, sem a utilizacdo dos crioprotetores, que
resulta na morte de todas as células congeladas (Tabela 3). As médias das
porcentagens de viabilidade das oogbnias-tronco anterior ao congelamento,
provenientes das diferentes amostras das trés fémeas, nas etapas de
fracionamento por gradiente de percoll e plaueamento 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 apdés o descongelamento (90,06 + 4,11%),
seguido pelo propanodiolal Me 1,5 M, e pelo DMSO a1 M e 2 M. Néao foram
observadas diferencas significativas entre os crioprotetores e concentracées
molares. Para as oogonias-tronco submetidas ao plagueamento diferencial, o
propanodiol a 2 M, assim como aquele do gradiente de percoll, resultou na maior
porcentagem de viabilidade, ap6s o descongelamento (77,99 + 2,19), seguido do
propanodiol a 1 M, sendo observada diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle antes do congelamento (P=0000). Para ambos tratamentos, DMA 2 M

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

Na Tabela 3, é possivel verificar um aumento da viabilidade com o
plagueamento diferencial em relacdo as amostras do gradiente de percoll,
quando utilizado o glicerol e DMSO como crioprotetores, e a reducado da
viabilidade das células oriundas do plagueamento diferencial, quando utilizado o
propanodiol. Esta relacdo nao foi verificada quando utilizado o crioprotetor DMA,
sendo os valores de viabilidade celular aproximados para ambas etapas de

purificagéo.
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Tabela 3 - Viabilidade media e respectivos erros padrbes de crioprotetores antes do
congelamaneto e apés o descongelamento de oogbnias tonco de Brycon orbignyanus, oriundas
do gradiente de percoll e do plagueamento diferencial.

Viabilidade (%)

Tratamentos Gradiente de Percoll Plagueamento Diferencial
Controle antes do congelamento 89.28 + 3.10 = 88.01 + 3.90 =
Propanodiol 1 M 8141 + 3.71 = 76.34 £ 198 »
Propanodiol 1,5 M 58.21 + 2.79 7241 £ 2.24 ®c
Propanodiol 2 M 90.06 + 4.11 a 7799 £+ 219 »
DMSO 1 M 65.65 + 2.73 a 74.35 £ 1.27 bcd
DMSO 1,5 M 5459 + 5.34 cde 60.93 + 1.66 efon
DMSO 2 M 68.22 + 4.68 2 72.24 + 1.37 efoni
DMA1 M 31.88 £ 0.77 «fg 37.94 £ 1.49 onik
DMA15M 3455 + 3.11 def 28.99 £ 1.02 i
DMA 2 M 15.09 + 1.07 nix 19.79 + 0.97 !
Glicerol 1 M 39.17 + 0.90 ¢be 42.64 + 1.96 eioni
Glicerol 1,5 M 30.94 £ 2.94 «f 43.33 + 2.05 onik
Glicerol 2 M 30.24 + 2.05 def 52.50 £ 0.94 fni
Etileno Glicol 1 M 51.95 + 240%¢ 45.67 £ 1.23 eiohi
Etileno Glicol 1,5 M 44.33 £ 1.47 ve 32.35 £ 1.00 «
Etileno Glicol 2 M 32.49 £+ 2.13 def 30.18 £ 1.02
Controle ap6s descongelamento 0.00 + 0.00m 0.00 £+ 0.00 m

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

5.3 DISCUSSAO

O armazenamento a longo prazo de células-tronco da linha germinativa é
considerado uma fonte alternativa para geracdo de bancos genéticos,
principalmente devido as limitacdes associadas a criopreservacado de gametas
(ABUALREESH et al., 2021). A criopreservacao destas células € uma etapa
necessaria, anterior ao uso na geracao de quimeras germinativas, uma vez que
o transplante destas células pode ser realizado no receptor em periodo diferente
daquele da obtencdo das células germinativas. O transplante de células
germinativas em receptores no estagio larval ocorre durante o periodo
reprodutivo, que para muitas espécies ocorre do final ao inicio do préximo ano,
enquanto que a obtencdo das células germinativas ocorre no periodo de
crescimento primario, no inicio da oogénese / espermatogénese, 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 criopreservacéo, utilizando o congelamento lento de oogonias-
tronco de B. amazonicus, oriundas do gradiente de percoll e plagueamento
diferencial. A utilizacdo do crioprotetor propanodiol a 2 M em células
provenientes do gradiente de percoll, foi 0 mais eficaz na criopreservacéo quanto
a viabilidade celular, sendo obtido valores de cerca de 90% de viabilidade apds
descongelamento. Esses resultados foram superiores aos daqueles encontrados
na criopreservacao de espermatogodnias-tronco de carpa rohu (Labeo rohita),
que obtiveram 71% de viabilidade apdés o descongelamento, utilizando o
crioprotetor DMSO a 1.4 M (PATRA et al., 2016). Usando o método de vitrificacao
com células-tronco oogbniais dissociadas de ciprinideo honmoroko
(Gnathopogon caerulescens), o criprotetor DMSO na concentracdo de 5 M foi
associado a maior viabilidade, com 75% apés o descongelamento (HIGAKI et
al., 2018). Valores de viabilidade similares a destes estudos foram obtidos
quando realizado a criopreservacdo de oogodnias-tronco de B. amazonicus apés
o plagueamento 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 apoés o plaqueamento diferencial em relacéo
as células provenientes do gradiente de percoll, na melhor solucéo crioprotetora
encontrada (propanodiol a 2 M).

Varias metodologias foram aplicadas para o desenvolvimento de
protocolos eficientes de criopreservacdo de células germinativas tronco,
assegurando uma maior viabilidade das células apés o descongelamento. De
modo geral, a maioria dos estudos que estabeleceram protocolos de
criopreservacao para células testiculares ou oogoniais, utilizaram a metodologia
de congelamento lento, sendo utilizado a rampa de resfriamento de -1°C/minuto,
em freezer a -80°C (FRANEK et al., 2019 ; LEE & YOSHIZAKI 2016; PSENICKA
et al., 2016), ou utilizaram o método de vitrificacdo (SEKI et al., 2017 ). Altas
concentracbes de crioprotetores sdo utilizados na vitrificagdo de células
dissociadas (HIGAKI et al., 2018), de fragmentos gonadais ou génadas inteiras
(MARINOVIC et al., 2018; LUJIC et al., 2017), quando comparado com o método
de congelamento lento. Independentemente da metodologia usada, os
crioprotetores sédo frequentemente toxicos para as células e, portanto, a escolha
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do crioprotetor e sua concentracdo ideal devem estar em equilibrio entre a
protecao e toxicidade (BETSY & KUMAR, 2020).

Existem duas formas de crioprotetores, os intracelulares (élcoois, e outras
substancias) e o extracelulares (estabilizadores de membrana, como proteinas
de baixo peso molecular, aminoacidos, acucares, etc). Os crioprotetores
internos, combinados com 0s externos, promovem uma protecdo mais ampla
(CASTRO et al., 2011). Dessa forma, uma melhoria na viabilidade ap6s o
descongelamento é alcancada através da suplementacdo dos crioprotetores
extracelulares como acgUcares e proteinas, produzindo 40-80% de células
germinativas viaveis apos o descongelamento (BETSY & KUMAR, 2020;
ABUALREESH et al, 2021). Vale ressaltar, que a eficiétncia desses
crioprotetores variam em funcdo da estrutura da célula ou tecido a ser
criopreservado (FULLER & PAYNTER, 2004), além da concentracdo e tempo de
exposicao utilizado antes do processo de criopreservacdo (CASTRO et al.,
2011). Neste trabalho, todas as solu¢des crioproteroras utilizadas continham as
mesmas concentracées de soro albumina bovina e glicose, sendo variada a
concentracdo de DMSO, DMA, etilenoglicol, glicerol e propanodiol. Desta forma,
apenas estes ultimos crioprotetores foram avaliados quanto a viabilidade celular.
Esta estratégia foi eficiente para obtencéo de solu¢des com cerca de até 90% de
protecdo da célula no processo de congelamento em células oriundas do

gradiente de percoll.

