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RESUMO

A regido Neotropical abriga a maior diversidade de peixes continentais do mundo,
grande parte descrita em territorio brasileiro. Aproximadamente 10% dessa ictiofauna
esta ameacada de extingdo, principalmente devido a acdes antropicas. Diversas areas do
conhecimento tém voltado a atengdo para a conservacdo da biodiversidade aquatica,
como o transplante interespecifico de células germinativas. Esta técnica permite que
uma espécie de peixe produza gametas de outra espécie, podendo atuar na conservacao
de peixes ameagados de extingdo. Pseudopimelodus mangurus (Siluriformes) foi
utilizado para estudo como doador de espermatogonias-tronco e Astyanax altiparanae
(Characiformes) como receptor. As espermatogdnias-tronco de P. mangurus foram
obtidas pela associa¢do das técnicas de dissocia¢do enzimatica, gradiente de densidade
de Percoll e plaqueamento diferencial. A pureza de espermatogdnias-tronco apos o
plaqueamento diferencial foi de 60,14% =+ 2,93%, sendo 6% maior que no gradiente de
densidade de Percoll. A andlise da expressao relativa de ddx4 e da atividade da fosfatase
alcalina em espermatogonias-tronco evidenciaram suas caracteristicas de células tronco.
As espermatogdnias-tronco foram criopreservadas utilizando cinco 5 crioprotetores, em
trés molaridades distintas. O propanediol a 1 M melhor preservou a integridade e
viabilidade celular. Os receptores de A. altiparanae foram produzidos pela combinagdo
das técnicas de manipulagdo cromossdmica e esterilizagdo quimica com busulfan, sendo
obtida a depleg¢do da espermatogénese. Leucocitos de A. altiparanae foram cultivados
in vitro nas concentragdes 0,1, 0,15 e 0,2 ng/uL de ciclosporina A (CsA). A viabilidade
e concentracdo dos leucocitos diminuiram nas 24 e 48 h do cultivo, sendo que a menor
concentragdo de CsA resultou na maior viabilidade leucocitaria. Na avaliagao da CsA in
vivo foram utilizados juvenis triploides de A. altiparanae separados nos seguintes
grupos, (i) ndo esterilizados com busulfan, (ii) esterilizados com busulfan, (iii)
esterilizados e injetados com emulsdo, (iv) esterilizados e injetados com 20 mg/kg de
CsA e (v) esterilizados e injetados com 40 mg/kg de CsA. As amostras foram
submetidas as analises histolégicas do rim cranial e goénada, de expressdo da
interleucina-1p (IL-1B) em rim cranial e contagem de leucdcitos por esfregaco
sanguineo, anterior a aplicagdo de CsA ¢ aos 5 e 10 dias apds. Nao houve diferenca
quanto aos aspectos histologicos de rim cranial ou das gonadas entre os grupos. A
expressdo de IL-1B foi diminuida nos rins dos animais administrados com CsA em
ambas concentragdes. A administracdo de CsA diminuiu o nimero de células brancas
no sangue e conduziu a anemia nos animais. O uso de imunossupressor pode melhorar a
eficiéncia do transplante interespecifico de espermatogonias em ag¢des de conservacao.

Palavras chave: Ciclosporina A, quimera germinativa, busulfan, conservagao,
esterilizagdo quimica e manipulacdo cromossomica.



ABSTRACT

The Neotropical region has the greatest fish diversity of continental waters in the world,
and most of it is described in Brazilian territory. Approximately 10% of this
ichthyofauna is endangered by extinction, mainly due to anthropic actions. Several
areas of knowledge have turned their attention to aquatic biodiversity conservation
techniques, such as the interspecific transplantation of germ cells. This technique allows
one species of fish to produce gametes of another species, which can act in the
conservation of endangered fish. Pseudopimelodus mangurus (Siluriformes) was used
to study as a spermatogonial stem cell donor, and Astyanax altiparanae (Characiformes)
was used as a recipient. P. mangurus spermatogonial stem cells were obtained by
enzyme dissociation, Percoll density gradient, and differential plating techniques. The
ddx4 relative expression and the activity of alkaline phosphatase analysis in
spermatogonia stem showed their characteristics of stem cells. Spermatogonia stem
cells were cryopreserved using five cryoprotectants in three different molarities.
Propanediol (1 M) was the best cryoprotectant to preserve cell integrity and viability. A.
altiparanae recipients were produced using chromosomal manipulation and chemical
sterilization with busulfan, as previously reported, and the results showed
spermatogenesis depletion. A. altiparanae leukocytes were cultured in vitro at 0.1, 0.15,
and 0.2 pg/uL cyclosporin A (CsA) concentrations. Leukocyte viability and
concentration decreased at 24 and 48 hours of culture, and the lowest concentration of
CsA resulted in the highest leukocyte viability. Juvenile A. altiparanae triploids were
used to evaluate CsA in vivo into the following groups: (i) nonsterilized with busulfan,
(i1) sterilized with busulfan, (iii) sterilized and emulsion injected, (iv) sterilized and
injected with 20 mg/kg of CsA and (v) sterilized and injected with 40 mg/kg of CsA.
The samples were analyzed by histology of the cranial kidney and gonads, expression
of interleukin-1p (IL-1B) in the cranial kidney, and leukocyte count by blood smear
before the application of CsA and at 5 and 10 days after. There was no difference
between the groups concerning histological aspects of the cranial kidney or the gonads.
IL-1B expression was decreased in the kidneys of animals administered CsA at both
concentrations. Administration of CsA decreased the number of white blood cells and
led to anemia in the animals. The use of immunosuppressants can improve the
efficiency of interspecific spermatogonial transplantation in conservation actions.

Keywords: Cyclosporin A, germline chimera, busulfan, conservation, chemical
sterilization, and chromosomal manipulation.
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dia 5. 7: grupo 3n com tratamento de 40 mgkg no dia

Figura 22. Curva da curva padrao da B-actina. A: Curva de amplificacdo. B: regressao
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Figura 23. Curva da curva padrao do interleucina-1p. A: Curva de amplificacdo. B:
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Figura 24. Gréfico da curva de Melt para os pontos das curvas padrdes para (-actina
(A) e interleucina-1f3 (B). No ultimo ponto da curva de Melt, correspondente a 24 ng de
cDNA e Ct 31,5 na curva de amplificagdo, pode ser notado um pico de pequena
amplitude na temperatura de 76°C, indicando uma pequena formacao de dimero (B). As
setas indicam o ultimo ponto da curva retirado da analise e as amostras controles sem e
com tratamento de busulfan, também retirados da
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Figura 25. Grafico da expressdao relativa de interleucina-1p nas amostras: controle
tratado com emulsdo 10 dias apds a aplicagdo, controle tratado com busulfan,
tratamento com CsA a 20 mg/kg cinco dias ap0s a aplicagdo, tratamento com CsA a 20
mg/kg dez dias apos a aplicagdo, tratamento com CsA a 40 mg/kg cinco dias apds a
aplicagdo e tratamento com CsA a 40 mgkg dez dias apdés a
Y0 UL 1o 10 T OO RPRU PR 78
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1. Introducao

Atualmente, existem cerca de 34.200 espécies de peixes descritas, o que
compreende mais da metade de todos os vertebrados existentes (BOTERO et al., 2021;
BOUWMEESTER et al., 2022; FISHBASE, 2022). A regido Neotropical apresenta a
maior diversidade de espécies de peixes de agua continental (AGOSTINHO et al.,
2005), incluindo o maior numero de espécies de agua doce do mundo, sendo 4.475
descritas somente no Brasil (AGOSTINHO, 2005; ICMBio, 2018; CARVALHO &
TEJERINA-GARRO, 2019; FISHBASE, 2022). Essa alta diversidade implica em
interagdes complexas entre as espécies e o ambiente e, portanto, muitas espécies podem
estar mais susceptiveis a alteragdes externas.

O Brasil apresenta um cenario alarmante, com 9,9% das espécies de peixes
continentais (312 espécies) listadas em diferentes graus de ameaga de extingao
(ICMBio, 2018). Nesta avaliacdo, 410 espécies de peixes marinhos e de agua doce,
9,1% das espécies avaliadas, foram consideradas ameacadas. No entanto, na ultima
publicacdo do Ministério do Meio Ambiente (Portaria MMA N° 148, DE 7 DE JUNHO
DE 2022), 388 espécies de peixes foram listadas como ameagadas, apresentando um
leve decréscimo em relacao a ultima avaliagao.

As principais ameagas a biodiversidade dos ecossistemas aquaticos continentais sao
a poluicdo e a eutrofizagdo de mananciais, bem como desmatamento de matas ciliares e
consecutivo assoreamento dos rios, alteragdes nos cursos naturais dos rios por
construcdes de barragens, sobrepesca e introducdo de espécies exoticas (CARVALHO
& TEJERINA-GARRO, 2019). Diante desse quadro e das predigdes sobre impactos
ambientais, em crescente evidéncia ha pelo menos cinco décadas (PURDY, 2018),
diferentes areas do conhecimento tém atuado em sinergia na conservacao da
biodiversidade para direcionar agcdes de reconstituicdo de espécies em risco de extingdo
em seus ambientes naturais (MAHIJI et al., 2014; SHIGUEMOTO, 2020).

Uma das abordagens mais destacdveis para a conservagdo da ictiofauna ¢é a
aplicacdo da biotecnologia reprodutiva em peixes (OKUTSU et al, 2006), que permite,
por exemplo, a criagdo de bancos genéticos como medida de preservacdo da
variabilidade genética, e o transplante interespecifico de células da linhagem

germinativa (COELHO, 2021).
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1.1.  Células germinativas Primordiais - PGCs

As células germinativas primordiais (PGCs, do inglés primordial germ cells) sao
células precursoras embriondrias da linhagem germinativa e de interesse na
biotecnologia para a conservagao da ictiofauna. Em muitos animais, as PGCs podem ser
identificadas nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario (NAGAI et al.,
2001). Em algumas espécies de peixes estudadas, essas células se segregam nas
primeiras divisdes do embrido carregando elementos determinantes de PGCs
(BONTEMS et al., 2009; SKUGOR et al., 2013; YON & AKBULUT, 2015). Esse tipo
celular se segrega da linhagem somatica e migra durante o desenvolvimento
embrionario para a regido da crista gonadal, regido precursora das gonadas, guiadas por
sinais quimiotaticos e movimentos amebdides ativos (YON & AKBULUT, 2015;
OLGUIN-OLGUIN et al., 2021), nos primeiros estagios embriondrios (NAGALI et al.,
2001; CANTU & LAIRD, 2017).

As PGCs dispoem de um germoplasma especializado, de heranga maternal,
constituida por RNA citoplasmatico codificante e ndo codificante e proteinas ligadas ao
RNA. Entre esses elementos conhecidos pela literatura, tem-se as proteinas
citoplasmaticas, tais como Nanos (KOPRUNNER et al. 2001) e Bucky ball
(CAMPBELL et al, 2015), que sdo conservadas mesmo em organismos
filogeneticamente distantes.

Os genes nanos3, um dos trés genes homologos de nanos, e buc (proteina Bucky
ball) sdo expressos nas células germinativas e desempenham papéis essenciais na
segregacao da linhagem germinativa durante a embriogénese, bem como nos seus
desenvolvimento, organiza¢do, migracdo e manutengdo celulares (KOPRUNNER et al.,
2001; BONTEMS et al., 2009; SUZUKI et al., 2010; RIEMER t al., 2015). Nanos3
mantém a linhagem germinativa, assegurando a sua condi¢do indiferenciada e
protegendo as PGCs de apoptose durante a migragdo (LOLICATO et al., 2008;
SUZUKI et al., 2008). Bucky ball, por sua vez, ¢ responsavel pelo recrutamento de
germoplasma formado nos sulcos de clivagem embrionaria e padronizacdo dorsoventral
do embrido (CAMPBELL et al., 2015).

Além destas proteinas, as PGCs apresentam varias outras proteinas especificas que
desempenham fungdes essenciais para as PGCs, tais como CXCR4b e SDF1 que estao
envolvidas no processo de migragdo de PGCs (BARTON; LEBLANC; LEHMANN,
2016), DNDI1 esta envolvida com manutengdo e sobrevivéncia de PGCs (YAMAIJI et
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al, 2017), DAZL envolvida na estabilizacdo de mRNAs especificos de PGC (TAKEDA
et al., 2009) e DDX4 (vasa) que tem fun¢do na migragao e proliferacao de PGCs (RAZ
& REICHMAN-FRIED, 2006; KISTLER et al., 2018).

Os genes referentes as proteinas supracitadas sdao frequentemente empregados
como marcadores desses elementos do germoplasma, permitindo o rastreamento do
inicio da linhagem celular germinativa (HICKFORD et al., 2011). As PGCs sdo células
precursoras das cé€lulas germinativas, oogonias e espermatogdnia tronco, € t€m sido
consideradas células importantes para o estabelecimento de bancos genéticos.

PGCs podem ser transplantadas na cavidade celomatica de larvas recém eclodidas,
permitindo que estas migrem e colonizem a crista gonadal (YOSHIZAKI et al., 2000),
ou ainda em receptores na fase de blastula, na regido do blastodisco, onde sdo capazes
de migrarem durante o desenvolvimento embriondrio para a regido da crista gonadal
(SAITO et al., 2008). Ao colonizarem esse espago, estas se desenvolvem em células
germinativas tronco com as faculdades genéticas do doador, quando na formacao das
gonadas (TAKEUCHI et al.,, 2003 MAJHI et al., 2009). As PGCs sao células
consideradas pluripotentes, pois sao precursoras dos gametas (BRINSTER &
ZIMMERMANN, 1994), capazes de transmitir informagdes genéticas para geragdes
seguintes (SAITO et al., 2010).

Potencialmente imortais (WAKAHARA, 1990), as PGCs, apds migrarem para a
regido precursora das gonadas e se proliferarem até o inicio da diferenciagao gonadal
(FERNANDEZ et al., 2015), originam as espermatogdnias e oogdnias-tronco
(PORRAS-GOMEZ et al., 2021).

1.2.  Células germinativas — espermatogonias e oogonias-tronco

Nos teledsteos, as espermatogdnias € oogonias-tronco sao especialmente atrativas
para a exploragdo biotecnologica de transplante de células germinativas: além dos
potenciais de auto renovagdo e colonizagdo no espago germinativo do receptor e
consequentes proliferacdo e diferenciacdo apos o transplante, essas células podem
originar gametas heter6élogos nesse processo (OKUTSU et al., 2006; LACERDA et al.,
2012; BOUWMEESTER et al., 2022). O gene ddx4 ¢ um marcador especifico de linhas
de células germinativas (HARTUNG et al., 2014). A avaliagdo da expressdo génica de
ddx4 ¢ uma ferramenta essencial para caracterizagdo das espermatogdnias-tronco na

etapa de purificagdo e anterior ao transplante, podendo indicar a integridade deste tipo
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celular.

As espermatogdnias e oogdnias-tronco podem ser transplantadas em larvas via
cavidade peritoneal, (YE et al., 2017) ou em adultos estéreis, via papila urogenital
(MAJHI et al., 2014). O transplante de células germinativas € uma ferramenta que pode
ser aplicada tanto na piscicultura como na conservagdo de espécies ameagadas de
extingdo. Além disso, essa técnica permite a realizacdo de estudos basicos envolvendo a
proliferacdo e diferenciagdo de células germinativas (MAJHI et al., 2009). Para o
transplante de espermatogonias-tronco sao necessarias as etapas de purificacdo destas
células, vindas das gonadas de animal doador, e o seu depdsito em um receptor da
mesma espécie (transplante intraespecifico), ou de uma espécie distinta (transplante
interespecifico) (TAKEUCHI et al., 2003; LACERDA et al., 2012). Alternativamente, o
transplante em receptores adultos também pode ser realizado por intervengao cirurgica,
onde as células purificadas sdo transferidas diretamente na gonada do receptor (MAJHI
et al., 2009). A técnica cirtrgica também pode ser utilizada para a enxertia de testiculo.
O auto enxerto testicular subcutaneo realizado em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
obteve sucesso na produgdo autogénica de gametas viaveis. No entanto, a produgdo de
espermatozoides tem sido obtida apenas em linhagens isogénicas ou auto enxertos,
enquanto que nos enxertos alogénicos e xenogénicos sdo rejeitados pelo sistema
imunolégico dos peixes receptores (HAYASHI et al., 2018; YOSHINAGA et al., 2021).

O transplante de células germinativas também pode ser realizado na cavidade
peritoneal de larvas recém eclodidas, onde as células transplantadas migram e
colonizam a regido da crista gonadal. Oogodnias de Danio rerio foram introduzidas na
cavidade abdominal, sob a bexiga natatoria, de larvas hibridas estéreis com duas
semanas de idade, sendo obtidos machos capazes de produzirem sémen dos individuos
doadores (WONG et al.,, 2011). Espermatogonias-tronco de truta arco-iris foram
transplantadas para a cavidade peritoneal de embrides recém-eclodidos, e machos e
fémeas transplantados produziram espermatozoides e oOvulos derivados do doador
(OKUTSU et al., 2006). Esses experimentos evidenciaram que as células germinativas
possuem um alto nivel de plasticidade de desenvolvimento e bipoténcia sexual, mesmo
apos o animal atingir a maturidade.

Desde o primeiro ensaio em camundongos (BRINSTER & AVARBOCK, 1994), o
transplante de células germinativas tem sido extensamente aplicado em vérias espécies
e se destaca por contribuir na aquicultura, na medicina reprodutiva para incremento a

produgdo aquicola, e em agdes conservacionistas para a reproducdo de espécies
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ameacadas de extingdo da ictiofauna. Esta tecnologia ¢ potencial para recuperar
populacdes a partir da obtencao de gametas exdgenos fecundos e a subsequente geracao
de suas larvas (MAJHI et al., 2009; NOBREGA et al., 2009). A geracdo de quimera
germinativa, quando bem estabelecida para uma espécie ameagada, pode ser empregada
em programas de conservagdo para a espécies ameagadas de extin¢ao, fazendo com que
uma espécie comum possa produzir gametas de espécies raras (COELHO, 2021).

A produgdo de oocitos exodgenos em receptores fémeas transplantadas ¢ mais
complexa que a de espermatozoides nos receptores machos transplantados. O primeiro
requer compatibilidade de interacdo entre as células transplantadas e a granulosa ou
teca, o que parece dispensavel no transplante em testiculos de receptores (PATINO &
SULLIVAN, 2002; YOSHINAGA, 2018). Somada a barreira hematotesticular, que
impede a reagcdo imunologica a tecidos aldgenos, tem-se um maior sucesso do
transplante de células germinativas masculinas em geral (KAUR et al., 2013). No
entanto, foi verificado a presenca de macrofagos em testiculos de 4. altiparanae
triploides esterilizados com busulfan, transplantados com espermatogonia-tronco de
Brycon orbignyanus (LOPEZ, 2022). A presenca de macrdfagos em gonadas de
hibridos receptores de Pimelodus maculatus (macho) e Pseudopimelodus mangurus
(fémea), transplantados com espermatogdnia-tronco de P. mangurus também foi
verificada (dados ndo publicados). Estes resultados indicam resposta imunoldgica nos

testiculos de receptores transplantados.

