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RESUMO 
  

Atividades antrópicas aumentam o número de espécies de peixes 

ameaçadas, e, portanto, esforços na conservação são necessários para atenuar 

tais efeitos. O estabelecimento de bancos genéticos e procedimentos de 

reconstituição são então essenciais para a manutenção da ictiofauna, incluindo 

o transplante de células germinativas primordiais (PGCs), para posterior 

reconstituição de espécies ameaçadas de extinção, por meio da geração de 

quimeras germinativas e propagação substituta. Apesar do potencial 

mencionado acima, a produção de quimeras germinativas em espécies de 

peixes nativas ainda não foi estabelecida. O objetivo deste trabalho foi produzir 

quimeras germinativas em espécies nativas por meio do transplante de PGCs 

em receptores estéreis em fase de blástula. A marcação e rastreabilidade da rota 

de migração de PGCs in vivo em Prochilodus lineatus e Piaractus 

mesopotamicus foi realizada com sucesso, utilizando microinjeção de mRNA 

sintetizado in vitro, constituído pela sequência codificante do gene repórter GFP 

fusionada com a região reguladora de tradução 3’ UTR do gene nanos1 de Danio 

rerio. As PGCs de A. altiparanae e P. lineatus cultivadas em solução salina ou 

meio suplementado foi obtida e transplantada em receptores triploides de (A. 

altiparanae) e/ou híbridos triploides (A. altiparanae X A. fasciatus). As PGCs de 

A. altiparanae cultivadas em meio suplementado tiveram migração direcionada 

para a região da crista gonadal em 4,5% dos receptores triplóides e em 19,3% 

dos híbridos triplóides, enquanto as PGCs cultivadas em solução salina 

apresentaram apenas migração ectópica. No transplante de PGCs de P. 

lineatus, apenas migração ectópica foi observada nos receptores híbridos 

triploides. A análise do nível de expressão de genes específicos de PGCs foi 

realizada em diferentes tecidos, além da comparação da expressão entre PGCs 

isoladas em diferentes meios de cultura. Os resultados indicaram que a maior 

parte da expressão gênica é detectada apenas em gônadas adultas. A 

expressão gênica em PGCs isoladas demonstra maior nível de expressão em 

dnd1, ddx4 e dazl em PGCs cultivadas em meio de cultura suplementado em 

comparação com PGCs de solução salina, indicando que o meio de cultura ajuda 

a manter as características dessas células. As expressões de nanos e cxcr4b 

foram diminuídas em PGCs do meio de cultura suplementado em relação à 

solução salina. Esses genes são marcadores de PGCs e estão diretamente 

ligados a diferenciação e migração dessas células, alterações nos níveis de 

expressão podem levar a perda da identidade celular e migração ectópica. O 

presente estudo traz novas abordagens sobre o transplante de células 

germinativas primordiais em espécies nativas de peixes, incluindo 

procedimentos de micromanipulação e transplante de PGCs em espécies da 

região neotropical. Essas informações são importantes para a construção de 

bancos genéticos e a reconstituição de espécies ameaçadas. 

 

Palavras-chave: Biotecnologia. Reprodução. Transplante. Células 
Germinativas.   
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ABSTRACT 
 

Anthropogenic activities increase the number of threatened fish species 
and, therefore, conservation efforts are necessary attenuate such effects. The 
establishment of gene banks and reconstitution procedures are then essential for 
the maintenance of the ichthyofauna, including the transplantation of primordial 
germ cells (PGCs), for subsequent reconstitution of endangered species, through 
the generation of germline chimera and surrogate propagation. Despite the 
potential mentioned above, the production of germline chimeras in native fish 
species has not yet been established. The objective of this work was to produce 
germline chimera within native species, by the transplantation of PGCs into sterile 
hosts at the blastula stage. The labelling and traceability of the migration route of 
PGCs in vivo in Prochilodus lineatus and Piaractus mesopotamicus was 
successfully performed, using microinjection of mRNA synthesized in vitro, 
constituted by coding sequence of the gfp reporter gene fused with the 3' UTR 
translation regulatory region of the gene nanos1 from Danio rerio. The 
fluorescence labeling of PGCs was specific for the germline of both species 
studied. The PGC from A. altiparanae and P. lineatus cultured into saline solution 
or supplemented medium was achieved and transplanted into triploid hosts of (A. 
altiparanae) and/or triploid hybrids (A. altiparanae X A. fasciatus). PGCs of A. 
altiparanae cultured in supplemented medium, had directed migration to the 
gonadal ridge region was in 4.5% of triploid hosts and in 19.3% of triploid hybrid 
hosts, while PGCs cultured in saline solution showed only ectopic migration. In 
the transplantation of PGCs from P. lineatus, only ectopic migration was observed 
in the triploid hybrid hosts. The level expression analysis of specific genes of 
PGCs was performed in different tissues, in addition to the comparison of 
expression between PGCs isolated in different culture media. The results 
indicated that most gene expression is detected only in adult gonads. Gene 
expression in isolated PGCs demonstrates greater expression of dnd1, ddx4 and 
dazl in PGCs grown in supplemented culture medium compared to PGCs from 
saline solution, indicating that the culture medium helps to maintain the 
characteristics of PGCs. Nanos and cxcr4b expressions were decreased in PGCs 
form supplemented culture medium in relation to saline solution. These genes are 
markers of PGCs and are directly linked to differentiation and migration of these 
cells, changes in expression levels can lead to loss of cell identity and ectopic 
migration. The present study brings new insights regarding the transplantation of 
primordial germ cells in native fish species, including micromanipulation 
procedures and PGCs transplantation in species from the neotropical region. 
Such information is important for genebanking and reconstitution of threatened 
species.  
 