5.4 CONSIDERACOES

A obtencéo de solugdes crioprotetoras para o congelamento de oogbnias-
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 aquela anterior ao processo
de congelamento, apontando uma alta eficiencia desta solugcéo na preservacao
de células germinativas apOs descongelamento. Ap6s o plagueamento
diferencial, estas células tiveram uma reducéo de cerca de 10% na viabilidade
celular. Estes dados sugerem que o plaqueamento diferencial pode aumentar a
pureza das oogonias-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 solucao crioprotetora aqui obtida, resultando em 90% de viabilidade,
utilizando o crioprotetor Propanodil a 2M, pode ser eficientemente utilizada para
estocagem a longo prazo de oogbnias-tronco de Brycon amazonicus, em
nitrogénio liquido. Dessa forma, o uso de criobancos utilizando as células
germinativas, tem sido uma ferramenta valiosa para preservar 0S recursos
genéticos de uma ampla diversidade de espécies. A associacdo da
criopreservacdo de ceélulas-tronco germinativas com  biotecnologias
reprodutivas, como o transplante de células germinativas, € uma estratégia
importante para a aplicacdo em programas de selecdo genética e conservacao

da biodiversidade.
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CAPITULO Il

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

Neste capitulo foi avaliado o transplante de oogbnias-tronco isoladas de
B. amazonicus em receptores triploides de Astyanax altiparanae no estagio de
larva. Neste experimento foram utilizadas células recém purificadas e
criopreservadas, utilizando o plagueamento diferencial e o propanodiol 2M,

respectivamente.

6 MATERIAL E METODOS

Para o transplante de oogdnias-tronco em larvas de A. altiparanae triploides
foram utilizados os mesmos procedimentos de plagueamento diferencial,
descrito no capitulo | para células recém purificadas e também células

criopreservadas, conforme capitulo II.

6.1.1 Obtencao de receptores Astyanax altiparanae triploides

Individuos de Astyanax altiparenae foram coletados nos viveiros do
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais -
CEPTA/ICMBIO, em Pirassununga — SP. Para coleta de gametas, as fémeas
foram induzidas a ovulagdo com duas doses, primeira de na dosagem de 0,5 mg
de extrato de hipofise de carpa /kg de peixe) e segunda dose de 5,0 mg/kg, 6
horas apds a primeira inducdo. Os machos foram induzidos a espermiacdo com
dose Unica, juntamente com a segunda dose das fémeas e na mesma dosagem
da segunda dose das fémeas (YASUI et al., 2015)

Seis horas ap0s a segunda inducdo hormonal, os peixes foram
anestesiados com eugenol na concentracdo de 100 mg/L. (Biodinamica, Brasil)
para a extrusdo dos gametas. Em seguida, a fecundagéao in vitro foi realizada
pela ativacdo dos espermatozoides com a adicdo de agua e rapidamente
homogeneizados manualmente.

Dois minutos ap0Os a fertilizagdo, os embrides foram submetidos ao
choque de temperatura (40°C), com durag&o de 2 minutos, para evitar a expulsdo

do segundo corpusculo polar, induzindo a triploidia (3N) (ADAMOQV et al., 2017;
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NASCIMENTO et al., 2017). Os embrifes foram cultivados até o 22° dia apos a

ecloséo e utilizados para o transplante de oogdnia-tronco.

6.1.2 Marcacdo das células germinativas dos doadores

As células recém purificadas e criopreservadas, como previamente
descritos no capitulo | e Il, respectivamente, foram quantificadas e analisadas
quanto a viabilidade celular, como descrito no capitulo |I. Para marcacao das
oogoniais-tronco, foi utilizado o reagente PKH26 (Sigma -Aldrich PKH26GL),
sendo diluido 8 pL de PKH26 em 1 mL de solugdo de Hanks modificada,
posteriormente, as células germinativas foram resuspendidas nesta solucéo e
incubadas por 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado 2 mL de soro fetal
bovino para interromper o processo de marcagéo. As células foram lavadas trés
vezes com solucdo de Hanks modificada e centrifugadas a 300 x g por 5 minutos
(HERMLE Labnet, Z326K) a 28°C. Apés as lavagens, o sobrenadante foi retirado
e o pellet celular foi resuspendido em 1 mL de solucdo de Hanks modificada. A
concentragdo de oogonais-tronco e a viabilidade celular foram determinadas
microscopicamente em camara de Neubauer, sendo obtido a concentracdo de
2,2 x 10% de células germinativas recém purificadas e 1,2 x 10° de células

criopreservadas, ap0s a marcacao.

6.1.3 Transplante de células germinativas

As células utilizadas para criopreservacdo foram provenientes da etapa
de gradiente de percoll, uma vez que os experimentos do capitulo II,
evidenciaram que estas ceélulas apresentavam maior viabilidade apds o
descongelamento, quando utilizado o propanodiol 2M, que aquelas vindas do
plagueamento diferencial. Ja as células recém purificadas sédo provenientes da
etapa do plagueamento diferencial, como descrito no capitulo I. Cento e oito
larvas de A. altiparanae triploides, com 22 dias apo6s a eclosao, foram usadas
como receptores de células germinativas de B. amazonicus. Apdés marcar e
avaliar a concentragdo das oogoOnias-tronco, as larvas receptoras foram
anestesiadas com 2-phenylethanol na concentragéo de 29 mM, para assegurar

0 bem-estar dos animais durante os procedimentos experimentais.
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As células germinativas recém purificadas e as criopreservadas foram
transplantadas na regido da cavidade intraperitoneal (Figura 15), utilizado uma
micropipeta de borosilicato de 10 ym de didmetro e com angulo de corte de 30°
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 10* oogdnias-tronco recém purificadas e 3,8 x 10°
de oogonias-tronco criopreservadas.

Apés o transplante, as larvas foram avaliadas por microscopia de
fluorescéncia e selecionadas as que apresentavam as células doadoras. As
larvas foram mantidas em aquarios a 28°C com aeracao constante. Apos 10 dias,
todos os receptores foram avaliados em esteriomicroscopio de fluorescéncia
(Nikon SMZ18, Toquio, Japao).
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Figura 15 - llustrag@o das principais etapas utilizadas no transplante de oogodnias-tronco de
Brycon amazonicus em larvas triploides de Astyanax altiparanae.

e |20%
wip |30%

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda - 1) As gbnadas foram coletadas e submetidas dissociacdo celular enzimatica. 2) A
suspenséo celular obtida foi submetida a centrifuga em gradiente de densidade de percoll. As
células oriunda das bandas de 20% e 30% de percoll, que continham maior nimero de oogdnias
foram utilizadas em conjunto para as etapas seguintes. 3) Purificacdo por plaqueamento
diferencial. 4) Criopreservagdo 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 apds eclosao.