1.3. Receptores de células da linhagem germinativa

Previamente ao transplante de células germinativas em adultos, ¢ necessario a
geracdo de receptores completamente estéreis, ou seja, animais que as gonadas sejam
livres de células germinativas, permitindo que as células transplantadas possam entrar
nas gonadas dos receptores, se proliferarem e colonizarem estas gonadas (BRINSTER
et al., 2003; MAJHI et al., 2009). Além disso, ¢ necessario que o receptor tenha
compatibilidade fisiolégica e imunoldgica com o doador, crescimento rapido, ciclo
reprodutivo curto e facil manejo em cativeiro (MAJHI et al., 2009). O transplante em
receptores estéreis propicia a geracao apenas de gametas da espécie doadora, evitando a
geracdo de descendentes hibridos que poderiam ser introduzidos em ecossistemas
naturais no caso de escape (PIVA et al., 2016).

Varios métodos de esterilizacao tém sido usados na geragao de individuos estéreis,
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tais como o cruzamento interespecifico que gera alevinos hibridos (BARTLEY et al.,
2001; PIVA et al., 2016), a manipulagdo cromossdmica que origina individuos triploides
(ADAMOV, 2013), bem como a combinacao destas duas metodologias capaz de gerar
hibridos triploides efetivamente estéreis (PIVA et al., 2016; Xu et al., 2020). Uso de
morfolinos podem induzir a esterilidade dos animais. Estes oligonucleotideos antisense
inilbem a traducdo de mRNA e quando desenhados para genes especificos de
manutenc¢do, diferenciacdo e migracdo de PGC sao capazes de inibir a migracdo de
PGCs ou mesmo conduzir a apoptose destas células, produzindo individuos estéreis
(SAITO et al., 2008; HIGAKI et al., 2010). A esterilizagdo quimica de receptores por
farmacos antineoplasicos pode ser empregada para a produgdo de receptores estéreis,
bem como complemento ao método de manipulagdo cromosséomica (LOPEZ, 2022).
Busulfan ¢ a droga mais utilizada para esse fim, pois inibe a proliferagao e a
diferenciagdo de células-tronco espermatogoniais € promove a apoptose de uma série de
células espermatogénicas (CHEN et al., 2018). Porém, este método pode nao esterilizar
o animal de forma permanente, uma vez que as células germinativas do receptor, apos
alguns meses, voltam a se proliferar (ZOHNI et al., 2012; DE SIQUEIRA-SILVA et al.,
2015).

Além da necessidade de esterilizagdo dos receptores, o transplante de células
germinativas apresenta outro importante revés: a rejei¢ao celular ao procedimento como
resposta imunologica (YOSHIZAKI et al., 2012), com consequente perda do transplante
(YOSHINAGA, 2018). Quando o transplante ¢ realizado em receptores
imunologicamente imaturos, na fase de blastula e larvas recém eclodidas, o transplante
de células germinativas indiferenciadas ndo sofre rejei¢ao celular devido a uma possivel
tolerancia endogena, levando a uma maior taxa de sucesso na producao de gametas
(YOSHIZAKI et al., 2012; DE SIQUEIRA-SILVA et al., 2015). No entanto, em
receptores adultos, a resposta imunologica as células germinativas apds algumas
semanas de transplante limita a porcentagem de receptores capazes de gerar gametas

oriundos do doador (YOSHINAGA, 2018).

1.4. Resposta imunoldgica ao transplante

Os efeitos de drogas imunossupressoras em receptores transplantados com células
germinativas foram estudados para inibir a reagdo imunoldgica. Dentre estes estudos,

foi verificado que o uso do imunossupressor ciclosporina A (CsA), um polipeptidio
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ciclico de origem flingica, prolonga a viabilidade dos enxertos de testiculo e de células
germinativas na truta arco-iris quando administrada periodicamente, aumentando o
sucesso dos transplantes (YOSHINAGA et al., 2018).

As células de defesa dos teledsteos sdo produzidas em maior escala na porgao
cranial do rim, um dos principais 6rgaos linfo-hematopoiéticos desse grupo desprovido
de medula 6ssea e linfonodos (AGIUS & ROBERTS, 2003; DIAS et al., 2004; COSTA
et al., 2012). De cor vermelho-vivo, aspecto esponjoso e consisténcia gelatinosa, o rim
dos peixes fica posicionado dorsoventralmente na cavidade celomatica, abaixo da
coluna vertebral e acima da bexiga natatéria (COSTA et al., 2012). O rim cranial,
posicionado na porcdo cranial, foi assumido neste trabalho como o principal 6rgao de
analises histologicas e moleculares de imunossupressdo sob os tratamentos com CsA,
por produzir as células de defesa imunologica.

As interleucinas sdo citocinas pré inflamatéria produzida por, praticamente, todos
os tipos celulares nucleados, principalmente macrofagos, monocitos e células
dendriticas, além de serem expressas em linfocitos B, células epiteliais e células NK
(natural killer cell). Essas proteinas sdo cruciais na resposta imune aguda contra
invasores e lesdes, bem como promotoras de estimulo, maturacdo, proliferagdo e
ativacdo das células imunolégicas (CAMPOS et al., 2008. LEVY-PEREIRA et al.,
2021). Algumas interleucinas sdo antagoOnicas, responsaveis por silenciar aquelas de
ativagdo. Por isso, as interleucinas sdo alvos moleculares interessantes para se avaliar
com mais acuracia a imunossupressao diante do tratamento de receptores com CsA.

A calcineurina é uma proteina serina/treonina fosfatase dependente de Ca®* e
calmodulina, que desfosforila fatores nucleares das células T ativadas (NFAT),
facilitando as respostas imunes mediadas por células T. Os inibidores da calcineurina
sdao fundamentais para a imunossupressao apos o transplante de orgaos. Ciclofilinas sao
os receptores intracelulares de imunossupressores, como a CsA. O complexo
ciclofilina-CsA interrompe cascatas de transdug¢do de sinal, através da inibicao da
calcineurina, prevenindo a ativagdo de células T em mamiferos (LIU et al., 1991, 1992).
A CsA tem como receptor intracelular a ciclofilina que formam um complexo, o qual se
liga a calcineurina, inibindo a desfosforilagio do NFAT, cuja reagdo ¢ catalisada pela
calcineurina. O NFAT fosforilado ndo migra do citoplasma para o nucleo e, portanto, as
transcrigdes de interleucina-2 e outras citocinas nao sao ativadas, impedindo desta

forma que ocorra a diferenciacao e crescimento dos linfocitos T (Figura 1).
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Figura 1: Figura ilustrativa da ativacdo e inibi¢do da transcri¢ao de interleucina-2
(IL-2) e outras citocinas. Na parte superior da figura ¢ indicada a via de ativagdo da
transcricdo de citocinas. Inicialmente, a calcineurina (PDB:4OR9) se liga ao fator
nuclear das células T ativadas em sua forma fosforilada (NFAT-P) ¢ catalisa a
desfosforilagao (NFAT) (PDB:2JOG), permitindo a migracao de NFAT para o nucleo e
ativando a transcri¢do de /L-2 e outras citocinas. Na parte inferior da figura ¢ indicada a
via de inibicao da transcri¢ao de citocinas. A ciclofilina ¢ ligada a CsA, e este complexo
se liga a calcineurina (PDB:1MF8) impedindo a desfosforilagdo de NFAT-P. Este fator
de transcricdo fosforilado nao migra para o nucleo e a transcri¢do de citocinas ¢
reprimida.

A CsA ¢ uma droga agressiva, principalmente pelos seus efeitos nefropatologicos
toxicos (YOSHINAGA et al.,, 2018). Entre os efeitos adversos, sdo registradas
hipertensao e distirbios eletroliticos, diminui¢do de células brancas no sangue, lesdes
em arteriolas, glomérulos, tubulos e intersticio, necrose focal e hialinizacao (necrose) de
miocitos, vacuolizacdo nos citoplasmas dos epitélios tubulares, bem como
glomeruloesclerose focal e segmentar (BLANKENSTEIN et al., 2017; NETO et al.,
2000). Portanto, é necessario, nesse contexto, estabelecer a concentragdo ideal do
imunossupressor para inibir a diferenciacdo e crescimento de linfocitos T, visando o
equilibrio entre a inibi¢do da resposta imune sobre as células transplantadas e os

menores efeitos adversos possiveis nos receptores.



22

1.5.  Criopreservacao de células da linhagem germinativa

Aliado ao transplante, a criopreservacao de células da linhagem germinativa se
tornou um importante pilar no conjunto de tecnologias que atua diretamente em estudos
de conservagdo das espécies. Nessa técnica, células indiferenciadas armazenadas a
baixas temperaturas podem se manter integras e viaveis por muitos anos (HAGEDORN
et al., 2018), permitindo formar um espectro diversificado de amostras para reconstituir
espécies de peixes em extingdo no nivel global, gracas a capacidade regenerativa desse
tipo celular (MELO & GODINHO, 2006; LEE et al., 2016; HAGEDORN et al., 2018).

No congelamento, ¢ fundamental que as cé€lulas germinativas sejam armazenadas
sob crioprotetores permeaveis a membrana celular, que apresentam baixa massa
molecular (menos de 100 Da) e devem ser utilizados em concentragdo ideal, para que os
mesmos evitem os danos mecanicos celulares ocasionados pelo congelamento,
envolvendo a distor¢do do formato celular causado pelos cristais de gelo e os efeitos
quimicos e osmoticos de solutos concentrados na agua residual descongelada entre os
cristais de gelo (WOWK, 2007).

A partir do trabalho de criopreservagdo de espermatozoides de arenque do Atlantico
a -79°C (BLAXTER, 1953), o congelamento de diversos materiais bioldgicos tem sido
cada vez mais explorado e, com os avangos tecnologicos, tem assumido papel essencial
na geragdo de bancos genéticos que visam reverter o declinio de espécies ameagadas de
extingdo (HAGEDORN et al., 2018; BOUWMEESTER et al., 2022). Em peixes,
embrides (CABRITA et al., 2003; HANG et al., 2020), sémen (NINHAUS SILVEIRA
et al., 2006) e PGCs (KOBAYASHI et al., 2007) sdao as principais amostras bioldgicas
criopreservadas, assim como as células germinativas espermatogbnias e oogdnias
tronco.

A criopreservagdo de espermatogonias-tronco em peixes tem sido explorada em
diversos estudos, incluindo seu descongelamento e transplante em receptores estéreis
(OKUTSU et al., 2006; LACERDA et al., 2010; YOSHIZAKI et al., 2011; LEE et al.,
2016). Nos siluriformes, a criopreservagdo de espermatogonias-tronco € pouco
explorada. Em Pseudopimelodus mangurus as melhores condigdes de criopreservagao
de oogonias-tronco ja foram estabelecidas (LOPEZ, 2018). Em contrapartida, os
espermatozoides sdao o tipo celular frequentemente utilizado na criopreservacao desse
grupo (RAMIREZ-MERLANO et al., 2010; SAHINOZ et al., 2020).

Os principais crioprotetores utilizados apresentam custos relativamente baixos,
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baixa citotoxicidade e possuem propriedades semelhantes, como baixa massa molecular,
habilidade de atravessar as membranas das células vivas, alta solubilidade em solugdes
aquosas eletroliticas e baixa toxicidade (HANADA & NAGASE, 1980). Dentre eles
podemos citar o propanediol, glicerol, etilenoglicol, dimetilsulfoxido (DMSO) e
dimetilacetamida (DMA), os quais sdo universalmente utilizados no congelamento de
tecidos, linhagens celulares e embrides de muitos organismos (RANA, 1995; WOWK,
2007).

1.6.  Visao geral do estudo

Pseudopimelodus mangurus (Valenciennes, 1835), popularmente conhecido como
bagre sapo, ¢ uma espécie neotropical que ja foi listada como vulneravel no Livro
Vermelho da Fauna Ameagada do Parand (IUCN, 2014). Devido a este fato, esse
siluriforme vem sendo utilizado em experimentagao basica e aplicada de biotecnologias
voltadas a sua conservagdo. Os estudos envolvendo o bagre sapo envolveram o
estabelecimento de procedimentos de reproducdo e a descrigdo do desenvolvimento
embrionario (ARASHIRO et al., 2018), domesticagao e larvicultura (SHIGUEMOTO et
al., 2020), marcagdo de PGCs utilizando metodologias de WISH e microinjecao de
mRNA sintetizado in vitro, bem como andlise de expressdo de genes especificos de
PGCs durante o desenvolvimento embrionario e em tecidos de adultos de P. mangurus
(SHIGUEMOTO et al., 2022). Os trabalhos realizados voltados a conservagao de P.
mangurus incluem o estabelecimento de procedimentos de purificagdo e
criopreservacdo de ooglnias-tronco, bem como o transplante destas células em
receptores triploides de mandi (LOPEZ, 2018).

No presente trabalho, foram estabelecidos os procedimentos de purificagdo,
caracterizacdo molecular e criopreservagao de espermatogonias-tronco de P. mangurus.
Além disso, foi avaliado o efeito do imunossupressor CsA in vitro e in vivo sobre
Astyanax altiparanae triploides, o lambari-do-rabo-amarelo. No estudo in vitro foram
realizados o isolamento de leucocitos e o cultivo destas células na presenca de CsA,
sendo verificadas a concentracdo e a viabilidade dos leucdcitos comparadas ao grupo
controle sem CsA. No estudo in vivo, foram avaliados possiveis efeitos deletérios da
administracdo com CsA em rim cranial e gonada dos animais, bem como a regulagdo
expressdao do gene interleucina-1p em rins craniais em animais previamente

esterilizados com busulfan. Os resultados obtidos contribuirdo para a geragao do banco
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genético de espermatogonias-tronco de P. mangurus e a realizacdo do transplante destas
células criopreservadas em receptores triploides de A. altiparanae esterilizados
quimicamente com busulfan. A. altiparane foi escolhida para as analises com CsA pelo
fato da esterilizacdo quimica em triploides ja ter sido previamente estabelecida
(LOPEZ, 2022), e por P. mangurus ¢ A. altiparanae pertencerem a ordens taxondmicas
distintas, o que pode resultar em uma maior rejeicdo das células transplantadas. No
entanto, o transplante xenogénico de espermatogdnia-tronco do Siluriforme Rhamdia
quelen (jundid) no testiculo do Cichliforme Oreochromis niloticus (tilapia) foi
bem-sucedido, sendo observada a produgdo de espermatozoide do siluriforme no
testiculo do receptor (SILVA et al.,, 2016). Esse trabalho indica que o transplante
xenogénico de espermatogdnia-tronco utilizando peixes de diferentes ordens pode ser
realizado com sucesso.

A. altiparanae é uma espécie de Characiformes que, no conjunto de trabalhos
publicados, pode ser considerado um modelo emergente para estudos em peixes
neotropicais, contemplando procedimentos bem estabelecidos de reprodugao,
larvicultura e manipulagdo cromossomica (ADAMOV et al., 2017; BERTOLINI et al.,
2018). Esta espécie foi escolhida principalmente pelos procedimentos técnicos ja
estabelecidos, facilidade de manejo e cultivo em aquarios. 4. altiparanae pode servir
também como referéncia para a esterilizacdo quimica e imunossupressao seguidas pela
reprodu¢ao por transplante de células germinativas. Como os procedimentos de
triploidizacdo e esterilizagdo quimica por busulfan ja foram definidos sobre A.
altiparanae (LOPEZ, 2022), a espécie pode ser utilizada como receptora de
espermatogonia-tronco de bagre sapo e para avaliagdo da posologia e periodo de
administracao de CsA. Devido ao curto periodo para atingir a maturagdo sexual, cerca
de 4 meses, essa espécie permite o aperfeigoamento de experimentos que envolvam
diferentes biotécnicas, que de certa forma, possam conduzir a maior viabilidade dos

transplantes e maior sucesso na reproducao de espécies em extingao.

2. Objetivos

2.1. Geral

Estabelecer as melhores condi¢des de criopreservagdo de espermatogonia-tronco de

Psedopimelodus mangurus para geracdo de banco genético e avaliar acao efeitos do
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imunossupressor em receptores juvenis triploides de Astyanax altiparanae esterilizados

quimicamente.

11.

iii.

1v.

vi.

Vil.

2.2. Especificos

Estabelecer procedimentos de purificagdo de espermatogonia-tronco de
Pseudopimelodus mangurus.

Avaliar as caracteristicas de célula tronco das espermatogonias purificadas
pela expressao de ddx4 e atividade da fosfatase alcalina.

Identificar a melhor condi¢do de criopreservagdo de espermatogdnias-tronco
de Pseudopimelodus mangurus a partir de solugdes crioprotetoras
pré-estabelecidas.

Produzir receptores estéreis de Astyanax altiparanae utilizando a combinagao
das técnicas de manipulacdo cromossomica e esterilizagdo quimica.

Avaliar o efeito do imunossupressor CsA sobre o cultivo in vitro de
leucocitos de Astyanax altiparanae.

Avaliar o efeito de diferentes dosagens do imunossupressor CsA sobre o
sistema imunologico de lambaris triploides.

Avaliar a repressao da expressdo génica de interleucina-1p nos rins craniais

de A. altiparanae utilizando diferentes dosagens de CsA.

