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RESUMO
No Brasil os siluriformes neotropicais sdo o segundo grupo mais ameacado de
extincdo com 91 espécies. Neste trabalho, foi empregada a técnica de
guimerismo usando duas espécies de siluriformes neotropicais o mandi
(Pimelodus maculatus) e o bagre sapo (Pseudopimelodus mangurus), visando
a reconstituicdo da segunda espécie. Para tal foi estabelecido um protocolo de
isolamento, separacao, transplante e criopreservacdo de células germinativas
tronco. As gbnadas de P. mangurus foram digeridas enzimaticamente e as
células germinativas tronco foram separadas por gradiente descontinuo de
densidade, marcadas com PKH26 e transplantadas via papila urogenital em 32
receptores triploides de P. maculatus. Oito gbnadas de P. maculatus que
receberam transplantes foram analisadas por cortes histoldégicos e microscopia
de epifluorescéncia para identificacdo das células germinativo tronco
transplantadas, sendo encontradas células do doador em duas gbnadas
receptoras. Parte das gbnadas, bem como do tecido muscular de P. maculatus
e de P. mangurus foram utilizados para a extracdo do DNA genbémico e serao
utiizados para andlise molecular, por a construcdo de primers, para
confirmacdo do quimerismo. O protocolo estabelecido de criopreservacédo de
células germinativas-tronco de P. mangurus permitira transplante via
intraperitoneal em larvas triploides, durante o periodo reprodutivo. Este trabalho
€ pioneiro no transplante de células germinativas-tronco em espécies de
siluriformes neotropicais, usando receptores adultos triploides. Os resultados
obtidos neste deste estudo podera ser futuramente empregado em outras

espécies nativas que estan em perigo de extingdo ou de importancia na
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aquicultura. Palavras chave: Célula germinativas-tronco, transplante célular,

criopreservacao.

ABSTRACT

In Brazil, Neotropical siluriformes are the second more endangered group with
91 species. In this work, the technique of chimerism was used with two species
of Neotropical siluriformes, mpndidfPimelodus maculatus) and bagre sapoofo
(Pseudopimelodus mangurus), aiming the reconstitution of the second species.
Therefore, was established a protocol for isolation; separation and
transplantation of stem germ-cells. The gonads of P. mangurus were enzymatic
digested and the stem germ-cells separated using a discontinuous density
gradient, labeled with PKH26 and transplanted through the urogenital papillaein
32 triploids recipients of P. maculatus. The gonads of eight fish that have
received the stem germ-cells were analyzed by histology and fluorescent
microscopy for identification of the germ-cell transplanted, and cells from the
donor fish were identified in the recipient gonads. For confirmation of
chimerism, part of the gonads, as well the muscle tissue of P. maculatus and P.
mangurus was used for extraction of genomic DNA, for primers construction
and confirmation of the chimerism. The developed protocol for cryopreservation
of stem germ-cells of P.mangurus will allow the transplant via urogenital papila
in triploid larvae during the spawning season. This work is pioneer in the
transplant of stem germ-cells in Neotropical siluriformes using adult triploids as
recipients. The results of this study may be applied in future endangered native

species or with importance to aquaculture.
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1. INTRODUCAO GERAL

Na regido neotropical foram identificadas 4.475 espécies de peixes em
aguas continentais (REIS; KULLANDER e FERRARIS, 2003), sendo que cerca
de 77% das espécies foram classificadas na classe Ostariophysi, a qual inclui
as ordens Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes (ALBERT; PETRY e
REIS, 2011). O Brasil, o qual estd localizado na regido neotropical, foram
identificadas 2.587 espécies de peixes de aguas doces, totalizando cerca 10%
das espécies de peixes identificados no mundo (BUCKUP; MENEZES e
GHAZZI, 2007). A ordem Siluriforme é a mais abundante com 1.915 espécies
conhecidas, compreendidas em 15 familias (REIS; KULLANDER e

FERRARIS, 2003; REIS et al., 2016).