6.1.4 Confirmacéao da Triploidia

A triploidizacdo dos receptores foi confirmada mediante citometria de
fluxo, seguindo o protocolo de Xavier et al., (2017). Para tal, os animais com dois
meses apoés transplante foram anestesiados em solucdo de eugenol na
concentracéo de 100 mg L-1 (Biodindmica, 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 yL
de solucéo detergente (9,53 mM MgS04.7 H20; 47,67 mM KCI; 15 mM Tris; pH
8,0, com adicdo de sacarose e com detergente Triton a 0,6%) por 10 minutos,
na sequencia os nucleos foram corados, adicionando-se 800 uL de solucao 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
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Mm e analisadas em citdmetro de fluxo (CyFlow Ploidy Analyzer, Partec, GMBNh,

Alemanha).

6.1.5 Avaliagdo de quimerismo por técnicas histoquimica

As larvas receptoras foram coletadas aos 10 dias (h=1), 20 dias (n=1), 30
dias (n=1),40 dias (n=1) e 5 meses (n=1) apos transplante para cada tratamento,
de células germinativas recém purificadas e criopreservadas, e do grupo controle
3N. A andlise foi realizada por microscopia de fluorescéncia (Nikon SMZ18,
Toquio, Japdo) das laminas 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 solu¢cdo com
concentracfes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), embebidos em
paraplast (Sigma-Aldrich) e cortados em micrétomo equipado com lamina de aco
(Leica Biosystems RM2235, Heidelberg, Germany), na espessura de 5 um. Todo
o material foi examinado por microscopia de fluorescéncia (Nikon-Eclipse Ni,
Toquio, Japédo) e fotografado (NikonDSRi2, Nikon, Toquio, Japdo). Apds a
analise de fluorescéncia, as laminas eram coradas com hematoxilina-eosina

para verificar a posi¢do das células transplantadas na gbnada receptora.

6.1.6 Avaliacdo de quimerismo utilizando primers de microssatélite

A avaliacdo da presenca de células dos doadores nos receptores foi
realizada através de técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo
utiizado o par de primers da regido de microssatélite de piracanjuba,
Borg9/MF510256 (F-5CAGTCTGCGGCACTTACTTC-3 e R-5-
ACAGTGTCTATGTTGTGCAGT-3’), como descrito por Souza e colaboradores
(SOUZA et al., 2018).

As amostras de DNA gendmico (gDNA) oriundas do doador (génada) e
dos receptores (nadadeira, gbnada e sémen) aos sete meses apos transplante
foram obtidas. O gDNA foi extraido utilizando o kit comercial Wizard Genomic
DNA Purification Kit (PROMEGA #A1120, Madison, EUA), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Posteriormente, o gDNA extraido foi quantificado com
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uso do espectrofotdmetro QlAxpert (QIAGEN). Em seguida foi realizada a PCR,
utilizando 200 ng de gDNA extraido de cada amostra, nas seguintes condicdes
de ciclagem: inicialmente a reac¢ao foi incubada por 5 minutos a 94°C e seguida
de 35 ciclos de amplificacdo (94°C durante 45 segundos, 60°C durante 30
segundos e 72°C por 30 segundos) e extensao final a 72°C por 10 minutos,
utilizando o termociclador MULTIGENE (Labnet International, Inc.). Para as
amostras provenientes dos receptores foi realizado o Nested PCR, utilizando 5
uL dos produtos de amplificag@es, utilizando as mesmas condi¢cdes de ciclagem
mencionadas anteriormente. Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com 3 pUL de SYBER Safe
(Invitrogen) e visualizado em transluminador de ultravioleta. Os tamanhos dos
fragmentos amplificados foram verificados pela comparacdo com o marcador
DNA 1kb Plus Ladder (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Carlsban, EUA).

6.2 RESULTADOS

6.2.1 Marcacao e transplante das células germinativas dos doadores

Para a realizacdo do transplante, foram utilizadas oogodnias-tronco recém
purificadas e criopreservadas, provenientes do plaqueamento diferencial e do
gradiente de percoll, respectivamente. Apos verificar a eficacia da marcacao das
oogobnias-tronco de B. amazonicus com PKH26 (Figura 16), as células foram
transplantadas via cavidade intraperitoneal nas larvas receptoras de A.
altiparanae triploides. A marcacdo é uma etapa importante para a etapa do
rastreamento das células doadoras nas génadas dos receptores por técnicas de

histologia.
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Figura 16 - Marcagéao das oogonias tronco com PKH26.
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Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda — As pontas de setas indicam as oogbnias-tronco sob luz branca (A) e fluorescéncia

(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 nao foi possivel observar a

presenca de células fluorescentes logo apds a micromanipulacéo.
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Figura 17- Receptores de Astyanax altiparanae transplantados com oogénias-tronco de Brycon
amazonicus.

v
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Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda — As pontas das setas indicam as oog6nias-tronco sob luz branca e fluorescéncia.
(A,B) larva apés transplante sob luz branca e fluorescéncia, respectivamente. (C) detalhe da
regido destacada em B.

Dez dias ap6s transplante, foi realizado uma nova avaliacao nas larvas
transplantadas para verificacao da presenca de oogbnias-tronco nos receptores
(Figura 18). Das 48 larvas selecionadas, transplantadas com células recém
purificadas, apenas em 35 receptores foram identificadas a presenca 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 oogdnias-tronco de Brycon
amazonicus.

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda — As pontas das setas indicam as oogobnias-tronco sob luz fluorescénte. (A,B) Larva
com 10 dias pos-transplante sob luz branca e fluorescéncia, respectivamente. (C) detalhe da
regido destacada em B.

6.2.2 Confirmacao da triploidia

Foi observado que apenas 6,45% (n=2 machos) dos receptores
transplantados com células recém purificadas eram triploides. Por outro lado, os
individuos transplantados com células criopreservadas apresentaram 82,61% de
receptores triploides (n=10 fémeas e n=9 machos). As fémeas foram mantidas
em aquarios a 28°C até atingirem a maturacdo sexual e posteriormente, serdo

analisadas.

6.2.3 Avaliacdo de quimerismo por técnicas de histoquimica

As larvas transplantadas utilizando células recém purificadas e
criopreservadas transplantadas foram coletadas a cada 10 dias, por um periodo
de 40 dias e 5 meses apos transplante, utilizadas para montagem de laminas
histoldgicas. As laminas foram observadas por fluorescéncia para confirmacao
da presenca das ceélulas germinativas transplantadas. Nas analises foram
verificadas a presenca de tais células apenas nas larvas com 10 dias ap6s o
transplante, quando utilizadas as células criopreservadas (Figura 19). Nestas
larvas, as células foram encontradas proximo a regiao celomatica. Os resultados
apontam para um rapido declinio da presenca das células nos receptores logo

nos 10 primeiros dias apés o transplante, uma vez que das 10 larvas avaliadas
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apenas uma apresentou a células marcadas. Vale ressaltar que em alguns cortes

realizados, nao foi obtido uma estrutura integra das larvas.

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

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda — As pontas das setas indicam as oog6nias-tronco sob luz branca e fluorescéncia. (A,
B) Células marcadas com PKH26 s&o observadas 10 dias apds transplante em receptor (setas);
C, D) aproximacéo das imagens A e B.