3. Coletas e uso animal em experimentacio

Foram utilizados individuos machos e fémeas de Astyanax altiparanae, coletados

nos tanques de piscicultura do Centro de Pesquisa e Conservagdo da Biodiversidade

Aquatica Continental do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade

(CEPTA/ICMBIio0). Os machos de Pseudopimelodus mangurus, utilizados para o

isolamento de espermatogoOnias-tronco, foram coletados no Rio Mogiguagu, em

Cachoeira de Emas, Pirassununga-SP (SISBIO # 31836-12), prontamente utilizados nos

experimentos. Todos os experimentos foram realizados nas instalagdes do Laboratorio

de Biotecnologia de Peixes do CEPTA/ICMBio, em Pirassununga-SP, e conduzidos

seguindo as normas do Comité de Etica para Uso de Animais do CEPTA/ICMBio
(CEUA/CEPTA n°0064-1062/2020).
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Capitulo 1. Isolamento, caracterizagdo e
criopreservacao de espermatogdnias-tronco de
Pseudopimelodus mangurus

Resumo

Este capitulo se refere as atividades de isolamento, avaliacdo de caracteristicas de
células tronco e a criopreservacdo de espermatogdnias-tronco de bagre sapo. A
purificacao foi realizada através do gradiente de densidade de Percoll de fragmentos de
testiculo submetidos a dissociagdo enzimatica e pelo plaqueamento diferencial. As
fragdes obtidas foram avaliadas por microscopia, expressao relativa de ddx4 e atividade
da fosfatase alcalina. As células foram criopreservadas utilizando cinco crioprotetores
diferentes em trés molaridades. As viabilidades celulares de cada etapa foram avaliadas
utilizando azul de Trypan e as concentragdes determinadas utilizando camara de
Neubaeur. Pela andlise microscopica, as bandas celulares de 20% e 30% do gradiente de
Percoll apresentaram as maiores concentracdes de espermatogdnia-tronco. Estas bandas
celulares foram agrupadas e analisadas em conjunto, sendo obtido cerca de 54% de
pureza ¢ 93% de viabilidade, e submetidas ao plaqueamento diferencial. Apds cerca
del4 horas de cultivo, foi obtida a pureza em torno de 60%, com 92% de viabilidade.
Pela comparagdo da microscopia de luz branca e de fluorescéncia foi verificado que as
espermatogonias-tronco apresentavam alta atividade da fosfatase alcalina em relagdo
aos espermatocitos e espermatides, em ambas as fracdes celulares das etapas de
purificagdo. A expressdo relativa de ddx4 foi cerca de duas vezes maior que nas
amostras de testiculos e do plaqueamento diferencial, sugerindo o enriquecimento de
espermatogonias-tronco na etapa de gradiente de densidade de Percoll e diminui¢do da
integridade celular, baseada na expressao deste gene, no plaqueamento diferencial. Por
este motivo, células oriundas do gradiente de densidade de Percoll foram utilizadas para
a criopreservagdo. A melhor condi¢do de criopreservacio obtida foi com propanediol a
1 M, que apresentou a maior a viabilidade das espermatogdnias-tronco (98%), em

contraste com dimetilacetamida a 2 M que proporcionou cerca de 47% de viabilidade.
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4. Materiais e métodos

4.1. Analise da composicao histologica do testiculo de P. mangurus

Dois testiculos de machos sexualmente maduros de Pseudopimelodus mangurus
foram coletados e postos em solugdo fixadora de Bouin por 24 horas, trocado por alcool
70% diariamente. O testiculo foi dividido em trés partes: regido anterior, média e
posterior. As amostras consistiram em estrutura alongada central, contendo o ducto
testicular, com um par de franjas filiformes pareadas, localizadas na por¢do posterior da
cavidade corporal, suspensas pelo mesorquio.

O procedimento histoldgico para inclusdo em Paraplast se deu imergindo as
amostras em duas solugdes seguidas de alcool 80%, 95% e 100%, em cada qual duas
vezes durante 15 minutos. Uma solugdo de alcool absoluto com xilol foi incluida
durante 10 minutos, seguida de 5 minutos em solugdes de xilol I e xilol II ¢ 3 minutos
em xilol III. As amostras foram postas durante 1 hora em solugdo paraplast:xilol na
estufa a 70°C, e em paraplast durante toda a noite. No dia seguinte, foram imersas em
paraplast II por 1 hora na estufa a 70°C e incluidas em definitivo em paraplast III, em
uma forma de gelo. Endurecidas, as amostras foram retiradas da forma e as amostras
foram cortadas com uma lamina de aco acoplada a um microtomo (Leica Biosystems
#RM2235, Heidelberger, Germany), na espessura de 5 pm. As amostras foram
colocadas sobre laminas de microscopio.

As laminas com as amostras de 5 um em parafina foram submetidas a
desparafinagdo. Para isso, foram imersas em xilol I, II e III durante 5 minutos,
respectivamente. Para a reidratacdo, as laminas foram imersas em uma série alcodlica
decrescente de alcool absoluto, 95%, 80% e 70%. Em seguida, as amostras foram postas
em agua corrente durante aproximadamente 5 minutos.

Adicionou-se hematoxilina as amostras durante 3 minutos e, imediatamente, o
corante foi retirado e as laminas novamente postas sob a4gua corrente durante
aproximadamente 6 minutos (observando-se a reacdo entre a amostra e a hematoxilina
sob efeito da 4gua, para se chegar a um ponto 6timo de coloragdo e evitar que a mesma
seja exagerada). As amostras foram imersas rapidamente em alcool 95%, em corante
eosina durante 1 minuto e em agua corrente durante o mesmo tempo. Passou-se as
amostras em série alcodlica crescente (4lcool 70%, 80%, 90% e 100%), e rapidamente

em xilol I e II. Mantidas em xilol III, as 1aminas j& coradas foram montadas pingando-se
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balsamo do Canadé sobre as mesmas e cobrindo-as com laminula de vidro. Os cortes
histologicos foram observados em um microscopio optico (Nikon-Eclipse Ni, Téquio,
Japao) e as imagens capturadas com o uso de uma camera fotografica (Nikon DSRi2,

Nikon, Téquio, Japao), acoplada ao microscopio.

4.2. Isolamento de espermatogonias-tronco de P. mangurus

Dois machos sexualmente maduros de bagre sapo (Pseudopimelodus mangurus)
foram coletados no rio Mogiguagu, no distrito de Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP,
e mantidos em um tanque com oxigenacdo continua e alimentagdo didria de carne de
peixe. Os espécimes foram submetidos a eutanasia por uma solu¢do anestésica de
eugenol na concentragdo de 100 mg/L. Seguidamente, dados biométricos de cada
animal foram aferidos: massas total dos peixes e comprimentos total (distancia da ponta
do focinho até a regido terminal da nadadeira caudal) (Figura 2A) e padrdo
(comprimento da ponta do focinho ao final do pedinculo caudal). Com um bisturi,
abriu-se longitudinalmente a regido ventral dos animais, procedendo-se a extrusdo das
gonadas, separados por cada animal (Figura 2B). Os valores dos dados biométricos sdo

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Medidas dos espécimes machos de P. mangurus utilizados no isolamento de
espermatogonias-tronco.

Individuo | Massa total | Massa gonadal (g) [ Comprimento | Comprimento
(kg) total (cm) padrio (cm)
1 0,670 1,738 38 32,5
2 0,265 0,925 29 25

B 1 2 3 4 S 6 F B S 1011 12150415 16 17 48 19 20 21 22 23 34 35 36 27 28 29 30 31 X2 X3 B4 35 36 X7 34 39 40

s
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Figura 2. Medida dos comprimentos total e padrio (A); Excisdo gonadal (B)
(pontilhado) e gonada excisada de macho de P. mangurus (C).

Apo6s suas massas serem aferidas, os testiculos foram transferidos para placa de
Petri estéril de 90 x 15 mm, contendo meio de cultivo celular Leibovitz (gibco
#21083027, Grand Island, USA), suplementado com 0,5% soro fetal bovino, 2 mM de
glutamina (Sigma #G7513, St. Louis, USA), 1 mM de piruvato (Sigma #S8636, St.
Louis, USA), 1X de solucao de MEM vitaminas (Sigma #M6895 St. Louis, USA), 1X
de solu¢do de MEM aminodacidos ndo essenciais (Sigma #M7147, St. Louis, USA) e 1X
de solucdo de antibidtico e antimicotico (Sigma #AS5955, St. Louis, USA). Em uma
cabine de fluxo laminar (FUH12, VECO, Campinas - SP, Brasil), os testiculos foram
triturados com auxilio de laminas de bisturi e lavado trés vezes com meio Leibovitz
(L-15) suplementado, para a eliminagdo do excesso de células sanguineas.

O tecido triturado foi transferido para tubos de centrifuga de 15 mL, sendo utilizado
cerca de 1,65 g de tecido, e adicionado cerca de 10 mL de meio L15 suplementado. Em
seguida, foi adicionado 2 mg/mL de colagenase tipo I de Clostridium histolyticum
(Sigma #CO0130, St. Louis, USA). As amostras foram incubadas a temperatura ambiente
em agitador giroscopico (Agitador PROENIX, Sdo Paulo, Brazil). Ap6s duas horas de
incubagdo, foram adicionados as amostras 20 pg/mL de DNase I (Sigma-Aldrich
#SLBTS5559, St. Louis, USA) e a reacdo incubada mais uma hora no agitador. A
colagenase ¢ um agente desagregador do tecido conjuntivo tornando as células
individualizadas para a etapa de purificagdo, enquanto que a DNAse I degrada o DNA
das células rompidas, diminuindo a viscosidade da solugdo, evitando a agregacdo das
células.

ApoOs os tratamentos enzimaticos, as amostras foram filtradas utilizando novos
tubos de centrifuga de 15 mL e filtro de nylon de porosidade de 50 um de didmetro,
para a retirada do tecido ndo degradado. O volume da solucao celular foi ajustado para
13 mL, utilizando meio L-15 suplementado. Em seguida, o tubo foi centrifugado
durante 8 minutos, com for¢a centrifuga de 300 x g, a 25°C (Centrifuge 5702 —
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O precipitado celular foi suspenso em 10 mL de
meio L-15 suplementado e centrifugado a 300 x g por 5 minutos. Esta etapa de lavagem
foi repetida duas vezes para a retirada de colagenase e DNase residuais, bem como a

inativagdo da colagenase. O precipitado celular proveniente da tltima centrifugacao foi
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suspenso em 200 pL de meio L-15 suplementado e submetido ao fracionamento celular
em gradiente de densidade de Percoll (Sigma #P1644, Saint Louis, EUA). A purificagao
das espermatogonias-tronco foi realizada em duas etapas, sendo a primeira através do
gradiente de densidade de Percoll e a segunda pelo plaqueamento diferencial. O
reagente Percoll é um coldide composto por microparticulas de silica. Sua versatilidade
permite a separacao de populagdes celulares em alta resolucdo a partir da criagdo de
diferentes gradientes continuos ou descontinuos de densidades de Percoll. Neste
procedimento, as células sdo fracionadas de acordo com as suas densidades. Dessa
forma, as diferentes populagdes celulares se agrupam em bandas correspondentes as de
suas respectivas densidades.

O gradiente de densidade de Percoll foi formado utilizando quatro solugcdes de
diferentes densidades, isto €, com gradientes de densidade nas concentragdes de 10%,
20%, 30% e 40% de Percoll. As solu¢des com Percoll foram preparadas em meio L-15
e o gradiente foi formado adicionando inicialmente a maior concentragao (40%) no tubo
de centrifuga de 15 mL e seguindo a adigdo das solugdes em ordem decrescente, ou seja
30%, 20% e, por fim, 10%. O volume final do tubo de solucdo de gradiente final era de
4 mL, formado pelos 4 diferentes gradientes de densidade de Percoll. Os 200 uL da
solucdo de células, oriundos da ultima etapa de lavagem, foram depositados sobre a
solucdo de 10% do gradiente de densidade de Percoll e submetido a centrifugagao
durante 35 minutos, 800 x g, a 25°C (Centrifuge 5702, Eppendorf, Germany). O
isolamento das espermatogdnias-tronco para o peixe 1 e 2 foram realizadas
separadamente. No entanto, para o peixe 2 ndo foram obtidas bandas visiveis no
gradiente de densidade de Percoll e, portanto, ndo utilizado nas etapas posteriores.

As bandas de 20% e 30% foram recuperadas separadamente, colocadas em tubo de
centrifuga de 15 mL, suspensas em 10 mL de meio L-15 suplementado e centrifugada a
300 x g por 8 minutos a 25°C para remocdo de Percoll. Em seguida, as células
depositadas nos fundos dos tubos de centrifuga foram suspensas em 500 puL e 200 pL de
meio L-15 suplementado, para as células vindas das bandas de 20% e 30%,
respectivamente. As suspensoes celulares foram analisadas por microscopia para avaliar
a fracdo contendo o maior percentual de espermatogonias-tronco.

Depois de confirmada a presenga de espermatogonia-tronco, 10 pL. de suspensao
celular foi utilizada para a quantificagdo da concentragdo celular através de uma camara

de Neubauer. Para determinar a viabilidade, 30 pL de suspensao celular foi adicionada
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em 5 pL da solugdo de azul de Trypan a 0,4% (Gibco #15250061, Grand Island, USA) e
10 pL utilizado na camara de Neubauer para a contagem em microscopio. Estas etapas
foram realizadas em triplicata. O azul de Trypan identifica células vivas daquelas
mortas, uma vez que as membranas plasmaticas destas Ultimas ja& ndo possuem
permeabilidade seletiva e foram danificadas. Desta forma, as células mortas absorvem o
corante tornando se azuis, 0 que nao acontece com as células vivas.

As suspensdes celulares oriundas das bandas de 20% e 30% do gradiente de
densidade de Percoll foram agrupadas e as células foram submetidas ao plaqueamento
diferencial. Para tal, foi utilizado o meio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM em alta glicose) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de
glutamina (Sigma # G7513, St. Louis, EUA), 1 mM de piruvato (Sigma # S8636, St.
Louis, EUA) 1X de solugdo de MEM vitaminas (Sigma # M6895 St. Louis, EUA), 1X
de solu¢do de MEM aminodacidos ndo essenciais (Sigma # M7147, St. Louis, EUA) e
1X de solucdo antibidtica e antimicotica (Sigma # AS5955, St. Louis, EUA). A
suspensao celular foi transferida para a placa de cultivo celular (90 mm x 15 mm),
adicionado 10 mL de meio de cultivo descrito acima, homogeneizada por movimentos
circulares e incubada por cerca de 14 horas em incubadora de CO, (Sanyo
COM-18AIC (UV) COz2 Incubator, SANYO Electric Co., Ltd, Japao), em atmosfera
com 5% de CO, e 100% de umidade, a 30°C de temperatura. O procedimento de
isolamento e purificagdo das espermatogonias-tronco sdo representadas pela figura 3.
Apo6s a incubag¢do no meio de cultivo foi cuidadosamente recuperado e centrifugado a
300 x g por 8 minutos, a 25°C, para recuperagdo das células ndo aderidas a placa de
cultivo celular, e suspensas em 1 mL de meio L-15 suplementado. As mensuragdes da
concentragdo de espermatogdnias-tronco e a viabilidade celular foram realizadas como

descrito para a etapa de purifica¢do por gradiente de densidade de Percoll.
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Figura 3. Representagdo ilustrativa do procedimento de isolamento e purificacdo de
espermatogonias-tronco de Pseudopimelodus mangurus.

4.3. Avaliacio da atividade da fosfatase alcalina em
espermatogonias-tronco de P. mangurus

A avaliacao da atividade da fosfatase alcalina foi realizada utilizando as amostras
de espermatogonias-tronco provenientes do isolamento celular por gradiente de
densidade de Percoll e do plaqueamento diferencial. Para tanto, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 300 x g para a remog¢ao do meio de isolamento, diluidas
em 2 vezes e ressuspensas em 500 pL de solugdo de Hank’s. 1 pL de fosfatase alcalina
— AP Live Stain DMSO (Life Technologies, Frederick, EUA) e incubado durante 30
minutos a temperatura ambiente. As fosfatases alcalinas sdo enzimas hidrolases
responsaveis pela remocao de grupos fosfato de diversas moléculas, e sio marcadores

de pluripoténcia das células tronco (KERCHER et al., 2012).

Passado o tempo, as células foram lavadas por centrifugagdo sob as mesmas
condi¢des anteriores, com 500 pL de solu¢do de Hank’s. 10 puL de solugdo celular
foram visualizados em camara de Neubauer através de um microscéopio de fluorescéncia
(Nikon, SM18, Toquio, Japao). Apos a visualizacao, a solucao celular foi submetida ao
plaqueamento diferencial. 500 pL da solu¢do foi posta em 10 mL de meio de cultivo
suplementado com 10% de substituto de soro fetal bovino, em placa de cultivo de 90

mm x 35 mm, e deixado em estufa a 30°C com inje¢ao de 5% de CO,.
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No dia seguinte, as células espermatogoniais-tronco foram novamente contadas
quanto a viabilidade, concentragdo e pureza, bem como novamente submetidas a

avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina.

4.4. Avaliacio da expressiao do gene ddx4 (vasa) em testiculo e
amostras provenientes das etapas de purificacdo de
espermatogonia-tronco

4.4.1. Extracdo de RNA de amostras gonadal e espermatogoniais de P.
mangurus

Para a extragdo de RNA total do testiculo e das amostras oriundas das etapas de
purificagdo de espermatogonias de P. mangurus, foi utilizado o reagente Trizol
(Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para tal, foram
adicionados 750 pL de Trizol em cada amostra, entdo maceradas com uso de pistilo e
homogeneizadas através de pipetagem. Em seguida, as amostras foram incubadas
durante 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras contendo material insoluvel
foram centrifugadas a 300 x g por 5 minutos (Hermle Labnet # Z326K, Wehingen,
Alemanha) e o sobrenadante transferido para novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
Em seguida, 150 pL de cloroféormio foram adicionados a cada solugdo, seguindo a
recomendacdo de 200 pL/mL de Trizol. As amostras foram novamente incubadas
durante 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas durante 15 minutos, a 12.000
x g, a 4°C. A fase aquosa de cada amostra foi transferida para um novo tubo, ¢ a elas,
foram adicionados 350 pL de isopropanol, usando a propor¢ao recomendada de 500
pL/mL de Trizol, e a reagdo foi incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente.
As solugdes foram centrifugadas por 10 minutos, nas mesmas condi¢cdes da
centrifugacdo anterior. O sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspenso em
etanol a 75%, sendo a solugdo mae preparada com 7,5 mL de etanol a 100% e 2,5 mL
de agua DEPC livre de RNAse. As solugdes foram homogeneizadas ¢ novamente
centrifugadas durante 5 minutos, a 7.500 x g e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado deixado a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos para
evaporacao de residuos de etanol.

O precipitado de RNA total foi suspenso com 15 pL de agua DEPC livre de RNAse
e homogeneizado. As solugdes foram expostas a 60°C durante 15 minutos em banho

seco. O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro microfluidico UV/VIS
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QIAxpert (Qiagen, Hilden, Alemanha) e armazenado a -80°C.

4.4.2. Producdo de cDNA a partir do RNA de amostras gonadal e
espermatogoniais de P. mangurus

Para a sintese de cDNA o RNA total purificado foi previamente tratado com
DNAse 1. Para isso, uma reagdo com total de 10 puL foi preparada contendo 1 pg de
RNA purificado, 1 pL de tampao de reagao, 1 uL de DNAse I (Sigma) e agua livre de
nucleases para completar o volume de 10 pL. A solucdo de RNA foi incubada a 25°C
durante 15 minutos. Apos este periodo, foi adicionado 1 pL de stop solution para inibir
a atividade da DNAse | e a solugdo foi incubada a 70°C durante 10 minutos para
degradacao da enzima.

Para a sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems™ # 4368814), seguindo as instrugdes do
fabricante. A reagdo de sintese foi preparada utilizando 2 pL de tampado (10X RT
Buffer), 0,8 pL de dNTPs a 100 mM, 2 yL de random primers (10X RT Random
Primers), 4,2 pL de dgua DEPC livre de RNAse e 1 pL de transcriptase reversa (50
unidades/pL). A essa reacdo foi adicionado 10 pL da solu¢do de RNA previamente
tratada com DNAse I. A sintese da primeira fita de ¢cDNA foi realizada em um
termociclador (Multigene OptiMax Thermal Cycler — Labnet International), nas

condi¢des de 25°C durante 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e

4°C infinito.