 

Keywords: Biotechnology. Reproduction. Transplant. Germ Cells. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os peixes são as formas de vidas que predominam no ambiente aquático 

entre os grupos de vertebrados, sendo descritas mais de 35.000 espécies 

(FRICKE; ESCHMEYER; VAN-DER-LAAN, 2020), e ainda muitas espécies não 

foram catalogadas. A região neotropical abriga a maior ictiofauna de água doce 

conhecida, com aproximadamente 5.160 espécies (FROESE; PAULY, 2015; 

REIS et al., 2016), concentrando no Brasil mais de 3.600 espécies 

(ICMBIO/MMA, 2018). As ordens que apresentam maior diversidade e 

distribuição na região neotropical são os Siluriformes, representados pelos 

bagres e cascudos, com 1.915 espécies e da ordem Characifomes com 1.700 

espécies (CASTRO; VARI, 2003; NELSON, 2016; REIS et al., 2016), incluindo 

espécies de grande importância socioeconômica na produção da aquicultura 

mundial, bem como espécies listadas em ameaça de extinção (ALVES et al., 

2014; FROESE; PAULY, 2015; ICMBIO/MMA, 2018; NAKATANI et al., 2001). 

A aquicultura, relacionada ao cultivo de organismos aquáticos, é uma 

atividade desenvolvida no mundo inteiro e considerada a atividade agropecuária 

que mais cresceu globalmente nas últimas décadas. A produção mundial 

expandiu em média anual de 5,3% no período de 2001 a 2018, atingindo a marca 

de 82,1 milhões de toneladas (FAO, 2020). A piscicultura brasileira cresceu 4,9% 

em 2019, com aproximadamente 758.000 toneladas produzidas. Os peixes 

nativos representaram 38% da produção nacional (PEIXEBR, 2018).   

Embora exista uma grande diversidade de espécies e grandes 

investimentos na produção de pescado, várias espécies encontram-se 

ameaçadas de extinção. Ações antrópicas como degradação de habitats, sobre 

pesca, introdução de espécies exóticas, desmatamento das matas ciliares e 
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poluição doméstica, industrial e da agropecuária (AGOSTINHO; THOMAZ; 

GOMES, 2005; MIRANDA, 2012; TOLUSSI et al., 2018) são os principais fatores 

causadores de impactos sobre as populações de peixes no ambiente natural. A 

intensificação destas ações têm contribuído para o aumento do número de 

espécies de teleósteos no Livro Vermelho de Espécies Ameaçadas de Extinção, 

sendo encontrado atualmente 52 espécies da ordem Characiformes e 91 

espécies de Silurifomes (ICMBIO/MMA, 2018)  

Cada espécie apresenta características genéticas e importância ecológica 

únicas, o que enfatiza, portanto, a preocupação com a conservação e a 

necessidade de desenvolvimento de biotecnologias que atuem na conservação 

e reconstituição de espécies ameaçadas, bem como auxiliem as práticas 

produtivas.  

Desta forma, algumas estratégias têm sido empregadas para 

conservação de peixes, dentre elas se destaca a criação de bancos genéticos 

ex situ, através da criopreservação de diversos tipos celulares, como células 

germinativas primordiais (HIGAKI et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010; 

KOBAYASHI et al., 2007; YASUI et al., 2011),  oogônias tronco (HIGAKI et al., 

2018), espermatogonia tronco (FRANĚK et al., 2019; LEE; YOSHIZAKI, 2016) e 

espermatozoide (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; VIVEIROS et al., 2012a, 

2012b), para posterior utilização na propagação mediada.  

O emprego de células germinativas primordiais (PGC – do inglês - 

primordial germ cells) em bancos genéticos e reconstituição de espécies tornou-

se uma abordagem bastante promissora, por serem células precursoras de toda 

linhagem germinativa e subsequente formação de gametas, além de preservar 

constituintes maternos, como germoplasma e DNA mitocondrial (GOTO; SAITO, 
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2019; SIQUEIRA-SILVA et al., 2018; YAMAHA et al., 2007; YOSHIZAKI et al., 

2003).  

As PGCs podem ser transplantadas para um organismo receptor estéril, 

gerado por técnicas de manipulação cromossômica (ADAMOV et al., 2016; 

ARAI, 2001; ARAI; FUJIMOTO, 2013; NASCIMENTO et al., 2017a)  para 

geração de quimera germinativa (SAITO et al., 2008; YAMAHA et al., 2003, 2007; 

YASUI et al., 2011), em que a espécie hospedeira produzirá gametas a partir de 

PGCs doadas (xenogênese). Essa tecnologia é potencialmente aplicável para a 

conservação de genótipos ameaçados ou raros, e ainda naqueles de grande 

valor comercial.  

 

 

1.1. Quimerismo em Peixes  

 

O conceito de quimerismo foi introduzido pela mitologia grega fazendo 

menções a criaturas composta por partes de vários animais. Atualmente, este 

termo é utilizado para se referir a indivíduos que apresentam coexistência de 

células provindas de zigotos diferentes (ROSSANT et al., 1982).  Em quimeras 

somáticas, órgão, tecidos e células de organismos doadores fazem parte do 

corpo dos receptores sem interferir na produção de gametas. No caso da 

produção de quimeras germinativas, o intuito é a obtenção de gametas 

provenientes de organismo doador, para isso, espécies receptoras recebem 

transplante de células germinativas de um doador, que desenvolvem nas 

gônadas e produzem gametas da espécie doadora.  

A propagação heteróloga de gametas via quimeras germinativas em 

peixes pode ser  empregada como uma ferramenta para a propagação de 
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espécies na qual a reprodução é mais crítica, como espécies ameaçadas, de alto 

valor comercial ou com longo período de maturação gonadal (ROBLES et al., 

2017; SIQUEIRA-SILVA et al., 2018). Células germinativas de peixes de difícil 

manejo reprodutivo podem ser transplantadas para embriões de espécies com 

protocolos de reprodução bem estabelecidos (NAKAGAWA; KOBAYASHI; 

UENO, 2002; TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUSHI, 2004; YAMAHA et al., 

2007). Dessa forma, atividades como manutenção em cativeiro e reprodução dos 

animais, estariam relacionadas à espécie receptora, geralmente espécies 

domésticas ou de laboratório, trazendo grandes vantagens para a aplicação em 

piscicultura e conservação (YAMAHA et al., 2007).   