Nas andlises histolégicas dos receptores machos triploides
transplantados com células recém purificadas e criopreservadas com cinco
meses apos o transplante, foi detectado trés estagios em desenvolvimento das
células germinativas (espermatogonias-tronco, espermatocitos e espermatides).
No entanto, ndo foram detectados espermatozoides no liumen testicular para

ambos tratamentos, incluindo o grupo controle 3N (Figura 20).
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Figura 20 - Secg0es histolégicas dos receptores triploides de Astyanax altiparanae.

.. "-"'ll'""f;:"'l ) ,“ \e
Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda — A) Controle sem transplante. B) Receptor transplantado com células-tronco oogéniais
recém purificadas. C) Receptor transplantado com células-tronco oogoniais criopreservadas.
Abreviagfes. SG: Espermatogonia-tronco, SPC: Espermatocitos, ST: Espermatides e L:
Luamen Testicular.

6.2.4 Avaliacdo de quimerismo utilizando primers de microssatélite

As analises de PCR utilizando amostras de gDNA do doador (gbnada) e
dos receptores transplantados com células criopreservadas e recém purificadas
(nadadeira, gbnada e sémen), cerca de sete meses ap0s o transplante, foram
realizadas com o uso do primer Borg 9 de microssatélite de Brycon orbignyanus.
Os resultados indicaram amplificagdo apenas na amostra do doador (Figuras 21
e 22), indicando a auséncia das células criopreservadas do doador nas gbnadas
dos receptores. As amostras de gbnada, sémen e nadadeira dos receptores
transplantados com células recém purificadas também ndo apresentaram
amplificacdo, apenas na amostra do doador (Figura 23), ndo sendo possivel
detectar amplificacdes 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 nao foi detectada a amplificagdo nas amostras dos receptores.
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Figura 21 - Eletroforese dos produtos de amplificacdo das amostras de gDNA do doador e
sémen e nadadeira de receptores transplantados com células criopreservadas.

L DO NR Rl R2 R3 R4 R5 R6

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda — DO — doador (gbnada); NR — Nadadeira do receptor; R1, R2, R3, R4, R5 e R6 —
Sémen dos receptores transplantados com células criopreservadas; L — Ladder.

Figura 22 - Eletroforese dos produtos de amplificagdo das amostras de gDNA do doador e
gbnada e nadadeira de receptores transplantados com células criopreservadas.

L DO N1 R1 N2 R2

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda — DO — doador (gbnada); N1 — Nadadeira do receptor 1; R1 — G6nada do receptor 1;
N2 — Nadadeira do receptor 2; R2 — Génada do receptor 2; L — Ladder.

Figura 23 - Eletroforese dos produtos de amplificacdo das amostras de gDNA do doador e
gbnada, sémen e nadadeira de receptores transplantados com células purificadas.

L DO N1 S1 N2 G2

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.
Legenda — DO — doador (génada); N1 — Nadadeira do receptor 1; S1 — Sémen do receptor 1; N2
— Nadadeira do receptor 2; G2 — Génada do receptor 2; L — Ladder.

6.3 DISCUSSAO

Oogbnias-tronco recém purificadas e criopreservadas de Brycon
amazonicus foram transplantadas em larvas de Astyanax altiparanae 3N com 22
dias apés a eclosdo. Dez dias apés o transplante, foi possivel identificar a
presenca das células doadoras fluorescentes em apenas 62 receptores, sendo
35 individuos com células recém purificadas e 27 com células criopreservadas.
No entanto, apenas em um individuo, as células germinativas criopreservadas

derivadas de doadores foram visualizadas por histoquimica dez dias apos
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transplante. Durante o acompanhamento nos dias seguintes, nao foi observada
a presenca das células doadoras nas cristas gonadais dos hospedeiros.

Embora a colonizacdo das células germinativas de Brycon amazonicus
marcados com PKH26 ndo tenha sido observada nas cristas gonadais dos
receptores, PSeniCka et al., (2016), relataram que apdés noventa dias do
transplante de oogonias-tronco frescas e criopreservadas de esterjao siberiano
(Acipenser baerii) em larvas apos a eclosao de esturjao (Acipenser ruthenus),
mais de 50% dos receptores apresentaram proliferacdo e colonizacdo das
células doadoras, para ambos tratamentos. Espermatogénias-tronco de Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), purificadas através do plaqueamento diferencial
com 10% de FBS, foram transplantadas e apds nove semanas, as células
doadoras foram identificadas em diferentes fases de desenvolvimento, em
multiplos tabulos seminiferos, em 89% dos receptores adultos (LACERDA, et al.
2010). Oogodnias-tronco de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foram
observadas vinte dias ap6s o transplante em larvas, no qual, 55 de 133 dos
receptores tinham células germinativas derivadas de doadores em suas gbnadas
sexualmente indiferenciadas (YOSHIZAKI et al., 2010). Utilizando uma espécie
da mesma familia do presente estudo, Siqueira-Silva e colaboradores (2019)
transplantaram espermatogénias-tronco de Brycon orbignianus em testiculos de
Astyanax altiparanae, e vinte e um dias ap0s o transplante, esperma marcado
positivamente com PKH26 foi observado junto com o esperma endoégeno. Em
salmonideos (TAKEUCHI et al.,, 2003), larvas ap6s a eclosdo tem sido
considerada como a melhor fase do desenvolvimento para realizar o transplante,
pois a taxa de sobrevivéncia dos receptores é consideravelmente maior apos o
transplante (94%).

Realizamos o transplante intraperitoneal usando larvas triploides de A.
altiparanae com 22 dias ap0s a eclosdo. Durante a realiza¢do dos experimentos,
alguns fatores podem ter influenciado a eficacia do transplante das células
germinativas de B. amazonicus, como a baixa eficiéncia na producdo dos
receptores triploides, sendo obtido apenas 6,45% de individuos triploides
transplantados com células recém purificadas. Além disso, por questbes
técnicas, o transplante em larvas com 22 dias apos a ecloséo foi realizado em
periodo mais tardio que aqueles utilizados nos trabalhos supracitados, pois
devido ao tamanho das larvas apds a eclosao, estavamos obtendo altas taxas
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de mortalidade por lesdes causadas ao realizar o transplante. Assim, o periodo
de desenvolvimento larval, bem como as células enddgenas dos receptores,

podem ser importantes fatores para a eficiéncia do transplante.

As analises histolégicas dos receptores machos triploides e controle
diploide evidenciaram a presenca de espermatogoénias-tronco e espermatocitos
nas génadas de individuos com cinco meses apoés o transplante. A semelhanca
da morfologia gonadal entre machos 2N e 3N também foi descrita por outros
autores (NASCIMENTO et al., 2017; LINHART et al.,, 2006). Em fémeas
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 sdo capazes de produzir espermatozoides aneuploides (LINHART
et al., 2006; PERUZZI et al., 2009). No entanto, foi relatado por Nascimento et
al., (2017), que fémeas triploides de lambari A. altiparanae séo estéreis. Fémeas
triploides transplantadas ainda serdo avaliadas quando atingirem a maturacao
sexual, através da inducdo hormonal para a desova, seguida da fecundacéo

artificial utilizando o sémen da B. amazonicus e analise da prole, se obtida.