4.4.3. Avaliacio da expressdio de ddx4 por PCR convercional

As avaliagdes das expressdes do gene ddx4, bem como do endogeno rRNAISs,
foram realizadas através de PCR convencional. As reacdes de PCR foram preparadas
utilizando os pares de primers para ddx4 e rRNAIS8s (Tabela 2) e cDNA de (1)
fragmento da parte cranial do testiculo, (ii) gragdo celular oriunda do gradiente de
Percoll e (ii1) fracdo celular obtida no plaqueamento diferencial. Os primers utilizados
foram desenhados utilizando as sequéncias dos genes obtidas pelo transcriptoma do ovo
de P. mangurus depositado no National Center for Biotechnology Information - NCBI

(BioProject ID: PRINA819998).
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Tabela 2: Sequéncias de primers utilizados na avaliagdo dos genes enddgenos e de
interesse por PCR convencional e em tempo real.

Primers Sequéncia 5°—3’ Amplicon (pb)
ddx4-F ATCAGAGCCCAGTTGTGTTTT 150
ddx4-R TCCCAAAACTACCGCTACTG

rRNAI1S8S-F GTCTGTGATGCCTTAGATGTC 107
rRNA 185-R CGAACGGGTTTAAGCGGATT

f3-actina-F CGTGCTGTCTTCCCATCCA 86
f3-actina-R TCACCAACGTAGCTGTCCTTCTG

As reacdes de amplificacdes foram realizadas utilizando 1 pLL de cDNA (cerca de
1200 ng) de cada amostra, 3 pL de tampao (10X tampao de PCR), 0,9 pL de MgCl, a
50 mM, 0,6 pL. de ANTPs (10 mM cada), 1,5 pL da mistura dos primers (10 uM cada),
0,3 uL de Tag DNA polimerase (5 unidades/uL) (Invitrogen™ # 11615036) e 22,7 uL
de agua DEPC livre de RNAse. As reacdes de PCR com volume final de 30 pL foram
submetidas aos seguintes parametros de ciclagem: 94°C durante 5 minutos para
desnaturagdo inicial, 35 ciclos de 94°C durante 45 segundos para desnaturacao, 57°C
durante 30 segundos para anelamento e 72°C por 30 segundos para extensdo e um ciclo
de 72°C por 10 minutos para extensdo final, seguido de 4°C infinito. A reacdo foi
realizada utilizando o termociclador (Multigene OptiMax Thermal Cycler — Labnet
International).

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2%, que foi preparado diluindo 1,4 g de agarose em 70 mL de TBE 0,5X (Tris, acido
borico ¢ EDTA) e adicionando 3,5 pL do corante SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen™ # S33102). O DNA referencial (ladder) foi preparado utilizando-se 8 uL
de 4gua DEPC livre de RNAse, 1 pL. de DNA referencial 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen™ # 10787018 ) e 1 pL de tampao Blue Juice (Sigma). O preparado do DNA
referencial e 25 pL de cada produto de amplificacdo, contendo 3 pL de tampao Blue
Juice, foram depositados nas canaletas do gel. A corrida foi realizada em solucdo de
TBE 0,5X sob uma tensdo constante de 70V. Os produtos das amplificagdes foram
visualizados utilizando um transiluminador UV (Accuris E4000 Smartblue, Benchmark

Scientific) e fotografados.
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4.4.4. Avaliacdo da expressao relativa de ddx4

As analises da quantificacdo relativa da expressao de ddx4 foram realizadas
utilizando o termociclador em tempo real Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Foster City,
Califérnia, Estados Unidos), usando o método da curva padrao para quantificagdo
relativa. A quantificagdo foi normalizada pelo controle endogeno p-actina e a
quantificagdo relativa foi expressa em relacdo ao testiculo (calibrador). As curvas
padrdes para B-actina e ddx4 foram construidas pela diluicdo seriada de 1:3 utilizando
cDNA proveniente da gonada, nas quantias de 648, 216, 72, 24 e 8 ng. As curvas foram
construidas juntamente com as analises e em duplicata para cada ponto, sendo utilizado
paralelamente o controle negativo de reagdo (NTC). Todas as amostras foram
amplificadas em triplicatas. Para cada reacdo foi utilizado 10 pL de QuantiNova SYBR
Green PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany), 0,1 pL de ROX dye cycler
(Qiagen, Hilden, Germany), 1 pL da mistura de primers (250 nM de cada), 400 ng de
cDNA, agua livre de nucleases para completar 20 pL. de volume final de reacdo. As
condi¢des de amplificacao utilizadas foram: Ativacdo da DNA polimerase a 95°C por 2
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 10 segundos (desnaturacao das fitas de
DNA) e 62°C por 30 segundos (anelamento de primers e amplificagdo), seguido da
curva de Melting de 60°C a 95°C. As analises foram realizadas utilizando o software
7500 Software version 2.0.5 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientitific Inc.,
Foster City, California, Estados Unidos). As eficiéncias (E) das reagdes de

amplificagdes foram calculadas pelo programa utilizando a equagdo: E = (1075°P -1) x

100.

4.5. Avaliacdo da melhor condicio de criopreservacao de
espermatogonias-tronco

Apbs o estabelecimento das condigdes de purificagdo e a caracterizagdo de
espermatogonia-tronco de Pseudopimelodus mangurus, iniciou-se a etapa de

criopreservagao celular.

4.5.1. Criopreservagio de espermatogonias-tronco de P. mangurus

Trés machos sexualmente maduros de P. mangurus foram coletados no més de
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junho e eutanasiados por uma solugdo anestésica de eugenol na concentracao de 100
mg/L. Em trabalhos prévios em nosso laboratdrio, foi observado que o periodo de maio
a julho ¢ o mais propicio para o isolamento das espermatogdnias-tronco, devido a
intensa taxa de mitose destas células e a baixa concentragdo de espermatozoide no
testiculo. Dos animais eutanasiados foram mensuradas as massas corporea total e
gonadal, bem como as medidas dos comprimentos total ¢ padrdo. A média de massa
total foi de 446,6 g (£30,86); a de gonadas, de 1,36 g (£0,32). As médias de
comprimento total e padrao foram 33,3 cm (£0,44) e 28 cm (+0,57), respectivamente.
Para a criopreservagao das espermatogonias-tronco de P. mangurus foram realizadas as
etapas de dissociacdo enzimatica dos testiculos seguida pelo gradiente de densidade de
Percoll, como previamente descritos no subtitulo “4.2. Isolamento de
espermatogonias-tronco de P. mangurus”. As bandas celulares de 20% e 30% do
gradiente de Percoll foram agrupadas e utilizadas na etapa de criopreservacdo. As
células obtidas para cada animal foram suspensas em meio L-15 para ajustar a
concentragdo em 5,3x10° espermatogonias-tronco/mL, sendo cada animal considerado
uma réplica experimental. Para a criopreservacdo das células espermatogoniais foram
utilizadas solugdes crioprotetoras de acordo com trabalho previamente publicado
(LINHARTOVA et al., 2014), com modificagdes. Cinco agentes crioprotetores foram
empregados, cada um em trés concentragdes diferentes (2 M, 3 M e 4 M), sendo eles o
etilenoglicol, glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA) e
propanediol. Inicialmente foi preparada uma solucdo estoque contendo D-glicose a 100
mM e soro albumina bovina (BSA) a 1%, preparada em solu¢dao de Hanks (0,1855 g/L
de CaClz, 0,204 g/ de MgS04.7;H20, 0,4 g/L de KCl, 0,06 g/L. de KH2PO4, 0,35 g/L
de NaHCOs3, 8 g/L de NaCl, 0,0475 g/LL de NaH2POas, 1 g/L de glicose, em pH = 7,4).

As quinze solugdes crioprotetoras preparadas e utilizadas para a criopreservagao
apresentavam as seguintes composi¢des: 50 mM de D-glicose, 0,5% de BSA e 2 M, 3
M ou 4 M de cada crioprotetor usado. Para a criopreservacao era realizada a mistura de
suspensdo celular e solucdo crioprotetora na propor¢do de 1:1 e, portanto, as
concentragdes finais dos constituintes das solucdes crioprotetoras, bem como a
concentragdo celular, eram diluidas para a metade dos valores iniciais.

As suspensdes celulares em condigdes crioprotetora foram envazadas em palhetas
de criopreservacao de sémen de 0,5 mL (IMV Technologies). Para isso, as palhetas

eram cortadas para armazenar 70 pL das suspensdes celulares. Com o uso de uma
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micropipeta, as palhetas eram envazadas e seladas com alcool polivinilico (Sigma #
089K 0037, St. Louis, EUA), dispostas em criotubos de 2 mL (Corning Incorporated #
430659, DF, M¢éxico) e estes transferidos para um recipiente de criopreservagao,
Corning CoolCell (Biocision, CoolCell®ILX). O recipiente era entdo colocado em
freezer a -80°C por duas horas. Em seguida, os criotubos eram armazenados em
nitrogénio liquido e mantidos nesta condi¢do por aproximadamente uma semana. Para
cada macho, eram utilizados cinco criotubos, com trés palhetas cada, sendo cada palheta

uma concentragao especifica do mesmo agente crioprotetor.

4.5.2. Descongelamento das espermatogonias e aferimento da viabilidade
celular

Cada criotubo contendo as palhetas foi individualmente retirado do nitrogénio e
imediatamente imerso em um recipiente com agua destilada a 30°C, permanecendo
nesta condi¢do durante um minuto, para o descongelamento das amostras. Em seguida,
as trés palhetas de cada criotubo foram retiradas do mesmo, secas e suas extremidades
cortadas para desobstrui-las. O contetido foi separadamente transferido para microtubos
de centrifuga de 1,5 mL e centrifugado durante 5 minutos a 350 x g (Hermle Labnet #
7326K, Wehingen, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o precipitado suspenso
em 30 pL de solu¢do de Hanks contendo 5 pL solugdo de azul de Trypan a 0,4%. Trés
contagens foram realizadas na camara de Neubauer para cada concentracdo do

crioprotetor.

4.5.3. Anadlises estatisticas

Os dados de viabilidade das espermatogdnias-tronco para os diferentes
crioprotetores foram analisados estatisticamente utilizando os programas Statistica,

BioEstat e PAST 4.03 pelos testes de ANOVA e Kruskal-Wallis.

5. Resultados

5.1.  Analise histologica do testiculo de P. mangurus

Através da andlise microscopica dos cortes histoldgicos das regides cranial (Figuras

4A e 4B), média (Figuras 4C e 4D) e caudal (Figuras 4E, 4F e 4G) dos testiculos de P.
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mangurus foi verificado que as células espermatogoniais-tronco, distintas visualmente
das suas formas diferenciadas pelo seu maior tamanho, nucleo grande
predominantemente na regido central da célula e coloracdo mais acidofila, sdo mais
abundantes na regido cranial do testiculo em relagdo a parte média da gonada. Na
porcdo média dos testiculos, apesar de ainda presentes, as espermatogonias-tronco se
mostravam em menor nimero € contrastavam com maiores quantidades das suas

versOes mais diferenciadas, tais como as espermatides fortemente basoéfilas.
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Figura 4. Histologia dos testiculos de P. mangurus. A e B: Cortes histologicos da parte
cranial do testiculo que contém as franjas filiformes, sendo observado ninhos
predominantes de espermatogonias (Sg), seguido de espermatdceitos (Sp). C e D: Corte
histologico da parte média do testiculo, sendo C e D franjas filiformes com transi¢do
entre ninhos com espermatogdnias (Sg), espermatdcitos (Sp) e espermatides (St);
estrela: tecido conjuntivo; asterisco: tecido intersticial. E e F: porcao secretora da parte
final do testiculo, com proje¢des digitiformes secretoras (P). G: parte estruturada por
tecido conjuntivo (asterisco), contendo o limen do ducto seminifero (tridngulo) na
regido cranial do testiculo A, C, E e G: escala de 50 um. B, D e H: escala de 200 um.

Através das analises das por¢des dos testiculos pode ser verificada uma transi¢do
espermatogénica. A parte cranial (Figuras 4A e 4B) abriga o inicio do processo da
espermatogénese, sendo desprovida de espermatozoides e abrigando células
germinativas indiferenciadas, sobretudo espermatogonias em ninhos, formando um
sistema altamente ramificado. Na parte média (Figuras 4C e 4D), as espermatogdnias
comecam a se diferenciar em espermatocitos e espermatides, de menor tamanho. Na
por¢ao final dos testiculos (Figuras 4E e 4F) foram encontrados principalmente
espermatozoides. As células germinativas mais indiferenciadas, como as
espermatogoOnias, se agrupam em ninhos em regides vascularizadas, separadas por
tecido intersticial. A parte média compde o ducto seminifero. A espermatogénese se
transcorre ao longo das paredes dos tubos seminiferos (Figura 4G), os quais se
anastomosam e liberam os espermatozoéides no limen do ducto seminifero.

A parte final é exclusivamente secretora, com pouquissimas células germinativas
indiferenciadas ocupando os compartimentos germinativos nas franjas (Figura 3E),
representadas por alguns espermatozoides a serem secretados no limen do ducto

espermatico.

5.2. Isolamento de espermatogonias-tronco de P. mangurus

No gradiente de densidade de Percoll (Figura 4) foi observada a formagdo de
bandas celulares no gradiente de 10% de Percoll, constituida predominantemente por
“debris” celulares oriundos do processo de dissociagdo enzimatica, e outras duas bandas
em 20% e 30% de Percoll, as quais continham as maiores concentragdes de
espermatogonias-troncos ¢ que foram utilizadas para etapa do plaqueamento diferencial.
A banda de 20% do gradiente de densidade de Percoll ¢ a que continha o maior nimero
de espermatogdnias-tronco. As fases celulares mais diferenciadas, como

espermatocitos, espermatides e espermatozoides foram observados com mais frequéncia
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na banda de 30% do gradiente de densidade de Percoll. Eritrocitos foram encontrados
no pellet no fundo do tubo de centrifuga.

As concentragdes de espermatogonias-tronco obtidas nas bandas do gradiente de
densidade de Percoll de 20% e 30% foram de 2,4x10° espermatogonias/mL e 1,44x10°
espermatogonias/mL, respectivamente. A suspensdo celular da banda de 20% do
gradiente de Percoll foi suspensa em 500 pL e a de 30% em 200 pL de meio L-15
suplementado; portanto, a quantidade de espermatogonia recuperada para a banda de
20% foi de 1,2x10° espermatogodnias e 0,288x10° para a banda de 30%. Utilizando o
gradiente de densidade de Percoll foi obtido um rendimento de aproximado de 1,23x10°
espermatogonias-tronco provenientes de 1,74 g de testiculo inicialmente utilizado.

As imagens dos tipos celulares encontrados nas bandas do gradiente de densidade
de Percoll sdo mostradas na Figura 5. Os grupos celulares de espermatogdnias sdo

distintos pelo seu maior tamanho em relagdo as suas formas mais diferenciadas, como

espermatocitos, espermatides e espermatozoides.

Figura 5. Fracionamento das células testiculares de Pseudopimelodus mangurus por
gradiente de densidade de Percoll. A: banda de 10% de Percoll apresentando “debris”
celulares e possiveis células somaticas. B: banda de 20% de Percoll. C: banda de 30%
de Percoll. Nas bandas de 20% e 30% de Percoll foram obtidas as maiores
concentragdes de espermatogonias (Sg) em relacdo a espermatodcitos (Sp) e
espermatozdides (Sz). D: pellet predominando hemécias. Escala de 50 pm.

Antes do plaqueamento diferencial, as bandas de 20% e 30%, que foram agrupadas,

apresentavam 54,82% + 2,84 de pureza de espermatogonias-tronco, € também 33,19% =+
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1,46 de espermatocitos/espermatides e 11,96% =+ 3,81 de espermatozoides. Apos o
plaqueamento diferencial, a pureza de espermatogdnias aumentou para 60,14% =+ 2,93,
diminuindo as porcentagens de espermatocitos/espermatides para 30,14% + 4,64%, e o
de espermatozoides, para 9,10% =+ 3,24.

Apbs o plaqueamento diferencial, as células recuperadas foram analisadas por
microscopia quanto a sua composi¢do celular (Figura 6), sendo obtida uma
concentragdo de 9,15x10° espermatogdnias-tronco/mL, em um total de 1 mL de
suspensdo celular. Com isso, um total de 9,15x10° espermatogOnias-tronco foi
recuperado na etapa do plaqueamento diferencial vindo de aproximados 1,74 g de
testiculo. Apesar de aparentar uma maior purificacdo de espermatogdnias-tronco no
plaqueamento diferencial em relacdo ao gradiente de densidade de Percoll (Tabela 3), a
adicao deste passo de purificagdo conduziu a uma reducao de cerca de 26% de
espermatogoOnias-tronco em comparagdo com aquelas obtidas no gradiente de densidade

de Percoll.

Figura 6. Imagens dos tipos celulares encontrados apo6s a etapa de purificagdo pelo
plaqueamento diferencial. Sg: espermatogonia; Sp: espermatdcito; Sz: espermatozoide.
Escala: 50 um.

A viabilidade e pureza de espermatogdnias-tronco oriundas das etapas de

purificacdo estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Avaliacdo da viabilidade e pureza de espermatogdnias-tronco nas etapas de

urificacdo.
Etapas de Purificacao Viabilidade (%) Pureza (%)
Gradiente de Percoll 93,33 +£ 2,08 54,82 +2.84
Plagueamento 92,00 + 4,58 60,13 +2,93
p-value 0,7995 0,0874

5.3. Avaliacao da atividade da fosfatase alcalina em
espermatogonias-tronco de P. mangurus

As andlises da atividade da fosfatase alcalina nas células oriundas das etapas de
purificacdo evidenciaram que as espermatogdnias-tronco apresentam maior atividade
desta enzima quando comparado com outros tipos celulares, como espermatdcitos e
espermatides, presentes nas fragdes celulares obtidas no gradiente de densidade de
Percoll e do plaqueamento diferencial (Figura 7A). As espermatogdnias
apresentaram maior intensidade de fluorescéncia tanto na etapa do gradiente de
densidade de Percoll, quanto no plaqueamento diferencial (Figuas 7A e 7B), que os

outros tipos celulares.

Figura 7. Imagem de microscopia de fluorescéncia e luz branca de
espermatogonias-tronco de P. mangurus na etapa de avaliacdo da atividade da fosfatase
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alcalina. Sg: espermatogdnia-tronco. A: espermatogonias-tronco oriundas do gradiente
de densidade de Percoll fortemente fluorescentes. B: mesma imagem de A sob luz
branca. C: espermatogonias-tronco oriundas do plaqueamento diferencial apresentando
intensa fluorescéncia. D: mesma imagem de C sob luz branca. Escala: 100 pum.