Os impactos causados nas bacias hidrogréficas, como a pesca
predatdria, introducdo de espécies exdticas, contaminacdo aquatica, destruicdo
das matas ciliares e a construcéo de barragens para producéo de energia pelas
usinas hidrelétricas, refletem na acentuada reducdo das populacbes da
ictiofauna brasileira (REIS; KULLANDER e FERRARIS, 2003; AGOSTINHO;
THOMAZ e GOMES, 2005; BELLARD; CASSEY e BLACKBURN, 2016).
Estima-se que 312 espécies de peixes continentais se encontram em perigo de
extingdo, como pode ser verificado no Livro Vermelho da fauna Brasileira
ameacada de extin¢do, onde os Siluriformes sdo o segundo grupo mais afetado

com 91 espécies ameacgadas (ICMBIO, 2016).
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Por tanto, em vista das problematicas acima citadas, a aplicacdo de
biotecnologias reprodutivas, tais como manipulacdo cromossomica,
criopreservacdo de gametas em nitrogénio liquido, androgénese, ginogénese e
guimerismo, podem ser usadas para auxiliar na conservagao e reconstituicao
de espécies ameacadas de extingdo, bem como na producao de peixes de alto

valor comercial na aquicultura (YAMAHA et al., 2007; LUJIC et al., 2015).

Transplante de células germinativas

As células germinativas primordiais (PGCs) sao células precursoras das
células germinativas-tronco (espermatogbnias ou oogobnias), e estas Ultimas
tém a capacidade de se reproduzirem indefinidamente, possuem alta
plasticidade sexual podendo diferenciar-se em gametas de ambos sexos
(OKUTSU et al., 2006; CINALLI; RANGAN e LEHMANN, 2008; NOBREGA et
al., 2010). As células germinativas-tronco transmitem informacao genética para
a geracao seguinte, tanto pela heranca citoplasmatica como pela nuclear, e sdo
importantes para manter a variabilidade genética de uma populacdo (YASUI;
FUJIMOTO e ARAI, 2010; LEE et al., 2013). Portanto, as PGCs e as células
germinativas-tronco sédo alvos atrativos para a aplicacdo de biotécnicas
reprodutivas, como o quimerismo, bem como para formacao de banco genético

através da criopreservacédo a longo prazo em nitrogénio liquido.

O quimerismo consiste em remover as ceélulas germinativa (PGCs,
espermatogbnias ou oogbnias) do doador para ser transplantadas em receptor
estéril, onde as células proliferaram e se desenvolverem em gametas com
caracteristicas genéticas do doador (OKUTSU et al., 2007; NOBREGA et al.,

2010; YOSHIZAKI, GORO et al., 2010; YOSHIZAKI, G et al., 2010).
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Diferentes metodologias foram desenvolvidas para a geracdo de
guimera germinativa em peixes. As PGCs tém sido utilizadas no transplante
para embrides receptores no estagio de blastula, sendo coletadas de embrides
doadores e transplantada em embrides receptores mediante o uso de
micromanipulacdo (CIRUNA et al., 2002; YOSHIZAKI et al., 2002; SAITO et al.,
2008; LI et al., 2016). Além disso, as PGCs e as células germinativas-tronco
também podem ser transplantadas na cavidade peritoneal, perto da crista
genital, de larvas triploides recém eclodidas (OKUTSU et al., 2007,

YOSHIKAWA et al., 2017).

O método mais utilizado em adultos € o transplante de células germinativas-
tronco em peixes estéreis, via papila urogenital. Para isso, os receptores séo
previamente tratados com busulfan, que é um agente quimioterapico e atua na
supressdo enddgena das células germinativas. No entanto, a esterilizacdo por
este método quimico ndo € permanente, uma vez que apOs alguns meses as
células endbégenas do receptor comecam a se proliferar novamente (LACERDA
et al., 2008; NOBREGA et al., 2010; MAJHI et al., 2014; DE SIQUEIRA-SILVA

et al.,, 2015). Alternativamente, biotécnicas de manipulacdo cromossdmica,
como a triploidizacdo, podem ser usadas para esterilizacdo do receptor, ja que
organismos triploides sdo geralmente estéreis ou inférteis (TAKEUCHI et al.,
2016), sendo considerados receptores ideais de células exdgenas, visando a

geracdo de quimeras germinativas.

Criopreservacao de células germinativas
A criopreservacdo de gametas de peixes é considerada uma estratégia
de geracdo de banco genético, para estocagem a longo prazo e posterior

reproducao artificial (LABBE; ROBLES e HERRAEZ, 2013). A criopreservacio
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de sémen é uma técnica que tem sido eficientemente aplicada, podendo estes
gametas serem utilizados para a manutencdo de variabilidade genética em
reproducao artificial ou reconstituicdo de espécies por androgénese. No
entanto, o0 sémen nao preserva 0 material genético materno, como o plasma
germinativo e DNA mitocondrial (YASUI; FUJIMOTO e ARAI, 2010), que séo
importantes para manter a variabilidade genética de uma populagcdo, bem como
a manutencao das caracteristicas genéticas da espécie. A criopreservacao de
oocitos e embrides de peixes ainda ndo foi obtida devido as caracteristicas
fisioldgicas, como grande tamanho e grande quantidade de vitelo que dificulta a
acédo das moléculas crioprotetoras (LABBE; ROBLES e HERRAEZ, 2013). Em
vista das desvantagens da criopreservacdo de espermatozoides e as
dificuldades mencionadas anteriormente para criopreservar oocitos e embrides,
as PGCs e as células germinativas-tronco sdo uma alternativa para a
criopreservacao e sua estocagem a longo prazo, devido ao tamanho reduzido e

auséncia de vitelo (RIESCO et al., 2012).