Varios estudos mostram que primers desenhados para uma espécie
podem ser usadas para outras espécies do mesmo género (CASTRO et al.,
2017; LOPERA-BARRERO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2006), sendo estes
conhecidos como primers heterdlogos. Dessa forma, utilizamos o primer Borg9,
gue foi desenhado para Brycon orbignianus, para avaliar a presenca de células
germinativas de Brycon amazonicus nas gbnadas receptoras. Os resultados
indicaram a amplificagdo com tamanho esperado nos doadores e néo
amplificavam dos receptores, sendo possivel a utilizagdo dos mesmos para a
analise de quimerismo. Na analise de PCR das amostras de sémen e gbnada
dos receptores transplantados, com células recém purificadas e criopreservadas,
ndo foi observado o produto de amplificacdo do material genético proveniente

dos doadores e, portanto, a ndo obtenc&o de quimera germinativa.

A competicdo das células endogenas e exdgenas nos receptores machos
triploides, podem ter prejudicado a eficacia de proliferacdo e colonizadas das
células doadoras, ja que, os receptores adequados sdo aqueles que nao

apresentam espermatogéneses ou oogénese enddgenas, e seu epitélio seja
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formado unicamente por células somaticas (BRINSTER et al., 2003;
SHINOHARA et al., 2002). Outro parametro que pode afetar a eficiéncia de
colonizagdo e proliferagdo das células doadoras, pode ser a qualidade e
viabilidade das células-tronco apds os processos de isolamento e purificacao.
Apesar de ter sido obtido alta viabilidade das células germinativas oriundas das
etapas de purificacdo, na analise de expressao génica foi verificada uma queda
na expressao de genes importantes, como nanog e oct4, em relacdo a gbnada.
Em contraste a estes resultados, Ryu & Gong, (2020) observaram que 0s genes
nanos2 e vasa apresentaram altos niveis de expressdo génica nas oogonias-
tronco submetidas ao plaqueamento diferencial. Este fato sugere que as
condicdes de purificacdo, tal como meio, acdo enzimética e periodo de
purificacdo podem ter afetado a qualidade da célula. Portanto, a eficiéncia na
geracdo de quimeras germinativas depende de varios fatores e que ainda

necessitam serem estudos nas espécies utilizadas.

6.4 CONSIDERACOES

Este € o primeiro relato sobre o transplante de células germinativas
utilizando larvas como receptores em espécies neotropicais. A presenca das
oogobnias-tronco transplantadas foi verificada no 10° dia apos transplante, no
entanto, nos dias seguintes ndo foi observado a presenca destas células nas
cristas gonadais dos hospedeiros. Para o nosso estudo, a otimizacdo dos
parametros envolvidos na eficacia do transplante sdo importantes para futura

aplicacdo desta tecnologia na conservacao de genétipos ameacados.
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CAPITULO IV

Transplante de célula germinativa primordial de Brycon amazonicus para
receptores triploides (3N) e hibridos triploides (H3N)

Neste capitulo sdo abordados os estudos de marcacdo de células
germinativas primordiais (PGCs) de B. amazonicus, bem como o transplante
destas células para embrides de Astyanax altiparanae triploides e hibrido
triploides, sendo o ultimo oriundo da fecundacéo in vitro de odécitos de Astyanax

altiparanae e sémen de Astyanax fasciatus.

7 MATERIAIS E METODOS

7.1.1 Producéo de doadores Brycon amazonicus e receptores 3N e H3N

Os reprodutores de Brycon amazonicus, Astyanax altiparanae e Astyanax
fasciatus foram selecionados por meio de caracteristicas reprodutivas
secundarias de maturacdo, como barriga arredondada e papila urogenital
avermelhada para as fémeas, e machos apresentando espiculas na nadadeira
anal ou liberando sémen apés leve pressao manual na cavidade celoméatica, no
sentido cranio-caudal. ApGs a selecao, os procedimentos gerais de reproducéo
induzida por extrato de hipdfise e fertilizacdo dos gametas foram realizados como
descrito no capitulo 111.

A producdo dos receptores 3N e H3N foi obtida por método de
manipulacdo cromossdmica utilizando choque térmico (NASCIMENTO et al.,
2017; PIVA et al., 2018). Os triploides foram gerados utilizando oécitos e sémen
de Astyanax altiparanae, enquanto que nos hibridos triploides foram utilizados
oocitos de Astyanax altiparanae e sémen de Astyanax fasciatus na etapa de
fertilizagdo. Dois minutos apos fertilizagdo, os embrides foram submetidos a um
choque de temperatura, sendo transferidos rapidamente de 28°C a 40°C,
permanecendo nesta temperatura por um periodo de 2 minutos e retornando
rapidamente a temperatura de 28°C. Este procedimento tem como objetivo inibir

0S mecanismos que levariam a expulsao do segundo corpusculo polar.
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7.1.2 Marcacdo e preparacdo de células germinativas primordiais de

Brycon amazonicus para transplante

Inicialmente, o MRNA GFP-nosl1 3'UTR foi produzido usando como molde
para sintese o vetor pCS2-GFP-nosl 3'UTR, gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Takafumi Fujimoto (Hokkaido University, Japao), que contém a regidao 3'UTR do
cDNA de Danio rerio em fusdo com a regiao codificante da proteina fluorescente
verde (GFP) (Koprunner et al., 2001). Para a sintese, 1 ug do vetor foi clivado
com a enzima de restricdo Not | (IVGN0014, Anza™ (1, Invitrogen) e 0 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 KCIl a 200 mM, na concentracdo final de 100 ng/uL. A
concentracdo e a qualidade do mRNA foram medidas no espectrofotdbmetro
QIAxpert (Qiagen, Hilden, Alemanha).

A marcacédo das PGCs de B. amazonicus com a proteina reporter GFP foi
realizada pela microinjecdo de mRNA sintetizado in vitro. Inicialmente, os ovos
recém fertilizados foram decorionados utilizando pronase a 0,05% em solucao
de Characin (12 mM NaCl, 1 mM KCI, 1.5 mM CaCl2 and 1.5 mM MgCI2). Os
embrides decorionados no estagio de uma célula foram entdo utilizados para a
microinjecdo de mRNA. Para isso, foi utilizado uma micropipeta de silicato de
boro de 10 ym de didmetro (Drummond, EUA) conectada a um microinjetor
(CellTram vario, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) acoplado ao
micromanipulador (M-152, Narishige, Téquio, Japao) sob estereomicroscépio
(SMZz18, Nikon®, Téquio, Japéo). A microinjecdo foi realizada no blastodisco no
estagio de uma célula, sendo microinjetado cerca de 10 nL do mRNA sintetizado.