5.4. Avaliacdo da expressiao de ddx4 por PCR convencional nas
amostras espermatogoniais de P mangurus

A expressao do gene ddx4 foi detectada nas amostras de testiculo e da fragdo
celular obtida no gradiente de densidade de Percoll, enquanto que na fracdao celular
oriunda do plaqueamento diferencial ndo foi observado banda bem definida para o
produto de amplificagdo (Figura 8). A expressdo do gene endogeno rRNA 18S foi
observada em todas as amostras, apesar de uma banda de baixa intensidade para células
oriundas do plaqueamento diferencial. Isto indica que células espermatogoniais de P.
mangurus submetidas ao plaqueamento diferencial, nas condic¢des utilizadas no presente
trabalho, comprometem a expressdo de ddx4. Na andlise de eletroforese em gel de
agarose (Figura 8) foi verificado apenas um produto de amplificagdo para ddx4 ¢ rRNA

188, indicando a especificidade dos primers utilizados.

L 1 2 3

200 pb ddx4

rRNA 18S
100 pb

Figura 8. Gel de agarose a 2% dos produtos de amplificacdo de ddx4 e rRNA 18S das
amostras de testiculo (1), células oriundas do gradiente de densidade de Percoll (2) e do
plaqueamento diferencial (3). L: ladder 1 kb plus.

5.5. Avaliacdo da expressio relativa de ddx4 por PCR em tempo real
em amostras de purificacio de espermatogoniais de P. mangurus

As curvas padrdes construidas para ddx4 e B-actina apresentaram efici€éncias das
amplificacdes dentro do permitido (entre 90% e 110%), sendo a eficiéncia de 98% para
ddx4 e 91% para a B-actina. Os pontos amostrais foram observados dentro dos limites

das curvas, com excecdo da amostra oriunda do plaqueamento diferencial. A curva
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padrdo obtida para B-actina esta mostrada na Figura 9A e 9B e para ddx4 na Figura 10A
e 10B.

Curva padrdo B-actina

y =-3,5564x +32,965
L o R*=0,9971

1 15 2 25 3
Log da concentragdo de cDNA

Figura 9. Curva da curva padrao da B-actina. A: Curva de amplificagdo. B: regressdo
linear.

B Curva padrédo ddx4

y =-3,3547x + 36,668
L R =0,9945

oo

1 1,5 2 2,5 3
Log da concentragdo de cDNA

Figura 10. Curva da curva padrao de ddx4. A: Curva de amplificacdo. B: regressdo
linear.

As curvas de Melt para B-actina e ddx4 estdo mostradas nas Figuras 11A e 11B,
respectivamente. Para o ddx4, o ponto de menor concentragdo de cDNA (8 ng) foi
retirado devido a preseng¢a de dimeros observada na curva de Melt (ndo mostrado),
obtendo-se um melhor ajuste na regressdo linear. Além disso, foi observado que a
amostra proveniente do plaqueamento diferencial, apresentava Ct acima do estabelecido
na curva e a presenca de um segundo pico em 74°C, sugerindo a formac¢ao de dimeros
de primers. Apesar disso, ainda consideramos a expressdo relativa obtida para o
plaqueamento diferencial, no intuito de comparacdo com as outras amostras, mesmo
sabendo que a expressao relativa obtida nao ¢ exata, devido a presenga dos dimeros.

Os dados obtidos da expressdo relativa sugerem que ddx4 ¢ cerca de duas vezes
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mais expresso nas células provenientes do gradiente de densidade de Percoll do que na
amostra de testiculo. Apds o plaqueamento diferencial, as células apresentaram um
decaimento na expressdo de ddx4, chegando a niveis proximos ou inferiores aos do

testiculo (Figura 12).

Figura 11. Grafico da curva de Melt para os pontos das curvas padrdes para f-actina
(A) e ddx4 (B). No tultimo ponto da curva de Melt, correspondente a 24 ng de cDNA e
Ct 32 na curva de amplificacdo, pode ser notado um pico de pequena amplitude na
temperatura de 74°C, indicando uma pequena formacgao de dimero (B).
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Figura 12. Expressao relativa de ddx4 nas amostras de testiculo, gradiente de densidade
de Percoll e plaqueamento diferencial. A expressao relativa referente ao plaqueamento
diferencial pode estar superestimada devido a formac¢do de dimeros de primers na
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reagdo de amplificagdo.

5.6. Criopreservacio de espermatogonias-tronco de P. mangurus

Foi observado que os tratamentos de criopreservacgdo sob diferentes crioprotetores e
molaridade apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si. As contagens em
triplicata de alguns tratamentos apresentaram um desvio padrdo muito alto. O
crioprotetor propanediol a 1 M proporcionou a maior viabilidade celular comparado aos
outros tratamentos, seguido do mesmo crioprotetor a 1,5 M e etilenoglicol a 2 M,
comparados ao grupo controle. As viabilidades celulares sdo representadas pela Tabela

4.

Tabela 4. Viabilidade de espermatogonias-tronco de P. mangurus, oriundas da etapa de
purificacdo do gradiente de densidade de Percoll, para os cinco crioprotetores em trés
concentragdes molares.

Molaridad
Crioprotetor e(M) Viabilidade (%)
Controle pré
congelamento 92,6 + 4,5
1 98 + 2,5¢
Propanediol 1,5 94,5 + 5,5%
2 79 + 24,6
1 69,25 + 31,2°
DMA 1,5 69,25 + 23.3°
2 47,25 + 27,5°
1 67 + 41,8%®
DMSO 1,5 76,75 + 38,7%
2 76 + 15,3%
1 79,25 + 31,6%
Glicerol 1,5 71,5 + 33,6%
2 77 + 35,1%
1 69,25 + 24 5%
Etilenoglicol 1,5 81 + 2,6%
2 85,75 + 28®

Controle pés
congelamento 1,6 + 2,3¢

p-value: 0.0174
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As etapas de purificagdo e criopreservacdo de espermatogonias-tronco de P
mangurus foram realizadas com sucesso, sendo obtido grau de pureza compativel ao de

outras espécies no gradiente de densidade de Percoll.

6. Discussao

6.1.  Analise histologica do testiculo de P. mangurus

Através da andlise histoldgica, foi possivel evidenciar a composi¢do celular
testicular dos espécimes machos de P. mangurus, em que as c€lulas indiferenciadas de
interesse no projeto, especificamente espermatogdnias-tronco, se abrigam nos
compartimentos germinativos da regido cranial.

Melo (2010) relacionou a estrutura gonadal de algumas espécies de siluriformes
com suas estratégias reprodutivas, ligadas ao habito migratorio. Pseudopimelodus
mangurus ¢ uma espécie migradora reofilica de longa distdncia (SANTOS, 2013;
ARASHIRO et al., 2018) e com fertilizagdo externa (OLIVEIRA et al., 2013). A
natureza macroscopica dos testiculos de P mangurus se assemelha a de Conorhynchos
conirostris (Pimelodidae, siluriformes), também migrador reofilico (MELO, 2010), em
relacdo a presenca de pequenas franjas filiformes nos testiculos (MELO, 2010).

Na regido central proéxima ao ducto seminifero, sdo visiveis projecdes
digitiformes com células prismaticas tipicamente secretoras de glicoproteinas neutras,

alinhadas a descri¢ao de Guimaraes-Cru et al. (2005).

6.2. Isolamento de espermatogonias-tronco de P. mangurus

O enriquecimento e a purificacdo de células germinativas sdo necessdrios para
diminuir a heterogeneidade celular e aumentar as quantidades de espermatogonias ou
oogonias-tronco para o uso nha criopreservacao e transplante. Portanto, as técnicas de
isolamento celular sdo empregadas para separar populagdes de células com diferentes
propriedades fisico-quimicas e bioquimicas, tamanho, densidade, caracteristicas
eletrostaticas, bem como de expressdo diferencial de marcadores especificos da
superficie celular (DIOGO et al., 2014). Diferentes métodos de purificacao de células
germinativas foram estabelecidos para isolamento de populacdes homogéneas, tais

como a usando elutriacdo centrifuga (processo de separagdo de particulas minasculas
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por decantagdo potencializada pela centrifuga), gradiente de densidade, plaqueamento
diferencial, pelo método de citometria de fluxo - FACS (florescence-activated cell
sorting), pelo uso de esferas magnéticas ligadas a anticorpos - MACS
(magnetic-activated cell sorting) e combinagdes desses métodos, os quais foram
revisados por XIE et al. (2020).

Neste trabalho foi utilizado o enriquecimento e purificagdo pela combinacdo dos
métodos de gradiente de densidade de Percoll e plaqueamento diferencial. Em trabalho
similar, o grau de pureza de espermatogdnias-tronco de piracanjuba (Brycon
orbignyanus) obtidos nas etapas de purificagdo, foi de cerca de 58% no gradiente de
densidade de Percoll ¢ de 66% no plaqueamento diferencial (LOPEZ, 2022). Estas
porcentagens de pureza sdao similares aos obtidos para purificacdo do bagre sapo, de
aproximadamente 55% para o gradiente de Percoll e de 60% para o plaqueamento
diferencial. Em ambos trabalhos, o plaqueamento diferencial aumentou o grau de
pureza de espermatogdnias-tronco, sendo obtido um aumento de cerca de 8% de pureza
de espermatogodnia-troco de piracanjuba e de 6% para o bagre sapo. Portanto, as etapas
de purificacdo empregadas neste trabalho foram eficientes para o enriquecimento de
espermatogonias-tronco, possibilitando a utilizagdo destes fracionamentos celulares na
geracdo de bancos genéticos e no transplante em gonadas de receptores estéreis.

A purificagdo de espermatogdnia-tronco do Siluriforme Rhamdia quelen foi
realizada utilizando dois passos de Percoll, sendo uma primeira etapa realizada em
Percoll a 40%, para separacdo de eritrocitos e espermatozoides, e uma segunda etapa
em Percoll a 35%. Apds este procedimento as células foram submetidas ao
plaqueamento diferencial, para eliminacdo de células somaticas (SILVA et al., 2016).
No entanto, estes autores ndo forneceram os dados de pureza dos passos de purificagdo.

LOPEZ (2018) realizou a purificagdo de oogodnia-tronco de P mangurus, obtendo
uma viabilidade celular média de 87% para as fragdes celulares oriundas do gradiente
de 20% e 30% de Percoll, similar aos 93% obtido neste trabalho. Porém os dados de
pureza da oogodnia-tronco oriunda do gradiente de densidade de Percoll ndao foram

fornecidos pela autora.

6.3. Caracterizacao das espermatogonias-tronco de P. mangurus

As espermatogonias-tronco purificadas no gradiente de percoll e plaqueamento

diferencial apresentaram maior atividade de fosfatase alcalina em relagdo aos outros
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tipos celulares presentes nas etapas de purificagdo, como espermatides, espermatocitos
e espermatozoides. Este fato indica que as células enriquecidas em maior concentragdo
sao realmente espermatogdnias-tronco. A maior atividade da fosfatase alcalina em
espermatogonia-tronco que espermatdcito também foi observada nas etapas de
purificagio de espermatogdnia-tronco de Brycon orbignyanus (LOPEZ, 2022) e
odgonia-tronco de Brycon amazonicus (CARVALHO, 2021).

Os resultados da expressao génica relativa do gene ddx4 indicaram que a expressao
deste gene ¢ cerca de duas vezes maior em células vindas do gradiente de densidade de
Percoll em relacdo ao testiculo e das células oriunda do plaqueamento diferencial. O
aumento da expressdo de ddx4 no gradiente de densidade de Percoll se da gragas ao
enriquecimento de espermatogonia-tronco nessa fracao celular em relagdo ao testiculo.
Em Rhamdia quelen e Colossoma macropomum, ddx4 ¢ expresso principalmente em
espermatogonia do tipo A e B, com uma leve expressdo em espermatides e ndo sendo
detectada a expressdo em espermatozoides (RICCI et al., 2018; VASCONCELOS et al.,
2019). Porém, mesmo com o aumento da pureza de espermatogdnia-tronco no
plaqueamento diferencial, foi observado uma diminuicao da expressado relativa de ddx4
destas células em relacdo a etapa do gradiente de densidade de Percoll. Este fato deve
ter ocorrido devido ao cultivo celular que indica uma alteragdo na expressao deste gene,
o qual pode alterar caracteristicas importantes destas células a serem transplantadas. A
diminui¢do da expressao de ddx4 nas células plaqueadas pode estar relacionada a
dependéncia de interacdes com outros tipos celulares, como as células de Sertoli.
Resultados similares foram encontrados nas etapas de purificacdo de
espermatogondnia-tronco de Brycon orbignyanus (LOPEZ, 2022) e odgonia-troco de

Brycon amazonicus (CARVALHO, 2021).

6.4. Criopreservacio de espermatogonias tronco de P. mangurus

A criopreservagido de oogodnia-tronco de P mangurus foi realizada por LOPEZ
(2018), utilizando os mesmos crioprotetores empregados neste trabalho. Oogonias e
espermatogonias-tronco de P mangurus apresentaram maior viabilidade apds o
congelamento utilizando o mesmo crioprotetor, o propanediol, sendo obtido cerca de
80% de viabilidade das oogdnias-tronco como propanediol a 1,5 M e 98% para
espermatogonia-tronco com o propanediol a 1 M. A segunda melhor condicdo de

criopreservacdo de espermatogdnia-tronco de P mangurus, propanediol a 1,5 M,
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apresentou viabilidade de 94%, sendo maior que a viabilidade de oogonia-tronco de P.
mangurus (80%), observada nesta mesma condi¢do de criopreservacdo. A comparagdo
destes resultados indica que o crioprotetor propanediol apresentou as melhores
condigdes para a criopreservacao de células germinativas de P. mangurus, com
viabilidade celular acima de 80%.

Resultados  similares de acdo  crioprotetora do  propanediol em
espermatogoOnias-tronco sao observados nos experimentos de criopreservagao de
espermatogonia-tronco de Brycon orbignyanus (LOPEZ, 2022) e de P. mangurus.
LOPEZ (2022) verificou que a melhor condigio de criopreservagdo de
espermatogonia-tronco foi o propanediol a 1 M, com viabilidade apods o
descongelamento de cerca de 91%, sendo aproximadamente similar ao obtido para
espermatogonia-tronco de P. mangurus (98%). Além disso, o propanediol a 1,5 M foi a
segunda melhor condi¢do de criopreservacao em ambos estudos, sendo a viabilidade em
torno de 68% para espermatogonia-tronco de Brycon orbignyanus e de 94% para P.
Mangurus.

O propanediol também foi o melhor crioprotetor para oogonia-tronco de Brycon
orbignyanus (CARVALHO, 2021), sendo obtida a maior viabilidade (78%) em
propanediol a 2 M, seguido do propanediol a 1 M, com viabilidade de 76%. A
comparagdo destes resultados sugere que o propanediol tem se mostrado o melhor
crioprotetor avaliado nas espécies de peixes da regido Neotropical, tanto para oogonias
como para espermatogdnias. Além disso, a viabilidade das espermatogonias ¢ maior que
as de oogodnias, nas melhores condigdes de criopreservagdo, tanto para B. orbignyanus
como P. mangurus.

A construcao de banco genético in vitro de células germinativas ¢ uma ferramenta
essencial para futuras agdes conservacionistas, principalmente para as espécies em
perigo de extingdo. Estas células podem ser criopreservadas e utilizadas em transplante

para geracdo de quimera germinativa, como medida de conservagao.

7. Conclusao

As espermatogdnias-tronco de Pseudopimelodus mangurus obtidas pelo gradiente
de densidade de Percoll apresentaram concentragdo satisfatéria para as etapas de
transplante e criopreservacao. Além disso, o grau de pureza foi proximo dos obtidos na

etapa de purificacdo de espermatogoOnias-tronco para outras espécies. A pureza das
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espermatogoOnias-tronco foi aumentada em torno de 6% com a adicdo da etapa do
plaqueamento diferencial. A andlise microscopica da morfologia celular para distinguir
espermatogonia-tronco dos outros tipos celulares, associada com a atividade da
fosfatase alcalina e expressdao relativa de ddx4, confirmou a identidade das células
purificadas como células tronco (espermatogdnia-tronco). A criopreservacao das
espermatogonias-tronco sob diferentes crioprotetores e molaridades permitiu eleger o
propanediol a 1 M como o mais adequado para o armazenamento das
espermatogonias-tronco a longo prazo. Nesta condigdo, foi verificada alta viabilidade e
integridade celular. Estes resultados foram essenciais para o estabelecimento das
condi¢cdes para a geracdo de banco genético de espermatogdnia-tronco de bagre sapo,
visando uma futura acdo de reconstitui¢do desta espécie, em caso de extingdo. Esses
resultados ndo sO servirdo para o transplante no espago germinativo do receptor
Astyanax altiparanae como também pode se tornar um modelo de congelamento desse
tipo celular em Siluriformes continentais, contribuindo para o conjunto de técnicas

voltadas a conservacao da ictiofauna.
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Capitulo 2. Esterilizagdo quimica e imunossupressao de
Astyanax altiparanae triploides

Resumo

Neste capitulo foram abordados os estudos prévios necessarios para a utilizacao de
receptores no transplante de espermatogdnias-tronco com a utilizagdo do
imunossupressor ciclosporina A (CsA). Foram avaliados os efeitos toxicos da CsA in
vitro (cultura de leucécitos de Astyanax altiparanae) e in vivo (A. altiparanae) e,
visando adequar a concentragdo de CsA a ser utilizada que possa causar a
imunossupressdo e menores efeitos deletérios nos receptores. Leucocitos de isolados e
cultivados sob diferentes concentragcdes de CsA, sendo avaliadas a viabilidade e
concentragdo leucocitaria. Juvenis triploides de 4. altiparanae foram esterilizados com
busulfan. Peixes esterilizados e ndo esterilizados foram considerados grupos controles
sem inje¢do de CsA, sendo coletados rim cranial para analise histologica e molecular,
gonada para andlise histologica e sangue para esfregago. Dois grupos de peixes
esterilizados foram submetidos a dose unica de diferentes doses de CsA e um grupo
controle foi injetado com emulsdo sem CsA. Nos dias 5 e 10 apds a administragao de
CsA, foram realizadas coletas das amostras. Nas analises de cultura in vitro foram
observadas diferencas na viabilidade e concentragdes leucocitarias entre os tratamentos
em 24 ¢ 48 horas de cultivo. A menor concentragdo CsA propiciou maior viabilidade
dos leucdcitos e reducdo significativa na concentragdo de leucocitos, verificada 48
horas pos cultura. No experimento in vivo foi observado redugdo da expressao relativa
de interleucina-1f em rim cranial de animais tratados com CsA em relagdo ao controle
administrado com emulsdo e aquele esterilizado sem injecao de CsA. Nao foi possivel
determinar a expressdo da interleucina-1f no controle ndo esterilizado. A maior
dosagem de CsA permitiu a redugdo da expressdo de interleucina-1f por maior periodo.
Nao houve mudanca na composi¢do celular de rim cranial e gonadal com a
imunossupressao, tampouco diferenca estatistica de redugdo na proporg¢ao de leucocitos
em esfregaco sanguineo, embora anemia hemolitica tenha sido observada. A
manipulagdo cromossdmica associada a esterilizagdo quimica proporcionou a deple¢do
das células germinativas. Estes resultados prévios sdo importantes para avaliagdo de
imunossupressor quanto a rejeicdo do transplante de espermatogonias em receptores

triploides de A. altiparanae esterilizados quimicamente.
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8. Materiais e Métodos