Diversas metodologias têm sido desenvolvidas para geração de quimeras 

germinativas em peixes, incluindo o transplante de diferentes tipos celulares, 

como PGCs embrionárias e espermatogônias e oogonias-tronco provindas de 

adultos. Em relação aos receptores, além dos requisitos de espécie 

mencionados anteriormente, pode ocorrer também o transplante em diferentes 

fases do desenvolvimento, tais como embriões em estágio de blástula (SAITO et 

al., 2008; YASUI et al., 2011), larvas recém-eclodidas (TAKEUCHI; YOSHIZAKI; 

TAKEUSHI, 2004) e peixes sexualmente maduros (LACERDA et al., 2006) 

(Fig.1).     
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Figura 1: Principais metodologias de transplante de células germinativas primordiais (PGCs), 
espermatogônias (SPG) e oogônias (OOG) para receptores em fase de blástula, larva e adultos 
relatadas em peixes 

 

 

 

A eficiência do transplante de células germinativas para geração de 

quimeras germinativas visando a propagação mediada requer a prévia 

esterilização do receptor. A infertilidade das espécies receptoras contribui para 

diminuição da competição entre células germinativas do endógenas e 

transplantadas. Diversos métodos foram desenvolvidos para tal esterilização, e 

os níveis de esterilidade podem diferir entre as técnicas empregadas, sexo e as 

espécies. Dentre as metodologias empregadas para esterilização de peixes 

incluem: manipulação cromossômica para produção de receptores triploides, na 

qual ocorre a retenção do segundo corpúsculo polar e geralmente, produzem 

indivíduos estéreis, pois a presença de três conjuntos de cromossomos afeta 
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adversamente a meiose (ADAMOV et al., 2016; CAL et al., 2006; NASCIMENTO 

et al., 2017a; TAKEUCHI et al., 2018). A esterilização química por tratamentos 

com busulfan que interferem na divisão celular, é uma metodologia que atua na 

depleção das células germinativas endógenas (LACERDA et al., 2010; 

NÓBREGA et al., 2010; SIQUEIRA-SILVA et al., 2015). A inibição da tradução 

de mRNA por meio de microinjeções de morfolinos, oligonucleotideo antisense, 

pode induzir a esterilidade quando os genes alvos são essenciais para 

manutenção, diferenciação e migração das PGCs (CIRUNA et al., 2002; HIGAKI 

et al., 2010; SAITO et al., 2008). Alternativamente, a hibridização interespecífica 

pode ser usada para esterilização, uma vez que geralmente produzem indivíduos 

estéreis, devido a incompatibilidade de genes (WONG et al., 2011; YAMAHA et 

al., 2003; YOSHIKAWA et al., 2018).  

Os procedimentos de micromanipulação vem sendo realizado em 

espécies modelos ou laboratoriais, incluindo Danio rerio (LIN et al., 1992), 

Oryzias latipes (WAKAMATSU et al., 1993) e o Misgurnus anguillicaudatus 

(YASUI et al., 2011). No entanto, tem sido relatado também o transplante em 

espécies empregadas na piscicultura, como carpas (YAMAHA et al., 2001), 

salmonídeos (YOSHIZAKI et al., 2005) e esturjão (SAITO; PSENICKA, 2015).  

Inicialmente, LIN e colaboradores (1992) realizaram transplante de 

blastômeros de Danio rerio selvagem para receptores de D. rerio albino em 

estágio de blástula intermediária, sendo avaliados 28 peixes transplantados, e 

obtido 5 descendentes com a presença de pigmentação. A mesma abordagem 

foi realizada para M. anguillicaudatus (NAKAGAWA; KOBAYASHI; UENO, 

2002), O. mykiss (TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2001), O. latipes (LI et 

al., 2016) e Sander lucioperca (GÜRALP et al., 2017). Seguindo a linha de 

transplante de blastômeros, YAMAHA et al., 2001, 2003 induziram o quimerismo 
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pelo transplante da parte inferior da blastoderme em C. carassius e C. carpio 

tendo como receptor C. auratus. 

Com o propósito de aumentar a eficiência na produção de quimeras 

germinativas, Saito et al., (2008), isolou e transplantou PGCs marcadas com 

mRNA sintetizado in vitro, de D. albolineatus, C. auratus e M. anguilicaudatus 

para embriões receptores de D. rerio. Esta metodologia emprega a microinjeção 

do RNA sintético proveniente da fusão do gene repórter GFP (proteína 

fluorescente verde) com a sequência reguladora de tradução da região 3’ não 

traduzida (3’ UTR) proveniente do cDNA de nanos1 ou de mRNA específico de 

PGCs. Desta forma, a região reguladora de tradução permite que o repórter 

(GFP) seja traduzido diferencialmente nas PGCs, permitindo que estas células 

sejam distinguidas dos outros tipos celulares, através da fluorescência em 

determinada fase do desenvolvimento, geralmente entre final de gástrula e fases 

iniciais de segmentação, entre 3 a 10 somitos. Nesta fase, as outras células dos 

embriões perdem a fluorescência, enquanto é mantida em PGCs. 

A utilização desta metodologia aumentou o número de quimeras com 

desenvolvimento normal, sendo obtido cerca de 40% a mais na eficiência no 

transplante.  Foi realizado o transplante de PGCs isoladas para receptores em 

fase de blástula de enguia japonesa (SAITO et al., 2011), M. aguillicaudatus 

(YASUI et al., 2011) e D. rerio (HIGAKI et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010). 