Os embrides injetados foram acompanhados até atingirem a fase de
blastula, momento no qual passaram pelo processo de dissociacdo. Para
dissociacdo, a blastoderme foi removida com auxilio de agulha de insulina,
obtendo assim um formato esférico (blastosfera). As blastosferas foram lavadas
com solucéo de Holtfreter (59,20 mM de NacCl, 0,67 mM de KCI, 0,90 mM de
CaCl2 e 2,40 mM NaHCO3) para remocgéao total do vitelo. ApGs a retirada do
sobrenadante, foi adicionado 400 pL de solucédo de citrato de sodio a 0,25%,
permitindo desta forma a dissociagcdo dos blastbmeros. Em seguida, os

blastdmeros dissociados foram cultivados em duas soluc¢des diferentes: solucéo



95

salina: solucéo Holtfreter e meio suplementado: 50% Holtfreter e 50% de meio
de cultivo celular. O meio de cultivo celular era composto por Meio Essencial
Minimo Modificado por Dulbecco (DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medim
— high glucose, Sigma), 10% de Soro Fetal Bovino (FBS — Fetal Bovine Serum,
GIBCO), 1X solucdo de aminoacidos ndo essenciais (MEM Non — Essential
Amino Acid Solution- 100X, SIGMA), 1X solucéo de vitaminas (MEM Vitamins
Solution — 100X, SIGMA), 1X de glutaMAX (SIGMA), 1X solucao antibiética e
antimicética (Antibiotic Antymicotic Solution 100X, SIGMA ) e 1 mM de solucao
de piruvato de sédio (Sodium Pyruvate Solution — 100 mM, SIGMA). Os meios
foram mantidos em estufa de CO2 a 30°C e 100% de umidade. O
desenvolvimento do grupo controle, sem a dissociacdo dos blastomeros, foi
acompanhado até atingir a fase de segmentacdo, 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 trés células GFP
obtidas no estagio de segmentacdo do B. amazonicus, por embrido receptor,
sendo estas células aspiradas por micropipeta de boro-silicato com 20 ym de
diametro (Drummond, EUA), conectada a um microinjetor (CellTram vario,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e acoplado ao micromanipulador (M-152,
Narishige, Toéquio, Japdo) sob estereomicroscopio de fluorescéncia (SMZ18,
Nikon®, Toquio, Japao). O transplante das PGCs foram realizados na regiao
marginal lateral da blastoderme dos embrides receptores 3N e H3N, seguindo
protocolos previamente estabelecidos ( YASUI et al., 2011; SAITO et al., 2008)
(Figura 24). Foram realizadas trés repeticfes 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 - llustracdo do transplante de células germinativas primordiais.

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021.

Legenda — 1) Os gametas de Brycon amazonicus foram coletados e fertilizados. 2) Os embrides
decorionados no estagio de uma célula foram microinjetados com mRNA GFP-nosl 3'UTR. 3)
Para dissociacao, a blastoderme foi removida com auxilio de agulha de insulina, obtendo assim
um formato esférico. As blastosferas foram dissociadas com 400 pL de solugéo de citrato de
sédio a 0,25%. 4) Os blastdbmeros dissociados foram cultivados e o desenvolvimento do grupo
controle, sem a dissociagdo dos blastomeros, foi realizado até atingir a fase de segmentacao,
momento em que as PGCs GFP positivas na placa de cultivo foram evidenciadas. 5) As PGCs
no estagio de segmentacao do B. amazonicus, foram transplantadas na regido marginal lateral
da blastoderme dos embrides receptores 3N e H3N.

Os embrides transplantados e grupos controles (intactos e decorionados)
foram mantidos em placa de Petri (130 x 30 mm) com 300 mL de solucéo de
Holtfreter contendo 0,01% penicilina e 0,01% estreptomicina, a 26°C em
incubadora demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D). O desenvolvimento
embrionario, larval e migracdo das PGCs transplantadas foram monitoradas até
um dia pés eclosdo, sob esteriomicroscopio de fluorescéncia (Nikon SMZ18,
Toquio, Japéo). Imagens digitais foram capturadas usando o Nis-Ar Elements
(Nikon, Toquio, Japéo).

O quimerismo germinativo foi acompanhando por fluorescéncia,
observando a migracdo e proliferagcdo celular das PGCs GFP positivas

transplantadas.

7.1.3 Analise Estatistica

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média. Todos
os dados foram transformados usando a transformacéo do arco-sin, a fim de se

encaixar normalidade e submetidos a ANOVA, seguido por um teste de Tukey’'s
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(a = 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
STATISTICA 7.0.

7.2 RESULTADOS

Na analise do cultivo de blastémeros até a fase de segmentacéo utilizando
mistura de 1:1 da solucdo de Holterfreter e meio de cultivo foi verificado que a
expressdo de GFP nas PGCs de Brycon amazonicus € dependente do meio
utilizado. O uso de meio suplementado foi eficaz para observar as PGCs
expressando a GFP, enquanto que os blastdmeros dissociados e cultivados
somente na solucao salina ndo apresentaram PGCs expressando a GFP.

Os transplantes foram realizados utilizando as PGCs GFP positivas
isoladas na solucéo de Holterfreter suplementado com meio de cultivo, utilizando
o Brycon amazonicus como espécie doadoras e embrides 3N de Astyanax
altiparanae e H3N de Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus.

Os embrides transplantados, do total de 119 (61 transplantes com
receptores 3N e 58 com H3N) apresentaram baixa eclosao, 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 estatisticos indicaram
gue nao houve diferencas significativas entre os receptores utilizados, apesar de
ser observado que os receptores 3N apresentaram maior taxa de eclosdo e
normalidade das larvas. Nestes experimentos, também foi verificado que os
grupos controles dos doadores apresentaram baixas taxas de sobrevivéncia,
principalmente na fase de ecloséo, sendo na grande maioria larvas anormais,

com 91,7 £ 1,6 e 90,0 + 58, para ambos transplantes.
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Tabela 4 - Desenvolvimento embrionario do B. amazonicus (doador), receptor 3N de A. altiparanae e embrides transplantados com células germinativas
primordiais (PGCs).

Larvas
Total \ao Fertilizados (%, Clivagem (%) Blastula (%) Gastrula (%) Segmentagdo (%) Eclosao (%) Normal (%) Anormal (%)
Doador 152 35 +00 * 965 +06 @952 +14 @ 843 +0,7 * 439 +53 * 158+83 * 100 +58 * 900 =58 *?
Receptor H3N 178 - 100 £ 0,0 * 100 £0,0 @ 92,7 +12 *® 927 +12 @ 211+55 @ 222 +181 % 796 + 16,6 *°
Transplantados 58 - 100 - 0,0 ® 100 +0,0 » 100 +0,0 * 795 +89 * 321+118 * 48 +39 ?* 952 +39 °

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

Tabela 5 - Desenvolvimento embrionario do B. amazonicus (doador), receptor H3N de A. altiparanae x A. fasciatus e embrifes transplantados com células
germinativas primordiais (PGCs).

Larvas
Total N&o Fertilizados (%) Clivagem (%) Blastula (%) Gastrula (%) Segmentacdo (%) Ecloséo (%) Normal (%) Anormal (%)
Doador 152 35 +00°" 965 £+ 06 952 +14 * 843 +0,7 * 439 +53 * 158+83 * 100 +£58 * 90,0 £58 *?
Receptor H3N 178 - 100 £+0,0® 100 £ 0,0 @ 92,7 +12 *® 927 +12 * 211+55 2 222 +181%2 79,6 + 166
Transplantados 58 - 100 - 00" 100 +0,0"° 100 +00 " 795 +89 * 321+118 * 48 +39 ® 952 +39 @

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021
Legenda - Dados em coluna contendo letras diferentes denotam diferencas significativas (P < 0.05).
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Os rastreamentos das PGCs em todos os embrides transplantados estédo
mostrados nas Figuras de 25 a 28. As PGCs provenientes dos doadores de B.
amazonicus migraram para regides ectopicas como cabeca, vitelo e musculo e nédo

apresentaram proliferacdo (Figuras 26 e 28).

Figura 25 - Embrides transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e
isoladas de Brycon amazonicus em receptores 3N.