8.1. Inducgao a triploidizacao em A. altiparanae

Machos e fémeas de A. altiparanae foram capturados em tanques nas instalacdes
do CEPTA/ICMBio, selecionados conforme caracteristicas sexuais secundarias e
submetidos a inducdo hormonal, com duas doses de extrato bruto de hipofise de carpa
maceradas e diluidas em solugdo fisiologica (NaCl a 0,9%), aplicadas na base da
nadadeira peitoral. Nas fémeas foram administradas duas doses, sendo a primeira na
dosagem de 0,5 mg/kg e, seis horas depois, aplicada a segunda dosagem de 5 mg/kg. Os
machos receberam dose unica de 1,0 a 2,0 mg/kg, no mesmo momento da segunda dose
nas fémeas. Seis horas apds a indu¢ao hormonal, os reprodutores foram anestesiados em
100 mg/L de eugenol para a extrusdo de gametas. Os odcitos das fémeas foram
extrusados manualmente em recipientes secos revestidos com plastico PVC. Os machos
foram anestesiados e seu sémen foi extraido com auxilio de pipetador e posto em 400
pL de solucdo imobilizadora, solu¢do de Ringer modificada (128,3 mM de NaCl, 2,6
mM de KCI, 1,8 mM de CaClz, 2,1 mM de MgCl2¢2,4 mM de NaHCO3). Em seguida,
a massa de oocitos foram adicionados 200 pL de sémen liberado no meio imobilizador.
Para ativar a motilidade espermatica e permitir a fertilizagdo, adicionou-se agua e fez-se
movimentos circulares durante um minuto. Em seguida, para a inducao a triploidizagao
por choque de temperatura, os ovos fertilizados foram postos em peneira na dgua a
26°C até 2 minutos apos a fertilizagdo e transferidos para a agua a 40°C durante 2
minutos. Finalmente, os ovos foram retornados a 26°C. Cinco lotes de larvas triploides
foram produzidos e mantidos em aquario de 40 L, com temperatura de 28°C e aeragao
constante. Desde o primeiro dia de abertura bucal, que ocorre 19 horas apds a eclosdo
(hpe), as larvas foram alimentadas diariamente com microcrustaceos Artemia salina, até
que, dez dias apds a eclosdo, foram soltas em tanques de alvenaria e alimentadas com
racdo comercial. O crescimento dos animais foi acompanhado até que completassem

dois meses.
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8.2.  Esteriliza¢do quimica de juvenis triploides de A. altiparanae

Dois meses ap6s a reproducdo dos triploides de A. altiparanae, 2 grupos de 10
machos foram selecionados e aclimatados em aquarios de 40 L com aeragao constante e
submetidos ao aumento gradual de temperatura da agua, até que se atingisse 35°C. A
confirmagdo dos individuos triploides foi realizada utilizando citometria de fluxo,
conforme descrito por XAVIER et al. (2017). Os animais foram anestesiados em
solucao de eugenol a 100 mg/L, coletado uma pequena parte da nadadeira caudal de
cada animal e transferidos individualmente para um microtubo de centrifuga de 1,5 mL,
contendo 120 pL de solucdo detergente (9,53 mM de MgSO4.7 H,O; 47,67 mM de
KCI; 15 mM de Tris em pH 8,0; 74 mM de sacarose e Triton a 0,6%). As amostras de
nadadeiras foram incubadas por 10 minutos nesta solugdo. Posteriormente, foram
adicionando 800 pL de solucdo de DAPI a 0,01% (4,6 dimidinae 2 phenylidone
di-hydrochloride) preparados em D-PBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline, Sigma
#D5773, St. Louis, USA) para a coloracao dos nucleos celulares. As amostras foram
filtradas em filtros de nylon de 30 um e analisadas por citometria de fluxo (CyFlow
Ploidy Analyzer, Partec, GMBh, Alemanha). Dois exemplares do periodo de
aclimatacdo, isto ¢, de antes do aumento de temperatura até 35°C, foram capturados,
eutanasiados em solucao de eugenol, e suas gonadas excisadas por abertura ventral. As
gbonadas foram imersas em solucao fixadora de Bouin por 24 horas, trocada por etanol a
70% diariamente. Apo6s dois dias no etanol a 70%, as gonadas foram submetidas as
coletas de pequenas porgdes representativas, que sdo partes da gbnada que passariam
por técnicas histoldgicas convencionais € permitiriam a visualizagdo da sua composicao
histologica geral. Esta amostragem foi realizada como controle do estagio de
desenvolvimento gonadal antes do inicio da esterilizagdo quimica.

O experimento de esterilizagdo quimica por busulfan foi realizado segundo LOPEZ
(2022). Os peixes foram aclimatados a 28°C durante uma semana antes do inicio do
experimento e a temperatura da agua foi aumentada um grau por dia até atingir 35°C.
Os animais permaneceram sob essa temperatura por uma semana e, posteriormente,
foram iniciadas as administracdes de busulfan. As aplicacdes foram realizadas via
inje¢do na cavidade intracelomatica, sendo realizado um total de trés administragdes de
busulfan na concentragdo de 50 mg/kg de peixe, com intervalos de 7 dias entre cada
aplica¢do. Dez dias apds a ultima aplicacdo, a temperatura foi reduzida um grau por dia

até atingir a temperatura de 28°C.
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Para esterilizagdo quimica dos peixes, foi preparada uma solu¢do estoque de
busulfan a 100 mg/mL em DMSO. No uso, esta solu¢ao foi mantida a 37°C em banho
seco, para a dissolugdo completa do agente. A solucao de uso foi preparada pela adigao
de 20 pL da solugdo de busulfan estoque em 980 pL de solucao de Ringer (2 mg/mL) e
mantidos a 37°C em banho seco. Vinte animais foram anestesiados por imersdo em
solugdo de eugenol e a solucdo de uso de busulfan, a 37°C, foi injetada na cavidade
celomatica dos animais, na concentragdo de 50 mg/kg (LOPEZ, 2022). Em seguida, os
animais foram repostos nos aquarios a 35°C. Sete dias depois, coletou-se dois
exemplares de lambari e fixou-se novamente as gonadas para andlises histologicas. O
mesmo procedimento se repetiu na segunda e terceira administragdes de busulfan. Um
total de trés aplicagdes de busulfan foram realizadas, com intervalo de sete dias entre
cada administragao.

As gonadas provenientes de peixes anteriores ao periodo de aclimatagdo (a 35°C e
antes do tratamento com busulfan) e de peixes tratados com busulfan foram submetidas
ao procedimento de inclusao, corte € montagem das laminas, como descrito no subtitulo
“4.1. Andlise da composi¢do histologica do testiculo de P. manguru do Capitulo 1. Os
cortes histologicos foram observados em um microscopio optico (Nikon-Eclipse Ni,
Téquio, Japao) e as imagens capturadas com o uso de uma camera fotografica (Nikon

DSRi2, Nikon, Téquio, Japao), acoplada ao microscopio.

8.3. Isolamento de leucdcitos de A. altiparanae

Aproximadamente 2 mL de sangue periférico foram coletados via pung¢do da veia
caudal e postos em um tubo com 30 pL (15 pL/mL, seguindo a recomendacdo de
ISHIKAWA et al., 2010) do agente anticoagulante Na,EDTA (Sigma #317810, Saint
Louis, EUA) na concentracdo de 0,5 M a 4°C. A extragdo se procedeu sem aplicagdo de
solugdo anestésica nos animais, para que a pressao sanguinea fosse alta o suficiente para
a sua rapida puncao. O sangue foi diluido na propor¢ao de 1:1 em meio RPMI 1640 +
GlutaMAX™ (Sigma #R6504, Saint Louis, EUA) enriquecido com 10% de soro fetal
bovino e 4 mL da solucdo sanguinea foram depositados sobre 4 mL de meio de
separagdo de densidade Histopaque©- 1077 (Sigma #H8889, Saint Louis, EUA) para o
isolamento dos leucocitos. A amostra foi centrifugada (Centrifuge 5702 — Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a 700 x g durante 30 minutos, € o botao leucocitario (Figura 13)

foi recuperado com auxilio de uma pipeta de 100 pL, transferido para um novo tubo. 1
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mL de meio RPMI enriquecido foi adicionado e o produto novamente centrifugado a
300 x g durante 5 minutos para sua lavagem. Esse procedimento foi repetido duas
vezes. O sobrenadante foi descartado e 500 pL. de RPMI enriquecido foram adicionados
ao material leucocitario, que foi, em seguida, ressuspenso. 10 pL de material foram
coletados e analisados quanto a concentracdo celular e viabilidade utilizando camara
hematimétrica de Neubauer e microscopio (Nikon-Eclipse Ni). Os leucdcitos foram
visualizados (Nikon-Eclipse Ni, Toquio, Japao) e fotografados (Nikon DSRi2, Nikon,

Toquio, Japdo). A concentragio celular foi reajustada em 10* células/mL.

Botdo leucocitario

Figura 13. Botdo leucocitario isolado da solucao sanguinea.

8.4. Cultura in vitro de leucocitos com CsA

Os leucocitos foram cultivados em trés concentragdes de CsA de 0,10 pg/pL, 0,15
pg/ul e 0,2 pg/ul, sendo estas concentragdes baseadas no trabalho realizado com
leucdcito de Oncorhynchus mykiss (YOSHINAGA, 2018). Uma anélise controle foi
incluida, sem adicdo de CsA. Para a cultura, foram utilizadas 4 séries de 4 pogos de
cultura, em uma placa com 48 pogos (Greiner Bio-One Brasil), para as trés

concentragdes testadas e para o controle. Uma solugdo estoque de CsA a 2 mg/mL foi
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preparada diluindo-a em etanol e em seguida em RPMI. Para cada série de pogos, 100
pL de solucdo celular foram depositados em 100 pL de solugdo de CsA nas diferentes
concentragdes, para obter as concentragdes finais de 0,10 pg/uL, 0,15 pg/uL e 0,2
pg/uL. Na série controle, foram adicionados 100 puL. de RPMI enriquecido a 100 pL de
solucdo celular. A placa de cultura foi mantida em uma incubadora de CO, (Sanyo
COM-18AIC (UV) CO2 Incubator, SANYO Electric Co., Ltd, Japao), com atmosfera de
5% de CO, e 100% de umidade, a 30°C.

8.4.1. Viabilidade celular apos a administragdo in vitro de CsA

A viabilidade celular dos leucocitos, sob cada concentragdo, foi analisada em 24 ¢
48 horas apds o inicio da cultura, sendo coletado 10 pL de solu¢dao de cada pogo e
corados com 2 pL de azul de Trypan a 0,4% (Sigma #T8154, Saint Louis, EUA). As
células foram depositadas sobre a camara de Neubauer e¢ contadas com uso de
microscopioo, em quadrantes aleatorios, de preferéncia, seguindo o padrao de contagem

dos 4 quadrantes marginais e o quadrante do meio.

8.4.2. Analises estatisticas

As viabilidades foram submetidas ao teste ANOVA (p<0,05) e Tukey para

multiplas comparagdes no programa PAST 4.03.

8.5. Administracio in vivo de CsA em juvenis triploides de A.
altiparanae

Nesse experimento, ilustrado pela Figura 14, os peixes foram analisados quanto (i)
expressdo da interleucina-1p em amostras de rim cranial, (i1) a possivel influéncia da
CsA na quantidade e integridade das células hematopoiéticas desse 6rgao, sustentada a
diminui¢do de células brancas em circulagdo no sangue (iii) na producao de células
germinativas pelas gonadas e (iv) na quantidade de leucécitos em amostras de esfregaco
sanguineo.

Na primeira coleta (dia do inicio administracdo da CsA), dois grupos de trés
peixes triploides cada foram analisados: ndo tratados com busulfan e os tratados com

busulfan apds a terceira aplicagdo, cinco dias depois de aclimatacao a 28°C. Esses dois
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conjuntos foram considerados grupos controles sem administracdo de CsA, com e sem a
administracdo do agente quimico busulfan. Os animais foram eutanasiados em uma
solucdo anestésica de eugenol. Em seguida, abriu-se longitudinalmente a sua regido
ventral. Suas gdnadas foram excisadas e imediatamente imersas em solu¢ao fixadora de
Bouin, substituida no dia seguinte por etanol a 70%. Fragmentos do rim cranial dos
peixes também foram coletados e fixados e partes desse 6rgdo foram congeladas a
-80°C para posterior extracdo de RNA. Os animais eutanasiados foram catalogados e
armazenados em um freezer adequado a -20°C.

No mesmo dia, trés grupos constituidos de oito peixes esterilizados quimicamente
com busulfan foram submetidos a tratamentos com CsA, baseados no trabalho de
YOSHINAGA (2018): o controle com emulsdo sem 0 imunossupressor € 0s grupos
administradas CsA nas dosagens de 20 mg/kg e de 40 mg/kg. Trés peixes de cada
tratamento foram coletados no quinto e décimo dia apos a inje¢do da CsA e emulsdo.
Os grupos foram constituidos por dois animais excedentes para garantia de que a
amostragem de animais fosse o suficiente, em virtude da nefrotoxicidade e possivel
letalidade das dosagens de CsA. Sangue da veia caudal de cada animal foi coletado com
uma seringa de insulina e fez-se um esfregaco sanguineo.

A emulsdo foi preparada diluindo-se 0,5 mL de soro fisiolégico em 0,5 mL de
alcool etilico absoluto, ¢ homogeneizando o produto em 6leo de peixe, na proporcao de
1:1. Para a homogeneizagdo, a solugdo foi agitada em Vortex durante dez minutos.

Para a preparacdo das solugdes de CsA a 20 e 40 mg/kg, 2 e 4 mg do reagente/mL
(CsA/1 parte de solucdo fisioldgica: 1 parte de etanol absoluto), respectivamente, foram
homogeneizados em solucao emulsificante para se produzir o imunossupressor injetavel
(1 parte da solugao de CsA : 1 parte de 6leo de peixe). Os volumes da emulsao e CsA
em emulsdo a 20 mg/kg e a 40 mg/kg foram injetados nos animais de acordo com a
massa de cada animal, utilizando uma seringa de insulina na cavidade celomatica dos
peixes dos grupos controle e tratados com CsA, abaixo da nadadeira pélvica. Os
animais foram mantidos e alimentados em aquarios de 40 L a 28°C com aeragdo
constante, até que se completassem cinco dias. A primeira coleta, realizada cinco dias
apos a inje¢do, se sucedeu coletando trés peixes de cada tratamento, sendo amostradas
as suas goOnadas, sangue e rim cranial, como descrito para os controles com e sem
busulfan, sem CsA. A segunda coleta foi realizada no décimo dia apds a administragao
de CsA e emulsao.

Apos secas, as amostras de esfregagco sanguineo foram coradas com corante azul de
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Giemsa. Para isso, fixou-se as laminas com esfregaco sob etanol absoluto por cinco
minutos, e depois corou-se as mesmas em solugdo de Giemsa por 30 minutos, com 2
gotas do corante por mL de &agua destilada. Cem leucocitos foram submetidos a
contagem microscopica direta, seguindo a metodologia descrita por RANZANI &
PAIVA (1981), e segregados visualmente conforme as diferencas morfoldgicas de cada
populacdo leucocitaria (aspectos do nucleo e da disposi¢do granular do citoplasma), ao
longo do segundo terco do esfregaco. Os percentuais de neutrofilos, eosinofilos,
basofilos, linfocitos e mondcitos dos esfregacos de cada tratamento foram anotados.

Ap6s alguns dias da substitui¢do de fixador Bouin por etanol a 70%, as gonadas e
fragdes de rim cranial foram submetidas ao processamento histolégico, como descrito
no subtitulo 4.1. “Andlise histologica do testiculo de P. mangurus” do Capitulo 1”.

O tecido linfo-hematopoiético do rim cranial, com células indiferenciadas que
originam também as células leucocitarias, foi analisado quanto & morfometria através
do programa ImageJ. Para isso, as imagens foram linearizadas automaticamente pelo
software, transformando-as em niveis de cinza, e as células foram contadas
manualmente. Com a densidade celular (cc/um?) obtida, foi possivel analisar se houve
diferen¢a quanto a esse aspecto entre os diferentes tratamentos de CsA no rim cranial,
verificando se o imunossupressor afetaria também a proliferacdo celular no 6rgdo
hematopoiético. Foi possivel obter também cortes histologicos do estroma renal, com os

tubulos proximal e distal.
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Figura 14. Representacdo ilustrativa do experimento de administracdo in vivo de CsA
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em juvenis de A. altiparanae triploides esterilizados quimicamente. Imagem montada
no programa BioRender.

8.6. Avaliacdo da expressiao da interleucina-1f em rins de animais
tratados com CsA
A avaliacdo da expressdo do gene interleucina-1f foi realizada utilizando a PCR

convencional e em tempo real.

8.6.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA de amostras de rim cranial de
A. altiparanae tratados com CsA

Para a avaliagdo da expressao da interleucina-1f em rins de A. altiparanae tratados
com CsA, as amostras de RNA total de trés animais provenientes de cada coleta foram
utilizadas para formar um “pool” representativo de cada amostra. Cada “pool” foi
constituido com a mesma concentracdo de RNA oriunda de cada individuo amostrado.
A extragdo de RNA total e produ¢do de cDNA de cada amostra de rim cranial foi
realizada conforme descrito para as amostras gonadais e espermatogoniais de P
mangurus, nos subtitulos 4.4.1. “Extracdo de RNA de amostras gonadal e
espermatogoniais de P. mangurus” e 4.4.2. “Produ¢do de cDNA a partir do RNA de

amostras gonadal e espermatogoniais de P. mangurus” do Capitulo 1.