Espécies modelos

O grande numero de espécies ameacadas de Siluriformes no Brasil e a
escassez de trabalhos envolvendo a técnica de quimerismo visando a
conservacao das espécies desta ordem, foram aspectos motivadores para a
realizacdo do presente trabalho. Duas espécies de Siluriformes neotropicais
foram usadas como modelo experimental, visando o emprego da técnica de
guimerismo para geracdo de banco genético e conservacdo de espécies
ameacadas. A espécie doadora escolhida foi o Pseudopimelodus mangurus,
conhecido comumente como bagre sapo, e que ocorre nas bacias dos rios

Parana, Paraguai e Uruguai; e que foi categorizada como espécie vulneravel
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no Livro Vermelho de Fauna Ameacada na bacia do rio Parana, principalmente

no Estado de S&o Paulo (ABILHOA; DUBOC e MIKICH, 2004; PAULO, 2014).

A espécie selecionada como receptora foi o Pimelodus maculatus,
popularmente conhecido como mandi amarelo, a qual € encontrada na bacia
dos rios Parand, Prata, Uruguai e Iguacu, e apresenta boa aceitacdo na pesca
comercial (GODOQY, 1987; LOLIS e ANDRIAN, 1996; ALBERT; PETRY e
REIS, 2011). As principais caracteristicas para a escolha do mandi como
espécie receptora foram as facilidades de reproducdo, manejo e cultivo em
cativeiro. Caracteristicas que permitem a aplicacdo de metodologias
laboratoriais como a producdo de peixes triploides estéreis, por meio de
choque de temperatura, tornando esta espécie ideal para ser receptores de

células germinativas e desenvolver unicamente gametas da espécie doadora.
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2. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O isolamento e transplante de células germinativas-tronco foi realizado
pela primeira vez em duas espécies de siluriformes neotropicais, usando como
receptores peixes adultos triploides. Os primers utilizados para avaliacdo de
guimerismo precisam ser melhorados, por tanto os produtos de PCR de P.
maculatus e P. mangurus serdo sequenciados novamente para refazer primers
mais especificos, e posteriormente serdo avaliadas todas as gbnadas usadas
nos estudos histoldgicos e de fertilizacdo. Além disso, serédo feitas a construcao
e sequenciamento de biblioteca de microssatélite de P. mangurus, na busca de
microssatélites especificos desta espécie para posteriores estudos de

guimerismo e populacionais.

A criopreservacgdo de oogonias-tronco de P. mangurus foi estabelecida
com sucesso, sendo o propaneidol 1.5 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 oogbnias de P. mangurus visando
o transplante via intraperitoneal em larvas triploides de P. maculatus. 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.

A rejeicdo nos transplantes tem sido discutida por varios pesquisadores
e, portanto, a producdo de receptores que apresentem menor rejeicdo é
fundamental para o sucesso da aplicacdo das técnicas de quimerismo
germinativo. O uso de hibridos triploides de P. mangurus e P. maculatus pode

ser uma estratégia que minimize a rejeicdo do transplante tanto em adultos

com em larvas.
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A proliferacdo de células germinativas-tronco em gbnadas de receptores
adultos depende da formacdo de nichos livres de células germinativas
endogenas. Por tanto o uso de busulfan em triploides adultos receptores,
anterior ao transplante, pode ser uma estratégia que aumente a eficacia desta
técnica de quimerismo germinativo.

Pouco se sabe sobre a rejeicdo de células transplantadas em peixes, por
tanto, o estudio da acdo imunoldgica basica é fundamental, para a acao do uso
de imunossupressores em o transplante de células germinativas em peixes. A
avaliacdo do uso de imunossupressor anterior a transplante pode ser uma
estratégia que pode melhorar a eficicia da técnica de quimerismo.

Com tudo, os resultados obtidos em esta pesquisa serviram como base
para realizar outros estudios que permitam gerar com sSucesso uma quimera

germinativa.
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