500 pm

500 um

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021

Legenda - A e B - Embrides em fase de blastula, logo apos o transplante (PGCs, ponta da seta). C
e D Embrides em fase de gastrula com 50% de epibolia (PGCs, ponta da seta). As imagens B e D,
séo capturadas sob fluorescéncia de A e C.
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Figura 26 - Embrides transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e
isoladas de Brycon amazonicus em receptores 3N.

500 pm

500 pm

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021
Legenda - A e B - Embrides com 6 somitos (PGC indicada pela ponta da seta). C e D larvas pos-

eclosédo (PGC indicada pela ponta da seta). C e D larvas pés-eclosdo (PGC indicada pela ponta da
seta). As imagens B e D, sdo capturadas sob fluorescéncia de A e C.
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Figura 27 - Embrides transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e
isoladas de Brycon amazonicus em receptores H3N.

500 pm

500 pm

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021

Legenda - A e B - Embrides em fase de blastula, logo apés o transplante (PGCs, ponta da seta). C
e D Embribes em fase de gastrula com 50% de epibolia (PGCs indicadas pelas ponta da seta). As
imagens B e D, sdo capturadas sob fluorescéncia de A e C.
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Figura 28 - Embrides transplantados usando células germinativas primordiais (PGCs) marcadas e
isoladas de Brycon amazonicus em receptores H3N.

500 um

Fonte: CARVALHO, G. B., 2021

Legenda - A e B - Embriées com 14 somitos (PGCs indicadas pela ponta da seta). C e D larvas p@s-
eclosdo (PGCs indicadas pela ponta da seta). C e D larvas pos-ecloséo (PGCs indicadas pela
ponta da seta). As imagens B e D, s&o capturadas sob fluorescéncia de A e C.

7.3 DISCUSSAO

Nesse estudo, foi realizado o transplante de células germinativas primordiais
de Brycon amazonicus para a regido marginal lateral da blastoderme dos embrides
receptores de Astyanax altiparanae triploides e hibridos de Astyanax altiparanae e
Astyanax fasciatus triploides. A rastreabilidade das PGCs transplantadas,
provenientes dos doadores de B. amazonicus, demonstrou migra¢des ectdpicas nos
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embrides receptores, ou seja, ndo migraram para a crista gonadal, como esperado
para a geragdo de quimeras germinativas. Ao avaliar o desenvolvimento
embrionério dos grupos controles, foi verificado que os doadores e receptores
apresentaram baixas taxas de sobrevivéncia, o que pode ter influenciado na eficacia
da metodologia empregada. O desenvolvimento embrionario anormal dos
receptores, também pode ter sido limitante para a migracdo das PGCs em direcao
a crista gonadal. Além disso, o procedimento de dissociacdo dos blastémeros
doadores, bem como o tempo de transplante, pode ter contribuindo para a migracéo
ectdpica das PGCs transplantadas, ja que, os blastbmeros dissociados foram

cultivados por um periodo de aproximadamente seis horas até o transplante.

A producao de quimera germinativa envolve metodologias laboriosas e ainda
de baixa eficiéncia, sendo obtidas quimeras em poucas espécies de peixes,
principalmente quando utilizado o transplante de PGCs. Os procedimentos
reportados na literatura para a producéo de quimeras germinativas em espécies que
ndo sdo nativas do Brasil, foram aplicadas neste trabalho, porém os dados
indicaram que adaptacdes devem ser realizadas para 0 sucesso na geracdo de
guimeras germinativas. Os primeiros experimentos envolvendo a micromanipulacéo
de embribes, utilizando espécies neotropicais, foram reportados ainda
recentemente (COELHO et al, 2019), os quais incluiram as técnicas de remocéao de
corion, cultura de embriGes e rastreabilidade de PGCs in vivo. Devido a alta taxa
metabdlica dos embrides nas espécies nativas, 0s quais eclodem em periodo
inferior a 24 horas, alta demanda de oxigénio para o desenvolvimento embrionario
é requerida, o que dificulta a manutencédo em placa destes embrides, utilizando os
sistemas de micromanipula¢gfes reportados. Pensando nisso, varios testes foram
desenvolvidos para manter a integridade dos embrides durante os procedimentos

de producéo de quimeras germinativas em espeécies neotropicais.

No decorrer dos experimentos, observamos que a utilizacdo de solucdes
salinas, como Holterfreter e Characin, sado eficazes para o desenvolvimento dos
embrides receptores e doadores das espécies nativas. Em outras espécies, como
0 zebra-fish (Danio rerio), € comumente utilizado a solugéo de Ringer durante todo
o desenvolvimento embrionario dos doadores, incluindo o cultivo das PGCs apos a
dissociacao celular e transplante (SAITO et al., 2010 e 2011). Nas espécies nativas,

observamos que a utilizagdo da solugéo salina de Holterfreter no sistema de cultivo
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das PGCs, ap0s a dissociacao celular dos embrides na fase de blastula, ndo estava
sendo efetiva para detectar as PGCs GFP positivas. A alteracdo do meio de cultivo
das células provenientes das blastulas dissociadas, utilizando a mistura de 1:1 da
solucédo de Holterfreter e meio de cultivo, foi efetiva para obtencdo de PGCs GFP
positivas, oriundas de Brycon amazonicus. Corroborando com estes resultados, a
utilizacdo de Holterfreter suplementado no cultivo das PGCs nas espécies de
Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus, foram satisfatorios para a deteccao de
PGCs expressando GFP, bem como a migracdo e proliferacdo das células de

Astyanax altiparanae ap0s o transplante (dados ndo publicados).

O rapido desenvolvimento das espécies neotropicais € um fator limitante para
a aplicacao das metodologias de obtencdo de quimera germinativa pelo transplante
de PGCs. A microinjecdo de RNA sintético para marcacdo de PGC esta limitada a
um periodo de cerca de 20 minutos. Apds isto, ocorre a primeira clivagem, o que
dificulta a continuidade do procedimento. O periodo de transplante de PGCs € outro
fator ainda mais limitante. A identificacdo das PGCs GFP positivas sdo mais
evidentes a partir da fase de segmentacdo, uma vez que as outras células vao
perdendo a marcacdo da fluorescéncia. Tem sido reportado que o transplante de
PGCs em receptores na fase de blastula, com aproximadamente 1000 células,
devem ser realizado quando as células doadoras estiverem na fase de 5 a 15
somitos (verificado pelo controle ndo dissociado), para que ainda ocorra a migracao
correta das PGCs (SAITO et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010). Sendo assim, nas
espécies neotropicais, o transplante deve ser realizado a um periodo limitado, em
aproximadamente 1:30 hora, no entanto, em até 50 minutos foi observado melhores
resultados de migracédo das células doadoras (dados néo publicados). Além disso,
o procedimento de transplante € muito laborioso, sendo realizado poucos
transplantes durante este periodo. Tudo isso ainda depende da perfeita
sincronizacdo de desova dos doadores e receptores, sendo necessaria a
programacao de véarias desovas de receptores para que estejam na fase correta do
desenvolvimento embrionério para a realizacdo do transplante. Além do mais, outro
fator que dificulta a realizacdo da técnica € a geracao de receptores estéreis, cujos
procedimentos tendem a diminuir a viabilidade dos embrides em relacdo aqueles