Takeuchi e colaboradores (2003) isolaram PGCs da crista gonadal de larvas 

recém eclodias e transplantaram em embriões na fase de blástula, gástrula e 

larva recém-eclodida. Foi comparado o transplante entre as três fases distintas 

do receptor, no qual as larvas recém eclodidas apresentaram maior 

sobrevivência e embriões portadores de células GFP-positivas (21,6%).  
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 Saito et al., (2010) avaliaram os métodos de transplante de blastômeros 

e de PGC, sendo observado no transplante de blastômeros uma baixa 

transferência de PGC, enquanto que no transplante de uma única PGC, em 

todas as combinações de espécies usadas, as PGCs transplantadas migraram 

em direção à região da crista gonadal do embrião receptor, em taxa 

comparativamente alta, independentemente da relação filogenética do doador e 

da espécie hospedeira. 

Outras metodologias de transplante de células germinativas foram 

desenvolvidas para produção de quimeras, tais como o transplante de 

espermatogonias-tronco (espermatogônias A) (FRANĚK et al., 2019; LACERDA 

et al., 2006) e oogonias-tronco (PŠENIČKA et al., 2015; YOSHIZAKI et al., 2010), 

para receptores em fase pós-eclosão e adultos.  

Dentre as técnicas de transplante de células germinativas, as PGCs 

apresentam maior potencial por serem precursoras de toda a linhagem 

germinativa e responsáveis por toda a herança genética e perpetuação de 

espécies por meio da fertilização, possibilitando a geração de novos indivíduos. 

Por este motivo, têm sido utilizadas em diversos trabalhos envolvendo bancos 

genéticos (CIRUNA et al., 2002; SAITO et al., 2008; TAKEUCHI; YOSHIZAKI; 

TAKEUCHI, 2003; YASUI et al., 2011).  

A realização do transplante de PGCs necessita de conhecimentos prévios 

de reprodução e desenvolvimento embrionário do doador e receptor (ARASHIRO 

et al., 2018), incluindo a caracterização da origem, especificação e rota de 

migração de PGCs nas diferentes espécies (LINHARTOVA; SAITO; PSENICKA, 

2014; SAITO et al., 2006; GURALP et al., 2017),  para a aplicação bem-sucedida 

da tecnologia de produção de quimera germinativa (GOTO; SAITO, 2019; 
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YAMAHA et al., 2010; YASUI et al., 2011; SAITO et al., 2011; YOSHIZAKI et al., 

2003).  

As PGCs podem ser rastreadas in vitro usando diferentes procedimentos, 

incluindo observações histológicas e por expressão de genes específicos da 

linhagem germinativa por meio de técnicas de hibridização in situ em tecidos ou 

organismos inteiros (BLASER et al., 2006; BRAAT; SPEKSNIJDER; ZIVKOVIC, 

1999; FERNÁNDEZ et al., 2015; FUJIMOTO et al., 2006; OTANI et al., 2002; 

YOON; KAWAKAMI; HOPKINS, 1997). No entanto, usando tais abordagens, as 

células devem ser mortas e fixadas, perdendo a capacidade de transplante, o 

que sugere um procedimento in vivo, ou seja, sem a morte dos embriões e de 

modo que a célula possa ser rastreada, tanto para a coleta quanto para o 

desenvolvimento no embrião receptor. Para isso, pode ser realizada injeção de 

mRNA artificial construído pela combinação de uma sequência de proteína 

fluorescente verde (GFP) com o nanos1 3’UTR (GÜRALP et al., 2017; 

LINHARTOVA; SAITO; PSENICKA, 2014; SAITO et al., 2006; YAMAHA et al., 

2010) que irá expressar a proteína fluorescente verde (GFP) apenas nas células 

germinativas primordiais, que poderão ser evidenciadas por microscopia de 

fluorescência. Tal procedimento permite a visualização das PGCs e o estudo in 

vivo dos mecanismos de migração e diferenciação, bem como investigar a 

eficácia da produção de uma quimera da linha germinativa.   

 

 

1.2. Células Germinativas Primordiais   

 

As células germinativas primordiais são células embrionárias precursoras 

de toda a linhagem germinativa e da subsequente formação dos gametas, 
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incluindo espermatozoides e oócitos, proporcionando a continuidade da vida 

entre as gerações (GRIMALDI; RAZ, 2019; YAMAHA et al., 2007; YOSHIZAKI et 

al., 2003). Isto significa que as PGCs são responsáveis pela transmissão da 

herança genética para as gerações futuras, dando origem as novos organismos 

por meio da fertilização (ROBLES et al., 2017; YOSHIZAKI et al., 2003). 

A linhagem germinativa pode ser distinguida dos tipos de células 

somáticas por suas propriedades estruturais durante o desenvolvimento 

embrionário inicial, sendo caracterizadas histologicamente como células 

arredondadas, tamanho relativamente grande (10-20 um), núcleo grande (6-10 

um), membrana nuclear clara, que contêm estruturas granulares eletrodensas e 

um contorno irregular (BRAAT; SPEKSNIJDER; ZIVKOVIC, 1999; NAGAI; 

YAMAHA; ARAI, 2001; YAMAHA et al., 2010; YÖN; AKBULUT, 2015). As PGCs 

podem apresentar alterações morfológicas, dependendo da fase de migração 

em que são observadas. Durante o processo de migração as PGCs podem 

apresentar forma ameboide, núcleo com contorno irregular e apresentando 

projeções citoplasmáticas denominadas pseudópodes (BRAAT; SPEKSNIJDER; 

ZIVKOVIC, 1999; GRIMALDI; RAZ, 2019; YÖN; AKBULUT, 2015).  

A origem das PGCs acontece no início do desenvolvimento embrionário, 

normalmente em locais diferentes de onde a gônada se desenvolve. Essa 

distância indica que após o estabelecimento de uma linhagem germinativa, as 

PGCs migram de sua posição inicial em direção as gônadas em formação  

(GRIMALDI; RAZ, 2019; RAZ, 2003). Os mecanismos de motilidade e orientação 

são geralmente conservados entre as espécies e integrado por sinais de 

quimiocinas de células somáticas, ocorrendo migração em diferentes tecidos em 

desenvolvimento dentro de um mesmo embrião e podendo seguir rotas de 
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migração distintas em diferentes animais (DOITSIDOU et al., 2002; GRIMALDI; 

RAZ, 2019; YAMAHA et al., 2007).  