8.6.2. Anadlise da expressdo da interleucina-1f em rins craniais de A.
altiparanae tratados com CsA — PCR convencional

As reacdes de PCR foram preparadas como descrita no subtitulo 4.4.3
“Avaliacdo da expressao de ddx4 por PCR convencional” do Capitulo 1. Foram
utilizados primers do gene interleucina-1f e do gene endogeno do rRNA 18S de A.
altiparanae apresentados na Tabela 5. A sequéncias dos primers para rRNA 18S e
[S-actina foram desenhados para lambari e previamente utilizado em nosso laboratorio,
enquanto que as sequéncias dos primers para interleucina-1f foram aquelas publicadas
(LEVY-PEREIRA et al., 2021). As amostras de 30 pL foram submetidas a reagdo de
PCR no termociclador (RotorGene Q, Qiagen) com os seguintes parametros de
ciclagens: 94°C durante 5 minutos para desnaturacao inicial, 35 ciclos de 94°C durante
45 segundos para desnaturacdo, 55°C durante 30 segundos para anelamento e 72°C por

30 segundos para extensdo e um ciclo de 72°C por 10 minutos para extensdo final,
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seguido de 4°C infinito. A eletroforese foi realizada em solucdo de TBE 0,5X sob uma
tensdo constante de 70 V em gel de agarose a 2%. Os produtos das amplificagcdes foram
visualizados utilizando um transiluminador UV (Accuris E4000 Smartblue, Benchmark

Scientific) e fotografados.

Tabela 5. Sequéncias de primers utilizados na avaliacdo da expressdo génica por PCR
convencional e em tempo real.

Primers Sequéncias 5°—3’ Amplicon (pb)
rRNA18S-F GTCTGTGATGCCTTAGATGTC 107
rRNA 18S-R CGAACGGGTTTAAGCGGATT
IL-1B-F CCTCACAGCATGAGGAAGGTGG 105
IL-1p-R GTGCTCGGTGAACTCTGTGGAG
B-actina-F CGTGCTGTCTTCCCATCCA 86
B-actina-R TCACCAACGTAGCTGTCCTTCTG

8.6.3. Anadlise da expressao da interleucina-1f em rins craniais de A.
altiparanae tratados com CsA — qPCR
Para realiza¢do quantitativa relativa da interleucina-1§ em rins de A. altiparanae
tratados com CsA, foi utilizado os mesmos procedimentos e equipamentos descritos no
subtitulo 4.4.4. “Avaliacdo da expressdo relativa de ddx4” do Capitulo 1. Neste
experimento foram utilizados 200 ng de cDNA de cada amostra para avaliagdo da

expressao génica relativa.

9. Resultados
9.1. Tratamento de juvenis triploides de A. altiparanae com busulfan

Através da andlise histologica, foi possivel observar a composicao celular das
gbonadas de individuos triploides de 4. altiparanae (Figura 15A) antes do aumento de
temperatura e verificar a auséncia de espermatozdides nos ductos seminiferos,
demonstrando que a triploidizagdo proporciona a infertilidade em juvenis. Células
indiferenciadas, como as espermatogonias-tronco, sao distintas visualmente pelo seu
maior tamanho, nucleo grande e arredondado predominantemente na regido central,
bem como sdo abundantes em eucromatina ¢ heterocromatina identificada por coloragao

mais acidofila. Nesta andlise foi verificada a presenca de espermatogdnias-tronco nos



64

testiculos dos animais triploides, indicando que a esterilizagdo unicamente por
manipulagdo cromossdmica nao ¢ efetiva para a realizagdo do transplante de células
germinativas, uma vez que as cé€lulas germinativas constituem uma barreira fisica em

animais adultos para a entrada das células transplantadas nos testiculos dos receptores.
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Figura 15. Histologia dos testiculos de A. altiparanae triploides submetidos a
esterilizagdo quimica com busulfan a 50 mg/kg. A: testiculo antes do aumento de
temperatura, com ninhos contendo algumas espermatogonias (Sg), espermatdcitos (Sp)
predominantes, espermatides (St), conectados com o lumen (tridngulo) do tibulo
seminifero sem espermatozdides. B: testiculo uma semana ap6s o aumento de
temperatura. C: testiculo uma semana ap6s a primeira aplicacdo de busulfan. D:
testiculo uma semana apos a segunda aplicacdo de busulfan. E: testiculo uma semana
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apos a terceira aplicacdo de busulfan. A e B: escala: 50 um. C, D e E: 100 um.

Algumas espermatogbnias se mostram envoltas por prolongamentos
citoplasmaticos de células de Sertoli e agrupadas em ninhos em regides vascularizadas,
separadas por tecido intersticial no epitélio germinativo. Ha, também, cistos abrigando
espermatdcitos ricos em heterocromatina basofila, em estagio de metafase. E possivel
observar elementos ainda mais diferenciados, as espermatides, fortemente basoéfilas e de
menor tamanho. Observou-se, assim, cistos em diferentes estagios de gametogénese na
sec¢ao histologica, com elementos e organizacao correspondentes aos descritos para a
espécie (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2017) e outros
caracideos (ALEXANDRINO et al., 1985; ARAUJO et al., 2019).

Na andlise histologica das gonadas ao longo do tratamento com busulfan, foi
possivel observar a composi¢do celular das gonadas de machos triploides de A.
altiparane sob os efeitos do aumento de temperatura unicamente (Figura 15B) e apos as
trés inje¢des de busulfan (Figuras 15C, 15D e 15E). Além da auséncia de
espermatozdides, nas trés fases do experimento, notou-se uma degradacio sucessiva da
linhagem germinativa desde as formas mais indiferenciadas, como demonstrado por
SIQUEIRA-SILVA et al. (2015), em que temperaturas altas podem ajudar na
esterilizagdo de A. altiparanae adultos. Apds o aumento da temperatura, as gonadas
apresentavam algumas espermatogOnias entremeadas aos ninhos, em que
predominavam espermatdcitos.

Nas gonadas apds a segunda e terceira doses de busulfan, a estrutura das gonadas
era composta aparentemente por células somaticas dos ninhos, envoltas pelo tecido
intersticial, sendo possivel verificar a auséncia de células germinativas, pela coloragdo
dominante de eosina que cora células somaticas do epitélio germinativo em detrimento
das células germinativas, que seriam cé¢lulas evidenciadas por hematoxilina, de cor mais
escura. As espermatogonias, distintas visualmente das suas formas diferenciadas pelo
seu maior tamanho, nicleo grande e arredondado predominantemente na regido central
(COSTA, 2011), s3o evidentemente mais escassas apos o aumento de temperatura
(Figura 14B), em comparacdo com a temperatura a 28°C, e indetectaveis a partir da
primeira dose de busulfan (Figura 15C), indicando que a linhagem germinativa sofreu
deplecao.

Uma semana apds a unica injecdo CsA, foi observada nos grupos com tratamentos

de 20 e 40 mg/kg de CsA a morte de 3 peixes cada, enquanto que para o grupo controle
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injetado somente a emulsdo, 1 peixe morreu. A nefrotoxicidade do imunossupressor
pode ter sido a causa principal da letalidade maior entre os grupos submetidos a sua
injecdo com CsA.

Visivelmente, nao hé& correlagdo entre a presenga da CsA e a deplecdo
gametogénica de A. altiparanae. Na Figura 16 pode ser verificado que ndo h4 alteragdes
da estrutura gonadal dos animais tratados com CsA (Figura 16B) em relacdo ao grupo
controle tratado com busulfan (Figura 16A). Entre os cortes histologicos de gdnadas dos
animais controle tratados ou ndo com busulfan, foi observado o que ja era esperado,
pelo experimento anterior de injegdo intracelomatica do farmaco (LOPEZ, 2022): houve
igual deple¢do gametogénica naqueles esterilizados quimicamente (nos controles com
busulfan e com emulsdo e também nos tratados com CsA a 20 e 40 mg/kg) comparada
as gonadas do grupo controle sem busulfan, que apresentavam o desenvolvimento

normal da linhagem germinativa.

Figura 16. Histologia dos testiculos de A. altiparanae triploides submetidos a
esterilizagdo quimica com busulfan a 50 mg/kg, ndo tratado e tratado com CsA. A:
testiculo de individuo esterilizado quimicamente sem ser administrado CsA. B: testiculo
de individuo esterilizado quimicamente, cinco dias ap6s a administragdo de 40 mg/kg
de CsA. Escala de 100 pm.

As gonadas de peixes tratados com 20 mg/kg e 40 mg/kg de CsA no décimo dia
apos a administragdo ndo foram coletadas para andlises histoldgicas, pois eram muito
pequenas e frageis ao manuseio.

As gonadas dos grupos triploides esterilizados quimicamente, (i) tratado com CsA,
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(i1) tratado apenas com emulsdo e (iii) ndo injetado com emulsdo ou imunossupressor
(controle com busulfan), eram diminutas, com menor massa € muitas vezes presentes
em um so lado da cavidade intracelomatica, em contraste com o grupo controle triploide
nao esterilizado quimicamente. Estes resultados indicaram que a temperatura aliada a
acao do busulfan esteriliza mais eficientemente em relacdo ao aumento de temperatura
unicamente (SIQUEIRA-SILVA et al., 2019; LOPEZ, 2022), ¢ que a CsA ndo

influencia na deple¢do gametogénica.

9.2.  Cultura in vitro de leucocitos de A. altiparanae

A concentracao celular de leucdcitos apos a recuperagdo do botao leucocitario foi
de 1,17x10° cc/mL, com viabilidade celular média de 91,14%. Apods a dilui¢io em
RPMI enriquecido, a concentragdo foi ajustada para 4,5x10° cc/mL. As viabilidades
celulares mensuradas 24 e 48 horas apds o cultivo estdo apresentadas na Figura 16.

Na analise de viabilidade celular, foi observada diferenca estatistica entre os
tratamentos 24 e 48 horas de cultivo (p=0,0038) e, dentro dos dois grupos, as repeticdes
foram homogéneas. Diferengas estatisticas foram encontradas também quanto a
viabilidade celular 24 horas ap6s o cultivo, a 0,1 pg/ul e 0,15 pg/uL, eram
semelhantemente altas em relagao a maior concentragdo, de 0,2 ng/uL. 48 horas apds o
cultivo, as viabilidades celulares cairam alguns décimos, sendo que a menor
concentragdo (0,1 pg/uL) proporcionou a maior viabilidade celular nesse intervalo,
sugerindo ser esta a concentragdo mais segura para O emprego in Vvitro. As
concentragdes leucocitarias 24 e 48 horas ap6s o cultivo também diminuiram (Figura
17), sugerindo que em 24 horas apds o tratamento ocorre a maior diminuicdo da
concentragdo leucocitaria, com pouca variagdo da concentracao apds o tratamento. No
grupo controle, o decréscimo acentuado da concentracao leucocitaria ocorreu 48 horas

apos o inicio do cultivo.
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Figura 17. Gréficos de viabilidades e concentragdes leucocitarias sob diferentes
concentragdes de CsA in vitro. A esquerda, viabilidades celulares (%) 24 h e 48 h apos
o cultivo de leucécitos sob as diferentes concentragdes de CsA (0,1, 0,15, 0,2 pg/ul) e
do grupo controle sem CsA. A direita, concentragdes leucocitarias 24 ¢ 48 h apés a
cultura in vitro com CsA (0,1, 0,15, 0,2 ng/uL) e do grupo controle sem CsA. Embaixo,
a resposta do nimero de leucdcitos em fungdo do tratamento de CsA, em regressao
linear.

A maior concentragao de CsA, neste caso, causou a menor viabilidade celular. As
duas menores concentragdes, no entanto, apresentaram viabilidades semelhantes, sendo
a concentracdo de 0,1 pg/ul. menos danosa no intervalo de 48 horas apods o cultivo
celular. A anélise in vitro pode ser utilizada como base para a administragdo in vivo.
Considerando a concentracdo mais baixa como a mais adequada (0,1 pg/pL
correspondente a 0,1 g/L), poderia ser sugerido a concentracao para teste in vivo de 100
mg/kg (considerando L igual a kg), a qual ¢ a superior a utilizada nos testes in vivo

neste trabalho.
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9.3.  Analise histologica dos rins de A. altiparanae tratados com CsA

Nao foi possivel coletar amostras de rim cranial do tratamento de 40 mg/kg do dia
10 para histologia, pois 0 0rgdo nesse tratamento e dia parecia se desmantelar com a
coleta, aparentando se liquefazer.

As analises histologicas dos tecidos hematopoiéticos do rim cranial (Figura 18A,
18C e 18E) e o parénquima renal, com tibulos contorcidos proximais e distais (Figura
18B, 18D e 18F) foram realizadas para os grupos controle (com emulsao) e os tratados
com CsA. Através de andlises executadas no programa ImageJ, nao foram encontradas
diferencas estatisticas significativas de densidade celular entre os tratamentos
(p=0,1647), demonstrando que a CsA ndo desestimula a hematopoese. Apesar de a
estrutura do rim cranial também nao ter sido alterada com a aplicacdo do
imunossupressor, suas solidez e integridade foram comprometidas em relagdo ao 6rgao
dos animais controles tratados apenas com emulsdo ou dos controles sem qualquer

aplicagdo.
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Figura 18: Lamina histologica de rim cranial de Astyanax altiparanae triploides sem
CsA. A, C e E: Tecido hematopoiético de controle sem emulsdo, controle com emulsdo
e com CsA (40 mg/kg do dia 5), respectivamente, com sinusoide (cabeca de seta) e
aglomerado de hemadcias (h), revestido por células inter-renais cubicas (seta cheia).
Centros melanomacrofagicos (circulo pontilhado) e célula compativel com célula
reticular (cr) em meio as células inter-renais do tecido hematopoiético do rim cranial. B,
D e F: estroma renal no rim cranial de 4. altiparanae de controle sem emulsdo, controle
com emulsdo e com CsA (40 mg/kg do dia 5), respectivamente, com tubulo contorcido
proximal (asterisco) com células epiteliais simples (seta vazia) e linfocitos (seta cheia).
Escala de 50 pm.

9.4. Esfregaco sanguineo

Meio as hemacias em forma de disco e de coloragdo rosea, o tipo leucocitario mais
identificado era o dos linfocitos, com nucleo arredondado e cromatina densa, seguidos
dos neutroéfilos, apresentando de 3 a 5 lobulos conectados por uma ponte de cromatina.
Os eosinodfilos, distintos pela presenca de 2 l6bulos, os basodfilos, com ponte de
cromatina mais espessa que o dos outros tipos celulares e rico em granulécitos, € os
monocitos, de volume maior e nicleo grande com formato de ferradura, foram mais
dificilmente achados. As propor¢des dos tipos leucocitarios nos esfregagos sanguineos
de cada tratamento sdo apresentadas na Figura 19, e a visualizacdo, na Figura 20. Nao
foi possivel fazer o esfregago sanguineo do peixe sobrevivente ao décimo dia tratado
com 20 mg/kg de CsA, mesmo recorrendo a coleta diretamente da cavidade
intracelomatica apos a excisao do rim cranial, pois o sangue era muito escasso e ralo, de
cor rosada. E importante destacar que no tratamento de 40 mg/kg desse dia o sangue

periférico, de dificil pungdo, também apresentava essas caracteristicas.
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Figura 19. Efeito do tratamento com CsA em A. altiparanae dos dias 0 (controles sem
qualquer aplicacao), 5 e 10 (controle com veiculo de emulsdo e tratamento com CsA)
sobre as proporg¢des dos tipos leucocitarios no esfregaco sanguineo.

As células leucocitarias foram mais dificilmente detectadas nos tratamentos de 20
(Figura 20D) e 40 mg/kg (Figura 20E) de CsA em relagdo aos controles com (Figura
20A) e sem busulfan (Figura 20B) e com emulsdo (Figura 20C), uma vez que o sangue
coletado era evidentemente mais ralo e escasso, o que pode ter sido um dos efeitos

colaterais descrito em humanos.
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Figura 20. Esfregacos sanguineos oriundos dos diferentes tratamentos do experimento
de administracdo in vivo de CsA, submetidos ao leucograma. A: Seta branca:
granuldcito. B: Seta branca: eosinofilo. C: Seta vazia: neutr6filo. D: Cabeca de seta:
monocito. E: Seta azul: linfécito. Escala de 200 pm.
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9.5. Analise da expressao de interlucina-1f em rins craniais de 4.
altiparanae tratados com CsA — PCR convencional

A extracdo de RNAs totais de rim cranial dos dias 0, 5 e 10 foi bem-sucedida. As
concentragdes ¢ as absorbancias para a razdo comprimento de onda A260/A280 da
extracdo de RNA obtidas no espectrofotometro sdo especificadas na Tabela 6, indicando
um grau de pureza aceitdvel, uma vez que o valor referencial ¢ 2. As absorbancias para
o comprimento de onda A260 (equivalente ao pico de densidade optica para RNA, no
qual uma leitura igual a 1 equivale a 40 pg RNA/uL) correspondem a concentracdes
satisfatorias de RNA extraido, exceto nos controles sem e com busulfan para os
individuos 2, do dia 0, e no controle com emulsdo para o individuo 1 e 20 mg/kg para o

individuo 2, do dia 5.

Tabela 6. Concentracdes (ng/uL) e determinagdes de pureza (A260/280) de RNAs de
rim cranial coletados nos dias 0, 5 e 10 do experimento.

Dia0 Concentragdo (ng/ul) A260/280
Controle sem busulfan 1 706,8 1,98
Controle sem busulfan 2 52,7 1,7
Controle sem busulfan 3 5329 1,85
Controle com busulfan 1 481,4 2,01
Controle com busulfan 2 13,6 1,46
Controle com busulfan 3 246,5 1,97
Dia 5
Controle com emulsdo 1 44,1 1,6
Controle com emulsdo 2 416,8 1,98
Controle com emulsdo 3 88,5 1,72
20mgfkg 1 316,4 1,88
20 mg/kg 2 34,2 1,46
40 mg/kg 1 241,2 1,86
40 mg/kg 2 732,5 1,97
Dia 10
Controle com emulsdo 1 246,2 1,82
Controle com emulsdo 2 297.8 1,76
Controle com emulséo 3 303,3 1,86
20 mg/kg 897.7 1,97
40 mg/kg 580,5 1,88

A amplificacdo do gene interleucina-1p, citocina pro inflamatéria crucial para a
ativacdo e proliferacdo de células T e reguladores do sistema imune inato
(KEMENADE, 2009), foi detectada em todas as amostras avaliadas (Figura 21), assim
como o gene endogeno ¥rRNA 18S. Apenas uma banda de amplificagdo foi observada

para cada gene avaliado, indicando que os primers utilizados foram especificos.
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Figura 21. Expressao da interleucina-1P e do endégeno ¥rRNA 18S em rim cranial de 4.
altiparanae triploides submetidos ao experimento de imunossupressao com CsA. L:
ladder 1 kb plus. 1: grupo controle 3n sem busulfan no inicio do experimento (dia 0). 2:
grupo controle 3n com busulfan no dia 0. 3: grupo controle 3n com emulsdo 2 do dia
10. 4:. grupo 3n com tratamento de 20 mg/kg de CsA no dia 5. 5: grupo 3n com
tratamento de 20 mg/kg de CsA no dia 10. 6: grupo 3n com tratamento de 40 mg/kg no
dia 5. 7: grupo 3n com tratamento de 40 mg/kg no dia 10.