obtidos somente pela fecundacéo 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 blastula,
segmentacdo e embridides, sdo capazes de produzir quimeras germinativas
reprodutivamente funcionais. No entanto, outros autores (YASUI et al, 2011), ao
utilizar o método de dissociacdo em blastdbmeros obtiveram taxa de 1,1% de
guimeras germinativas, enquanto em outros estudos obtiveram taxa de 30% e
42,7% de embrides quiméricos produzidos pelo método de dissociacdo dos
embrides, sendo o transplante no estagio de 10-15 somitos (SAITO et al, 2010,
2011). Embora a dissociacdo dos embrides na fase de segmentacdo tenha sido
eficaz em outros estudos, para as espécies neotropicais, a dissociacdo das células
na fase de segmentacao para serem transplantadas em blastdmeros, se torna algo
inviavel, devido ao rapido desenvolvimento das espécies. Um fator que auxiliaria na
producdo de quimeras germinativas em espécies nativas, seria a identificacdo e
transplante das PGCs GFP positivas antes da fase de segmentacdo. Assim, alguns
estudos tem sido desenvolvidos com o bucky ball, um gene regulador crucial
do desenvolvimento da linhagem germinativa em peixes, que € expresso durante a
embriogénese, sendo detectado durante o estagio de blastula (SONG et al., 2021;
RIEMER et al., 2015), podendo ser um marcador mais eficaz de PGCs visando o

transplante em espécies neotropicais.

7.4 CONSIDERACOES

Embora a migragéo e colonizagéo das PGCs doadoras, marcadas pela GFP,
nao tenham sido eficazes nos receptores utilizados, as células transplantadas foram
visualizadas durante todo o desenvolvimento embrionario, inclusive na ecloséo. A
utilizacdo de meio de cultivo suplementado durante o periodo de cultivo dos
blastdbmeros dissociados proporcionou a identificacdo das PGCs e posterior
transplante, sendo um avango importante na técnica de geragdo de quimera
germinativa, utilizando o B. amazonicus. No entanto, a eficiente producédo 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 otimizacao da fase de dissociacéo e transplante,

para assim, melhorar a eficacia do transplante de células germinativas.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/germline

106

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

COELHO, G. C., ISAAC, S. Y., MIRA-LOPEZ, T. M., MONZANI, P. S., ARASHIRO,
D. R., FUJIMOTO, T., SENHORINI, J. A. & YASUI, G. S. (2019). Preparation of
a fish embryo for micromanipulation: staging of development, removal of the
chorion and traceability of PGCs in Prochilodus lineatus. International Journal
of Developmental Biology, 63(1-2), 57-65.

KAWAKAMI, Y., GOTO-KAZETO, R., SAITO, T., FUJIMOTO, T., HIGAKI, S,
TAKAHASHI, Y., & YAMAHA, E. (2010). Generation of germ-line chimera
zebrafish using primordial germ cells isolated from cultured blastomeres and
cryopreserved embryoids. International Journal of Developmental Biology,
54(10), 1493-1501.

KOPRUNNER M, THISSE C, THISSE B, RAZ E (2001). A zebrafish nanos -related
PGC migration in Neotropical characin 65 gene is essential for the development
of primordial germ cells. Genes Dev. 15: 2877-2885.

NASCIMENTO, N. F., PEREIRA-SANTOS, M., PIVA, L. H., MANZINI, B.,
FUJIMOTO, T., SENHORINI, J. A, YASUI, G. S. & NAKAGHI, L. S. O. (2017).
Growth, fatty acid composition, and reproductive parameters of diploid and
triploid yellowtail tetra Astyanax altiparanae. Aquaculture, 471, 163-171.

PIVA, L. H., DE SIQUEIRA-SILVA, D. H., GOES, C. A. G., FUJIMOTO, T., SAITO,
T., DRAGONE, L. V. & YASUI, G. S. (2018). Triploid or hybrid tetra: which is the
ideal sterile host for surrogate technology?. Theriogenology, 108, 239-244.

RIEMER, S., BONTEMS, F., KRISHNAKUMAR, P., GOMANN, J., & DOSCH, R.
(2015). A functional Bucky ball-GFP transgene visualizes germ plasm in living
zebrafish. Gene Expression Patterns, 18(1-2), 44-52.

SAITO, T., GOTO-KAZETO, R., FUJIMOTO, T., KAWAKAMI, Y., ARAI, K., &
YAMAHA, E. (2010). Inter-species transplantation and migration of primordial
germ cells in cyprinid fish. International Journal of Developmental Biology,
54(10), 1481-1486.

SAITO, T., GOTO-KAZETO, R., KAWAKAMI, Y., NOMURA, K., TANAKA, H.,
ADACHI, S., & YAMAHA, E. (2011). The mechanism for primordial germ-cell
migration is conserved between Japanese eel and zebrafish. PloS one, 6(9),
e24460.

SONG, P., SUN, B., ZHU, Y., ZHONG, Y., GUO, J., GUI, L., & LI, M. (2021). Bucky



107

ball induces primordial germ cell increase in medaka. Gene, 768, 145317.

YASUI, G. S., FUJIMOTO, T., SAKAO, S., YAMAHA, E., & ARAI, K. (2011).
Production of loach (Misgurnus anguillicaudatus) germ-line chimera using
transplantation of primordial germ cells isolated from cryopreserved
blastomeres. Journal of Animal Science, 89(8), 2380-2388.



108

8. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do isolamento de oogobnias-tronco utilizando a dissociacéo
enzimatica e as etapas de purificacéo, foi possivel obter alta pureza das células-
tronco de Brycon amazonicus, além disso essas células possuem forte atividade da
fosfatase alcalina, sendo visualizado pela intensidade de fluorescéncia. No entanto,
as analises de expressdo génica e expressdo relativa evidenciaram uma baixa
expressdo dos genes de interesse para essas células, principalmente quando
analisamos as expressdes de nanog e oct4. Dessa forma, os procedimentos
utilizados no isolamento e purificacdo de o6gonias-tronco de B. amazonicus devem
ser aprimorados, para a obtencdo de células de alta qualidade, viabilidade e

expressando genes importantes dessas células.

A criopreservacdo de oogonias-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 nitrogénio liquido. Este
foi um passo importante para a constituicdo de bancos genéticos de células-tronco
de B. amazonicus visando o transplante via intraperitoneal em larvas triploides de
Astyanax altiparanae. Esta estratégia € importante para a conservacdo e
restauracdo de espécies amacadas de extingdo ou de importancia na aquicultura,
utilizando receptores com reproducdo mais rapidas e com sucessivos eventos

reprodutivos.

Este é o primeiro relato sobre o transplante de células germinativas utilizando
larvas e embrides como receptores em espécies neotropicais. Embora a migracao
e colonizacado das células doadoras nédo tenha sido eficaz nos receptores utilizados,
as PGCs transplantadas foram visualizadas durante todo o desenvolvimento
embrionario, inclusive na eclosdo, jA as oogonias-tronco transplantadas foram
verificadas até o 10° dia ap0s o transplante. No entanto, a eficiéncia na geracao de
guimeras germinativas depende de varios fatores e que ainda necessitam serem
estudos nas espécies utilizadas, tal como meio, otimizagdo no isolamento das
células germinativas, periodo de purificacdo, marcadores mais eficazes de PGCs,
escolha dos receptores ideais, para assim, melhorar a eficacia do transplante de

células germinativas.
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Para 0 nosso estudo, a otimizacao dos parametros envolvidos na eficacia do
transplante sdo importantes para futura aplicagéo desta tecnologia na conservacao

de gendtipos ameacados.