A especificação da linhagem germinativa ocorre pela herança de 

determinantes citoplasmáticos fornecidos maternamente, denominados plasma 

germinativo, que consiste em agregado de mitocôndrias, fibrilas, proteínas e 

mRNAs que atuam como reguladores traducionais. As PGCs são os primeiros 

tipos celulares especificados a partir de células embrionárias indiferenciadas 

(GOTO; SAITO, 2019; GRIMALDI; RAZ, 2019; YÖN; AKBULUT, 2015).  

Os RNAs e proteínas  presentes no citoplasma de PGCs, como ddx4 e 

nanos são identificados como determinantes maternos, sendo de grande 

importância para a diferenciação e desenvolvimento das PGCs e 

subsequentemente da linha germinativa, e podem ser usados como marcadores 

para especificar PGC (YÖN; AKBULUT, 2015). Outros genes como cxcr4, dazl, 

dnd1, buckyball também são necessários para formação, desenvolvimento e 

migração de PGCs. 

Em diversas espécies de teleósteos estão sendo realizados estudos sobre 

a função e relação de mRNAs fornecidos maternamente e que são encontrados 

e transmitidos para as PGCs (BONTEMS et al., 2009; DOITSIDOU et al., 2002; 

GROSS-THEBING et al., 2017; HERPIN et al., 2008; LI et al., 2016; WEIDINGER 

et al., 2003). Comumente, é utilizado como marcador de células germinativas a 

fusão das sequencias da região codificante de proteína fluorescente e da região 

reguladora 3’UTR de genes específicos de PGCs, como nanos e ddx4, para 

estudos de identificação, migração e transplante de células (LINHARTOVA; 

SAITO; PSENICKA, 2014; SAITO et al., 2006, 2011; YASUI et al., 2011), uma 

vez que, esses genes são amplamente conservados entre os grupos de 

Teleósteos e especificamente expressos em PGCs, sendo a região 3’ UTR 
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responsável pela localização do mRNA nessas células (KOPRUNNER et al., 

2001; MISHIMA et al., 2006; SAITO et al., 2011). 

O padrão de expressão de ddx4 durante a formação e migração de PGCs 

foi relatado in vitro por meio da técnica Whole Mount In Situ Hybridization (WISH) 

para espécies, como Oryzias latipes (SHINOMIYA et al., 2000), Oncorhynchus 

mykiss (YOSHIZAKI et al., 2000),  Danio rerio (YOON; KAWAKAMI; HOPKINS, 

1997), Carassius auratus (OTANI et al., 2002) e Misgurnus anguillicaudatus 

(FUJIMOTO et al., 2006), sendo relatada a distribuição de sinais de ddx4 em 

todo o blastodisco, com agregação de sinais desde os primeiros sulcos de 

clivagem. Padrões semelhantes foram descritos para Danio rerio utilizando 

sonda de RNA antisense nanos1 (KOPRUNNER et al., 2001)  e Gadus morhua 

L. utilizando nanos3 (PRESSLAUER et al., 2012), com origem da expressão do 

gene detectada a partir das primeiras clivagens. Entretanto ao contrário de ddx4 

que continua a ser fortemente expressos ao longo do desenvolvimento das 

PGCs, a expressão de nanos1 não foi detectada pela hibridização in situ no 

quinto dia de desenvolvimento embrionário (KOPRUNNER et al., 2001), 

enquanto a expressão de nanos3 não foi mais detectada a partir da 

somitogênese inicial (PRESSLAUER et al., 2012).  

Por meio de marcações in vivo foi possível observar expressão de nanos 

e consequentemente a migração de PGCs em Tinca tinca (LINHARTOVA; 

SAITO; PSENICKA, 2014),  Leucopsarion petersii, Oryzias latipes, Carassius 

auratus, Danio rerio, Danio albolineatus, Clupea pallasii, Misgurnus 

anguillicaudatus (SAITO et al., 2006) e  Anguilla japonica (SAITO et al., 2011). 

Esses estudos demonstram funções conservadas e a importância de ambos os 

genes na formação, adequada migração e sobrevivência de PGCs, enfatizando 

também especificidade dos genes relacionados a linhagem celular.  
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Outro gene com função conservada entre as espécies de peixes, é o 

buckyball, um regulador na formação do plasma germinativo. Na ausência de 

expressão desse gene, o plasma germinativo falha em se agregar durante os 

estágios embrionário, e os oócitos perdem a polaridade durante a oogênese 

(BONTEMS et al., 2009; FLORENCE L. MARLOW; MULLINS, 2009). 

O sistema quimioatraente sdf-1a/cxcr4b é responsável pelo 

direcionamento normal das PGCs em direção à crista gonadal. As PGCs são 

guiadas por orientações atraentes e repulsivas, estando correlacionado com o 

ligante quimiocina sdf-1a expresso em células somáticas e seu receptor cxcr4b 

que se localiza em PGCs (GRIMALDI; RAZ, 2019; PAKSA; RAZ, 2015; RAZ; 

REICHMAN-FRIED, 2006). Em níveis reduzidos de expressão sdf-1a/cxcr4b as 

PGCs podem manter o comportamento móvel, entretanto são direcionadas a 

locais ectópicos (DOITSIDOU et al., 2002; HERPIN et al., 2008). 