9.6. Analise da expressao de interleucina-1f em rins craniais de 4.
altiparanae tratados com CsA — qPCR

As curvas de padroes construidas para interleucina-1 e f-actina apresentaram
eficiéncias das amplificagdes de 109% para ddx4 e 105%, respectivamente. Os pontos
amostrais foram observados dentro dos limites das curvas, com exce¢do da amostra
oriunda do controle sem tratamento por busulfan. A curva padrdo obtida para f-actina
esta mostrada na Figura 22A e 22B e para interleucina-1f na Figura 23A e 23B, sendo

retirado o ponto de 8 ng de cDNA para a interleucina-1p.

| Au_npiiﬂcathn Plot L Curva padrdo B-actina

8- .. y=-3,1989x+27,75
R? = 0,9951

1 1,5 2 2,5 3
Log da concentragdo de cDNA

Figura 22. Curva da curva padrdo da B-actina. A: Curva de amplificacdao. B: regressao
linear.
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Figura 23. Curva da curva padrdo do infterleucina-1f. A: Curva de amplifica¢do. B:
regressao linear.

As curvas de Melt para S-actina e interleucina-1f estdo mostradas nas Figuras 24A
e 24B, respectivamente. Para a interleucina-1f, o ponto de menor concentragdo de
cDNA (8 ng) foi retirado devido a presenga de dimeros observada na curva de Melt,
obtendo-se um melhor ajuste na regressao linear. Além disso, foi observado que a
amostra proveniente do controle sem tratamento por busulfan apresentava Ct acima do
estabelecido na curva e a presenga de um segundo pico em 76°C na curva de Melt,
sugerindo a formagdo de dimeros de primers. Esta amostra foi retirada das analises de
expressao génica relativa. O controle com tratamento com busulfan também apresentou
pico de formacdo de dimero em amplitude similar ao pico de amplificacdo (curva de
Melt); no entanto, esta amostra ainda foi mantida nas andlises para a compara¢ao com
as outras amostras e, portanto, sua expressao pode estar superestimada.

Para a andlise da expressdo relativa da interleucina-1p, foi utilizada a amostra
controle com emulsdo como calibrador na analise da expressdo génica, devido a
remocdo da amostra controle sem tratamento por busulfan. Os dados obtidos da
expressao relativa sugerem que a interleucina-1f teve a maior expressao no grupo
controle injetado com emulsdo (10 dias apds a aplicagao), O controle tratado com
busulfan apresentou a expressao relativa da inferleucina-1f cerca de 20% menor que o
grupo tratado com emulsdo. Os grupos tratados com CsA na concentracdao de 20 e 40
mg/kg apresentaram redugdo na expressao da interleucina-1f em cerca de 60% e 46%,
respectivamente, 5 dias apos a aplicacdo do imunossupressor, em relagdo a amostra
calibradora. A redu¢do da expressdo da inferleucina-1f foi ainda mais acentuada 10
dias apo6s a aplicagdo, sendo obtida a redugdo na expressao de cerca de 73% (20 mg/kg)

e 81% (40 mg/kg). O grafico da expressdo relativa ¢ mostrado na Figura 25.
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Figura 24. Gréfico da curva de Melt para os pontos das curvas padrdes para f-actina
(A) e interleucina-1 (B). No ultimo ponto da curva de Melt, correspondente a 24 ng de
cDNA e Ct 31,5 na curva de amplificagdo, pode ser notado um pico de pequena
amplitude na temperatura de 76°C, indicando uma pequena formag¢ao de dimero (B). As
setas indicam o ultimo ponto da curva retirado da analise e as amostras controles sem e
com tratamento de busulfan, também retirados da analise.

Expressdo relativa IL-1[3

1,2
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0,6
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Figura 25. Grafico da expressdo relativa de interleucina-1f nas amostras: controle
tratado com emulsdo 10 dias apds a aplicagdo, controle tratado com busulfan,
tratamento com CsA a 20 mg/kg cinco dias apos a aplicagdo, tratamento com CsA a 20
mg/kg dez dias apos a aplicacdo, tratamento com CsA a 40 mg/kg cinco dias apds a
aplicacdo e tratamento com CsA a 40 mg/kg dez dias ap0s a aplicagdo.
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10. Discussao

10.1. Esterilizacao quimica de juvenis triploides de A. altiparanae

SIQUEIRA-SILVA et al. (2015) foram pioneiros em verificar a eficacia do
antineoplasico busulfan na deple¢do enddgena de A. altiparanae. Essa abordagem foi
também avaliada em outros peixes ndo characiformes para sua preparacdo como
receptores, como tildpia do Nilo (LACERDA et al., 2010), Odontesthes bonariensis
(MAJHI et al, 2009), pejerrey da Patagonia (MAJHI et al., 2009) e zebrafish
(NOBREGA et al., 2010).

Como observado antes do aumento de temperatura nos testiculos de A.
altiparanae, a espermatogénese se transcorre ao longo das paredes dos tubos
seminiferos, os quais se anastomosariam e liberariam os espermatozoides no lumen
(COSTA, 2011), se os peixes ndo fossem triploides e, portanto, incapazes de concluir a
gametogénese. Testiculos de individuos de A. altiparanae aclimatados sob altas
temperaturas ndo apresentam sémen no limen e deplecdo parcial das células
germinativas (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015) o que foi corroborado pelo presente
trabalho, mas a espermatogénese pode retornar em algumas semanas ap6os a diminui¢ao
da temperatura. Diante disso, a eliminagdo mais eficiente das células germinativas desse
espaco foi alcangada com administragdes de busulfan, que pode dar lugar aquelas do
doador, como espermatogonias de P. mangurus, para que exclusivamente lhes abrigue

durante a espermatogénese.

10.2. Cultura in vitro de leucdcitos de A. altiparanae

CsA ¢ um dos imunossupressores mais utilizados para evitar a rejeicdo de
transplantes (COHEN et al., 1984). Esse inibidor de proliferagao de células T esta
relacionado a instabilidade genética, ndo sO por reprimir a expressdo de genes
relacionados a ativagdo dessas células, como os das interleucinas (MATSUDA, 2000;
CILIAO, 2013), mas também por se tornar um agente citotoxico e genotoxico, causando
mutagénese indesejadas (CILIAO, 2013).

A cultura in vitro de leucocitos de truta arco-iris com CsA realizada por
YOSHINAGA (2018) também apresentou, em resultado semelhante ao presente

trabalho, um efeito inibitorio significativo sobre as células em relacdo ao grupo controle
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e entre os intervalos de 24 e 48 horas apds a cultura, mesmo sob forte estimulo
proliferativo (YOSHINAGA, 2018). O conhecimento sobre a imunossupressao in vitro
em peixes € muito escasso em comparacdo ao de mamiferos, sendo necessarios mais
estudos com énfase nesse grupo. A. altiparanae assumido neste trabalho, juntamente
com o trabalho de YOSHINAGA (2018), podem ajudar no desenvolvimento de novos
modelos de estudo in vitro dos efeitos imunossupressores para aprimorar e proporcionar
maior viabilidade dos transplantes de células germinativas e enxertias de testiculos em

peixes.

10.3. Analise histolégica dos rins de A. altiparanae tratados com CsA

A reducdo da atividade hematopoiética do rim cranial influenciada por agentes
externos foi abordada por WITESKA & BELNIAK (2013) em carpa comum (Cyprinus
carpio), que mostraram que banhos desinfetantes de verde malaquita, eficazes no
tratamento e prevencdo de parasitas, infecgdes por fungos e bactérias (APOLONIO,
2015), causam uma leucopenia persistente no sangue, indicando um efeito
imunossupressor do agente. Além disso, esses banhos alteram o tecido hematopoiético
do rim cranial, diminuindo a frequéncia dessas células no 6rgao. Embora essa mudanga
na estrutura do rim indique que as células migrariam rapidamente para o sangue
periférico, foi verificado que o verde malaquita provocou anemia nas carpas
(WITESKA & BENIAK, 2013), assim como CsA em A. altiparanae no presente
estudo. Apesar de nao ter sido observada alteracdes no rim cranial 5 dias apds a
administragdio de CsA, no décimo dia apds a aplicagio, o rim cranial
macroscopicamente se apresentava com aspecto mais gelatinoso e se desfazendo
facilmente, o que impossibilitou a coleta para as analises histoldgicas. Este fato pode
indicar nefrotoxicidade causada pela droga administrada que pode ser a causa da

mortalidade em torno de 40% dos peixes tratados com CsA.

10.4. Esfregaco sanguineo

VASCONCELOS et al. (2008) registraram anemia hemolitica causada pela
administracdo de CsA em um paciente (VASCONCELOS et al., 2008). Essa condic¢ao,
pouco documentada na literatura, pode ter acometido os peixes tratados com o

imunossupressor neste trabalho. A diminui¢do no niimero de células brancas, por outro
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lado, ¢ um dos efeitos conhecidos do imunossupressor (AZEEZ, 2021). A
imunossupressao indicada pela diferenga nos padrdes hematologicos em peixes também
foi verificada por ELAZAB et al. (2021), em que houve a diminui¢do de eritrocitos e
células brancas em tilapias do Nilo submetidas a ciclofosfamida, um quimioterapico
que ¢ também um agente imunossupressor, ¢ por WITESKA & BENIAK (2013) em
carpas comuns submetidas ao banho com verde malaquita, que também demonstrou
atividade imunossupressora nos peixes.

No dia 10, os linfécitos do tratamento de 40 mg/kg de CsA diminuiram
levemente em proporcdo, sugerindo que o imunossupressor surtiu efeito parcial. A
propor¢dao do grupo controle com emulsio nesse dia se manteve o mesmo,
demonstrando que a resposta adaptativa promovida pelos linfocitos contra o veiculo de
emulsdo pode ter se prolongado.

Em relacdo ao grupo controle sem inje¢do, do dia 0, o grupo controle com busulfan
apresentava mais do dobro de propor¢do de linfécitos comparado ao controle sem
busulfan. Como esse agente tem impacto minimo para desencadear uma rejeicao
imunomediada (UCHIDA et al., 2019), a alta temperatura (35°C) sob a qual os peixes
esterilizados quimicamente foram submetidos, teria sido a principal fonte de estresse
que poderiam a aumentar a producdo de glicocorticoéides nos animais, que intermediaria
a imunomodulacdo, levando ao aumento na propor¢ao de linfocitos e na mudanga de
propor¢des dos leucocitos em geral.

Essa possibilidade poderia ser sustentada pelo trabalho de TSAI E WANG (1997),
em que tilapias do Mocambique submetidas a temperatura de 32°C por semanas
apresentaram um aumento nos niveis de hormonios do estresse pelo hipotalamo, que
inclui os glicocorticoides (TSAI & WANG, 1997). No entanto, essa mudanga do
parametro hematoldégico entre os dois grupos do dia 0 como causa do aumento de
temperatura no tratamento com busulfan contraria estudos anteriores que associam o
estresse agudo dos peixes a diminui¢do no seu numero de linfocitos (linfopenia), e ao
aumento na propor¢do de neutrofilos (neutrofilia), aumentando a razdo
neutréfilo/linfécito  (PULSFORD et al.,, 1994; DAVIS et al., 2008), os quais
correspondem de 70 a 80% de todos os leucdcitos nos peixes, propor¢cdo que este
trabalho apresentou de modo geral.

No entanto, o presente trabalho ndo seguiu a razdo neutrofilo/linfécito
estabelecida pelas possiveis causas de estresse ao longo do experimento, que também

parece ndo ter sido influenciada pelas administracdes de CsA. As propor¢des dos
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eosinodfilos, responsaveis pela defesa contra o processo inflamatorio e parasitas, os
monocitos, contra infecgoes ¢ bactérias, e basofilos, envolvidos na cura de inflamagoes,
foram levadas pelas mudancas da razao neutréfilo/linfécito (JAIN, 1993; CAMPBELL,
1995; RUPLEY, 1997).

A andlise de populagdes leucocitarias e a imunomodulacao, que foi o interesse do
item deste trabalho, sdo interseccionadas por estudos que em sua maioria avaliam os
niveis de estresse e imunoestimulantes dos animais envolvidos. JALALI et al. (2009)
relacionou parametros hematologicos diante de dietas experimentais oferecidas a
esturjdo beluga, verificando que a propor¢cdo de linfocitos aumentou com a dieta
suplementada a base de algas imunoestimulantes em relagdo ao hemograma do grupo
controle, com animais nao suplementados (JALALI et al., 2009).

Os linfocitos sao umas das células mais importantes para modulacdo da resposta
imune, e sdo considerados pelos ictiblogos o tipo celular mais sensivel ao estresse
agudo nos peixes (DAVIS et al., 2008; JALALI et al., 2009), que se liga diretamente a
fisiologia e a resposta imunologica em torno da homeostase (BONGA, 1997). Essas
células produzem anticorpos e também possuem atividade macrofagica (CAMPBELL,
1996). O aumento desse tipo celular observado por JALALI et al. (2009) no grupo
controle do esturjao beluga também ocorreu no presente trabalho, principalmente no
grupo controle injetado com emulsdo no dia 5, indicando que os linfocitos promoveram
a defesa do organismo ao veiculo de emulsdo. Os tratamentos de 20 mg/kg e 40 mg/kg
desse dia também apresentaram um aumento de propor¢ao de linfocitos em relagdao ao
dia 10. Uma explicagdo para esse leve aumento em peixes tratados com CsA pode ser a
referéncia, em humanos, de que a CsA demora varias semanas para que a

imunossupressao seja plena (ALIAGA et al., 2019).

10.5. Analise da expressao de interleucina-1f em rins craniais de A.
altiparanae tratados com CsA

O trabalho com énfase em imunossupressao de peixes transplantados tratados com
CsA foi demonstrado por YOSHINAGA (2018). Ao testar a administracdo
intracelomatica com 20 mg/kg e 40 mg/kg do imunossupressor na truta arco-iris
enxertada com testiculos alogénicos, foi verificado que a dose mais alta promovia a
imunossupressao por um tempo maior em relacao a de 20 mg/kg, que inibia a expressao

de interleucina-2 por menos tempo. Parte desses resultados coincidiu com o presente
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trabalho, visto que as concentragdes de 20 e de 40 mg/kg de CsA reprimiram
parcialmente a expressao de interleucina-1p nos dias 5 e 10, apos a injecdo. Os
resultados obtidos neste trabalho indicaram que 10 dias apds a aplicagdo da CsA, foi
obtida a redugdo da expressao relativa de interleucina-1f de cerca de 73% (20 mg/kg) e
81% (40 mg/kg). Apesar de ndo ter sido suprimida totalmente a expressao deste gene, a
aplicagdo destas dosagens de CsA em receptores transplantados pode auxiliar no
aumento da eficiéncia dos transplantes, por reduzir a resposta imunoldgica ao

transplante.

A interleucina-1f foi utilizada como guia molecular para a imunossupressao em
peixes sob outros tratamentos imunossupressores, como no caso abordado por
ELAZAB et al. (2021), sendo importante para desenvolver um modelo de estudos sobre
imunomodulacdo em peixes. O rim cranial de tilapias do Nilo, tratadas com o agente
imunossupressor € quimioterapico ciclofosfamida, apresentou uma redug¢do na
expressdo de interleucina-1 quando comparado ao grupo nao tratado (ELAZAB et al.,
2021).

A expressdo de citocinas também pode ser modulada por fatores internos dos
peixes, como hormonios do estresse, ja que os sistemas neuroendocrino € imunologico
sdo intimamente ligados (HARRIS & BIRD, 2000). CASTILLO et al. (2009)
relacionaram os niveis de interleucina-1f a modulagdo de adrenocorticotropico,
adrenalina e cortisol em cultura de células hematopoiéticas do rim cranial de dourada,
observando que esses hormoOnios inibem a expressdo desse gene, condigdo que
perdurava com a exposi¢cdo da cultura a essas substancias. Este fato, pode conduzir a
diferengas de expressdo da interleucina-1f nos individuos em diferentes grupos
experimentais. De acordo com os dados de expressdo relativa obtidos neste trabalho, as
dosagens de 20 e 40 mg/kg de CsA podem auxiliar a imunossupressao dos receptores

até ap6s 10 dias da aplicagdo do imunossupressor.

11. Conclusao

A combinagdo das técnicas de manipulagdo cromossomica e de esterilizagao
quimica, com administracdo de busulfan a 50 mg/kg aliada a alta temperatura, foi
eficiente para esterilizacdo dos receptores machos juvenis triploides de A. altiparanae,

garantindo que seu espago germinativo ficasse livre para abrigar as espermatogonias do
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doador, P. mangurus. A cultura de leucocitos de A. altiparanae tratada com CsA
permitiu visualizar os efeitos imunossupressores e citotoxicos dessa substincia pela
avaliacdo da viabilidade e concentracdao celular ao longo do periodo de exposicao das
células a CsA. Foi verificado que a maior concentragdo de CsA utilizada in vitro
garantiu maior imunossupressdo, mesmo diminuindo a concentragdo e viabilidade dos
leucocitos.

A imunossupressdo pela administracdo in vivo de CsA nos receptores, verificada
pela expressdo relativa de interleucina-1f nos rins craniais de A. Altiparanae,
demonstrou que a concentracdo de 20 e 40 mg/kg reduziram a expressdo relativa de
73% e 81% no décimo dia apds a aplicagdo, respectivamente. Apesar de as taxas de
mortalidade em peixes tratados com CsA a 20 e 40 mg/kg terem sido idénticas, a CsA
em maior concentracao resultou em um comprometimento mais significativo nos rins,
macroscopicamente, € no sangue. Este fato sugere que a dosagem de 20 mg/kg pode ser
inicialmente utilizada como imunossupressor do transplante em receptores juvenis
triploides de A. altiparanae tratados com busulfan, mesmo que promova menor
repressao da expressao relativa da interleucina-1f. Apesar da aparente eficacia do CsA
como imunossupressor, as analises do esfregaco sanguineo indicaram que o farmaco
causa anemia e diminuicdo significativa no numero de leucocitos. No entanto, a CsA
ndo causou alteracdes estruturais celulares nos rins craniais 5 dias ap6s a administragao,
tampouco nas goénadas dos peixes imunossuprimidos. Através deste trabalho, foi
estabelecido procedimentos de imunossupressao em machos de juvenis triploides de 4.
altiparanae esterilizados com busulfan. Tais procedimentos podem futuramente serem
empregados em receptores de espermatogonias-tronco de P. mangurus, podendo evitar a

rejeigdo imunologica.
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12. Perspectivas

Os resultados obtidos no presente trabalho forneceram subsidios para a realizagao
de experimentos de avalia¢do da rejeicao do transplante de espermatogonia-tronco de P
mangurus em juvenis triploides de A. altiparanae esterilizados quimicamente, com ¢
sem a administracdo do imunossupressor CsA. O uso do imunossupressor na técnica de
geragao de quimeras germinativas em receptores adultos podem aumentar a eficiéncia
dos transplantes e, consequentemente, tornando a producdo de quimeras germinativas
uma realidade para a sua aplicagdio tanto na piscicultura como em agdes

conservacionistas.
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