O gene dnd1 está envolvido na manutenção e destino de PGCs, sendo 

importante para o desenvolvimento da linha germinativa. Estudos com zebrafish 

demonstram que PGCs podem sofrer apoptose em embriões com depleção de 

dnd (WEIDINGER et al., 2003) entretanto, algumas PGCs com migração 

ectópicas por ausência de dnd podem apresentar morfologia similar a outros 

tipos de células ou formação de tumores (GROSS-THEBING et al., 2017). Gadus 

morhua (Atlantic cod (Gadus), o knockdown de dnd causou uma diminuição nos 

níveis de expressão de ddx4 e nanos3 (SKUGOR; TVEITEN; KRASNOV, 2014) 

Assim como os demais genes, o dazl tem funções conservadas na 

migração de PGCs e proliferação de células germinativas. A ausência desse 

gene está fortemente associada a infertilidade em diferentes modelos animais, 

inclusive em humanos (LI et al., 2016; XU; MOORE; REIJO PERA, 2001; XU et 

al., 2009).  
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Nas espécies modelos, as quais são bastante estudadas e 

frequentemente mais empregadas as biotecnologias avançadas, como em 

salmonídeos e “zebrafish”, as funções e padrões de expressão desses genes 

são melhores elucidados, demonstrando a importância na especificação e 

manutenção das PGCs durante o desenvolvimento, (FLORENCE L. MARLOW; 

MULLINS, 2009; JIN; DAVIE; MIGAUD, 2019; LI et al., 2016; PRESSLAUER et 

al., 2012; SASADO et al., 2008). Embora as evidências indiquem papeis 

essenciais dos genes na manutenção de PGCs e no desenvolvimento da 

linhagem germinativa primordial, nas espécies nativas as informações ainda são 

escassas sobre a caracterização do comportamento e função desses genes, o 

que é de grande interesse no desenvolvimento de biotecnologias para a 

esterilização e transplante de células germinativas nestas espécies.  

Por se tratar de tecnologias inovadores e de difícil consolidação, uma das 

estratégias é utilizar como modelo biológico espécies de fácil manutenção e 

reprodução. Portanto, o estudo das PGCs, tanto na parte molecular quanto à 

suas características morfofuncionais, dependem de espécies-modelo para a sua 

realização. A seguir, serão descritas algumas características de tais espécies 

modelos.  

 

 

1.3. Espécies Modelo  

 

O desenvolvimento de protocolos de quimeras de linhagem germinativa é de 

grande importância e considerado boa alternativa para conservação e 

reconstituição de espécies ameaçadas de extinção. Entretanto, antes de aplicar 

tais técnicas em espécies ameaçadas é importante desenvolver a tecnologia 
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inicialmente em organismos de fácil reprodução, larvicultura e manutenção, além 

de precocidade e capacidade reprodutiva.  Estudos em espécies domésticas 

geralmente dão suporte para estudos mais avançados em espécies mais 

críticas, como é o caso de peixes ameaçados de extinção. A escolha de espécies 

filogeneticamente próximas, para a subsequente transferência de tecnologias 

para espécies mais críticas geralmente otimiza a consolidação de tecnologias 

tais como o quimerismo e servem de modelo experimental para os estudos em 

peixes nativos.  

Os estudos em células germinativas primordiais e transplantes para embrião 

realizados neste trabalho teve como espécies modelo Astyanax altiparanae, 

Prochilodus lineatus e Piaractus mesopotamicus, que são espécies já 

consolidadas na aquicultura, com diversos trabalhos de reprodução (PORTO-

FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005; YASUI et al., 2015; 

ANDRADE; YASUI, 2003; NINHAUS-SILVEIRA; FORESTI; DE AZEVEDO, 

2006; URBINATI; GONÇALVES; TAKAHASHI, 2010) e nutrição (HAYASHI et al., 

2004; ANTONIO et al., 2007; URBINATI; GONÇALVES; TAKAHASHI, 2010).  

As espécies do gênero Astyanax são conhecidas popularmente como 

“lambari” e “tambiú”. A espécie Astyanax altiparanae, utilizada no estudo, passa 

por uma proposta de alteração do nome para Astyanax lacustris (LUCENA; 

SOARES, 2016), mas esta revisão ainda não é consenso na comunidade 

científica. Desta forma, neste trabalho preconizou-se pela manutenção da 

classificação anterior até que seja estabelecida por completo a nova 

nomenclatura. 

Esta espécie é encontrada nos rios e córregos da bacia do alto rio Paraná, 

Brasil. De pequeno porte, atingindo de 5-20 cm de comprimento e até 60 g de 

peso, quando adulto (LOBON-CERVIA; BENNEMANN, 2000; PORTO-
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FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005). Apresentam hábito 

alimentar onívoro, aceitando bem rações comerciais em cativeiro (HAYASHI et 

al., 2004). A maturação gonadal é precoce, com quatro meses, esta espécie 

atinge a fase adulta, iniciando a reprodução. É uma espécie com alta 

fecundidade e de fácil larvicultura (GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI; 

CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005; YASUI et al., 2020). Nesta espécie, o 

período reprodutivo é intermitente e apresenta desova do tipo parcelada. Os 

machos possuem dimorfismo na nadadeira anal, com inúmeras espículas 

ósseas, resultando em uma aspereza sendo uma característica muito utilizada 

para a sexagem (GARUTTI, 2003; LOBON-CERVIA; BENNEMANN, 2000; 

NASCIMENTO et al., 2017b; PORTO-FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA; 

FORESTI, 2005).  

Astyanax altiparanae apresenta facilidade nos procedimentos de 

fertilização in vitro, sendo considerado modelo para desenvolvimento de 

biotécnicas. Recentemente foram realizadas pesquisas sobre técnicas básicas 

de reprodução artificial de A. altiparanae (YASUI et al., 2014). A partir da 

reprodução artificial, foram realizados estudos de eventos de fertilização, 

morfologia e motilidade espermática e desenvolvimento embrionário (PEREIRA-

SANTOS et al., 2016). Com este conjunto de informações foi possível consolidar 

protocolo para indução à triploidia (ADAMOV et al., 2016), que foram 

confirmados através de um procedimento de citometria de fluxo desenvolvida por 

nosso grupo (Xavier et al., 2017, Yasui et al., 2020). Para a manutenção em 

sistema laboratorial, foi realizada e larvicultura (Bertolini et al., 2017), e dessa 

forma os peixes puderam passar para a fase de juvenil até adulto. Avaliação do 

desempenho de peixes triploides, demonstrou que apenas as fêmeas triploides 

eram estéreis (NASCIMENTO et al., 2017a, 2017b). No entanto, os machos, não 
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eram estéreis, o que levou a produzir híbridos triploides que finalmente 

resultaram em proles 100% estéreis (PIVA et al., 2017). A esterilidade dos 

receptores tem sido utilizada como importe fator para o sucesso do transplante 

de PGC. Baseado nessas etapas prévias, o lambari pode ser considerado um 

importante modelo experimental para o desenvolvimento de biotécnicas em 

laboratório. 

Prochilodus lineatus, conhecido popularmente como “curimba” ou 

“curimbatá” pertence à família Prochilodontidae, é amplamente distribuída no 

Paraná, Paraguai e Paraíba do Sul (Brasil, América do Sul), chegando a cerca 

de 90 cm (CASTRO; VARI, 2003). É uma espécie iliófaga e aceita facilmente 

dietas artificias, em ambiente natural é de grande importância ecológica e 

econômica, sendo considerada uma espécie chave dentro de grandes cadeias 

tróficas (ANTONIO et al., 2007). 

Esta espécie é comumente usada na aquicultura devido ao seu 

crescimento, aclimatação às condições de aquicultura e fácil produção de 

juvenis. Sua reprodução é dependente a movimentos migratórios, reproduzindo-

se durante o período de piracema, que ocorre durante o período de novembro a 

fevereiro, apresentando desova total (ANDRADE; YASUI, 2003). Em cativeiro 

pode reproduzir facilmente, sendo necessário a indução hormonal para a 

ovulação das fêmeas (NINHAUS-SILVEIRA; FORESTI; DE AZEVEDO, 2006; 

PAULA et al., 2014; ITAUSSÚ et al., 2020). Porém sua reprodução fica 

inviabilizada durante o ano inteiro, concentrando todos os esforços reprodutivos 

na época de reprodução em seu ambiente natural. A fertilização in vitro e 

subsequente produção de curimbas triploides foi realizada recentemente, o que 

enfatiza que outros passos importantes e mais avançados podem ser 

desenvolvidos nesta espécie.  
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O Piaractus mesopotamicus, comumente conhecido como pacu, é 

encontrado nas bacias dos rios Paraná, Paraguai e Uruguai, bem como nas 

planícies alagadas ao Centro-Oeste, no Pantanal do Mato Grosso. Apresenta 

desova total, que ocorre entre outubro e março, com pico em novembro e 

dezembro. Em cativeiro precisam de estímulo hormonal para a desova. Atinge a 

maturação sexual com idade variando de 3 a 5 anos (URBINATI; GONÇALVES; 

TAKAHASHI, 2010; URINATI; YAKAHASI, 2020). Devido a aptidão zootécnica é 

considerado uma das espécies mais importantes e de alto valor comercial na 

aquicultura e produção de híbridos de alto desempenho.  Híbridos envolvendo 

serrasalmídeos, como Piaractus mesopotamicus, Piaractus brachypomus, 

Colossoma macropomum representam 43,7% da produção brasileira, 

enfatizando a importância dessas espécies (IBGE, 2016; PEIXE BR, 2020; 

ROUBACH et al., 2003; URBINATI; GONÇALVES; TAKAHASHI, 2010). 

Diante dessas características, pode-se considerar as espécies A. 

altiparanae, P. lineatus e P. mesopotamicus com grande potencial para estudos 

de procedimentos de micromanipulação, servindo como modelo no transplante 

de células germinativas entre as espécies de peixes Neotropicais, uma vez que 

outros Characiformes como Brycon orbignuanus, Prochulodus vimboides e 

Myleus tiete são considerados ameaçados (ICMBIO/MMA, 2018). 
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7.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

Tendo em vista os aspectos apresentados, o presente estudo 

proporcionou avanços significativos e resultados inéditos no transplante de 

células germinativas primordiais não apenas em espécies de peixes 

neotropicais, mas em peixes de forma global. As tecnologias envolvendo 

micromanipulação de células e embriões, atreladas a reprodução e biologia do 

desenvolvimento vem sendo alvo de estudo em diferentes grupos de pesquisa, 

visando o aumento da eficiência na geração de quimeras germinativas. No 

entanto, mesmo nas espécies mais estudadas, como ciprinídeos e salmonídeos, 

ainda carecem de estudos adicionais, já que essas técnicas ainda não permitem 

a pronta aplicação na conservação e produção de peixes. No caso das espécies 

nativas, o presente trabalho é o primeiro a envolver transplante de PGCs e, 

portanto, muitos esforços em pesquisa devem ser realizados para a 

consolidação das técnicas de micromanipulação para geração de quimeras 

germinativas até o pronto uso em bancos genéticos ex situ.  

O Astyanax altiparanae foi usado como modelo para o estabelecimento e 

adequação de etapas do transplante de PGCs, uma vez que os procedimentos 

de reprodução desta espécie foram previamente estabelecidos, bem como as a 

técnicas esterilização de receptores pela manipulação cromossômica, como a 

indução à triploidia e as etapas de marcação e rota de migração de PGCs. A. 

altiparanae apresentou boa aclimatação as condições de sistema de 

micromanipulação, o que demonstra ser um importante modelo experimental 

para o desenvolvimento de biotécnicas na geração de quimera germinativa. Os 

avanços na consolidação das técnicas envolvidas no presente trabalho, se deve, 



125 
 

em grande parte, à adoção do A. altiparanae como espécie modelo, pois 

trabalhar com uma espécie de aquário permitiu obter maior número de desovas 

e otimizar a geração das tecnologias.  

A eficiência no transplante de PGCs em embriões de peixe inicialmente é 

avaliada pela correta migração das células doadas para as a região de formação 

da crista gonadal no receptor. Para isso, foi necessária adaptação de protocolos 

presente literatura e apenas a implementação do cultivo das PGCs em meio de 

cultivo suplementado, anteriormente ao transplante, resultou na migração 

direcionada de PGCs doadas.   

Levando em consideração esses resultados, foi avaliada a o nível de 

expressão relativa de genes PGCs-específicos de células cultivadas em 

diferentes condições, sugerindo que a suplementação do meio de cultivo 

proporcionou melhores condições para PGCs e subsequente eficácia na 

migração pós-transplante, além de confirmar que as células isoladas para 

transplantes eram mesmo células germinativas. 

Os procedimentos de micromanipulação e transplante foram avaliados em 

outras espécies neotropicais, como Prochilodus lineatus e Piaractus 

mesopotamicus. Estas espécies apresentaram bom desenvolvimento em 

condições laboratoriais, marcação de PGCs e descrição de rota de migração. 

Entretanto, no transplante utilizando a espécie P. lineaus como doador de PGCs, 

foi verificada apenas a migração ectópica nos receptores avaliados, 

demonstrando que estudos acerca de migração e manutenção de PGCs podem 

requerer protocolos espécies-específicos e mudanças na estratégia de 

transplante.  
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É necessário ainda, continuar as avaliações do transplante de PGCs em 

A. altiparanae, verificando após a migração direcionada, se as células doadas 

são capazes de colonizar e formar uma gônada funcional no receptor e assim 

produzir de fato uma quimera germinativa, gerando descendentes com 

características genéticas da espécie doadora. Como perspectivas futuras, 

modificações dos procedimentos de micromanipulação devem ser 

implementadas. Na etapa de cultivo celular alterações na composição do meio, 

incluindo o uso de extrato de embrião e a substituição do soro fetal pelo soro de 

peixe, poderia melhorar as condições de cultivo, propiciando que as PGCs 

mantenham integras suas características de diferenciação, manutenção e 

migração. Outra modificação importante que poderia melhorar a eficiência da 

migração direcionada, seria a alteração no tempo de cultivo celular para a 

realização do transplante. A identificação precisa das PGCs em diferentes 

etapas do desenvolvimento, tais como blástula e gástrula, utilizando a região 

reguladora de tradução 3’UTR, de outros mRNA específicos de PGCs, tais como 

buckyball, dnd1 e ddx4, poderia proporcionar um curto período de cultivo celular 

para o transplante precoce de PGCs e melhorar as taxas de migração. A 

produção de organismos geneticamente modificados, que permitam a 

identificação e transplante de PGCs ainda em fases de migração, auxiliará na 

otimização da fase ideal de desenvolvimento do doador para o transplante de 

PGCs. 

Em espécies nativas, o próprio procedimento de transplante deve ser 

alterado em função da taxa de clivagem e velocidade de desenvolvimento 

embrionário. Por exemplo, nas espécies mais estudadas acerca do quimerismo, 

o tempo de incubação até que ocorra a eclosão pode levar dias (72 horas – 32 
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dias), o que sugere que existe uma “janela” maior para se realizar o transplante. 

No caso de espécies nativas, o tempo de incubação é de algumas horas (11 – 

29 horas), portanto, ocorre uma dificuldade de tempo para realização das 

diferentes etapas do transplante e sincronização de desenvolvimento 

doador/receptor. Isso sugere estratégias envolvimento menos transplantes por 

grupo de ovos, e a necessidade de utilizar a criopreservação para ajudar a 

sincronizar o tempo transplante, podendo ser preferencialmente adotar 

mudanças na metodologia, optando por realizar transplante de PGCs 

diretamente na região das cristas gonadais, ou uso de células germinativas 

tronco (espermatogônias e oogônias), o que também necessita de estudos e 

avanços para consolidação. 

 É imprescindível prosseguir com estudos sobre a função dos genes PGC-

específicos em espécies nativas. A utilização de técnicas de in vitro, como WISH 

e ISH, podem fornecer a descrição do momento de diferenciação de células 

germinativas primordiais e as fases do desenvolvimento em que são expressos. 

A ação dos genes na manutenção e migração das PGCs podem ser acessadas 

utilizando técnica de microinjeção de morfolinos, RNA antisense, pela inibição 

da tradução, ou ainda por outras técnicas de nocaute gênico. As aplicações de 

tais tecnologias ainda dependem da obtenção das sequências dos genes ainda 

muito escassas para peixes nativos. 

 Os receptores utilizados, triploides de (A. altiparanae) e/ou híbridos 

triploides (A. altiparanae X A. fasciatus) também devem ser avaliados em relação 

a função e manutenção genes PGC-específicos, conferindo se estão fornecendo 

suporte necessários para apoiar e direcionar as PGCs doadas. Como também, 
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avaliar a eficiência do transplante utilizando receptores estéreis obtidos por 

outras metodologias, tal como pela injeção de morfolinos.  

Desta forma, este estudo fornece subsídios para adaptações dos 

procedimentos de micromanipulação e transplante de PGCs, visando o aumento 

da eficiência desta técnica em espécies de peixes nativos da região neotropical. 

As adequações dos procedimentos da tecnologia de micromanipulação na 

geração de quimeras germinativas são desafios a serem alcançados para a 

aplicação desta biotécnica na conservação de espécies nativas ameaçadas. Em 

suma, neste trabalho foram obtidos dados importantes acerca da marcação, 

manutenção e migração direcional de PGCs. Embora promissores e inéditos 

para a literatura, ainda são necessários esforços em pesquisa a respeito de 

micromanipulação, cultivo, embriogênese e mecanismos moleculares da 

especificação e migração de PGCs, até a consolidação de quimeras 

germinativas para utilização na conservação e aquicultura.  




