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RESUMO

Atividades antropicas aumentam o numero de espécies de peixes
ameacadas, e, portanto, esforcos na conservagao sao necessarios para atenuar
tais efeitos. O estabelecimento de bancos genéticos e procedimentos de
reconstituicdo sao entdo essenciais para a manutencao da ictiofauna, incluindo
o transplante de células germinativas primordiais (PGCs), para posterior
reconstituicdo de espécies ameacadas de extingdo, por meio da geracao de
quimeras germinativas e propagacdo substituta. Apesar do potencial
mencionado acima, a producdo de quimeras germinativas em espécies de
peixes nativas ainda nao foi estabelecida. O objetivo deste trabalho foi produzir
guimeras germinativas em espécies nativas por meio do transplante de PGCs
em receptores estéreis em fase de blastula. A marcacao e rastreabilidade da rota
de migracdo de PGCs in vivo em Prochilodus lineatus e Piaractus
mesopotamicus foi realizada com sucesso, utilizando microinjecdo de mRNA
sintetizado in vitro, constituido pela sequéncia codificante do gene reporter GFP
fusionada com a regido reguladora de tradug¢ao 3’ UTR do gene nanosl de Danio
rerio. As PGCs de A. altiparanae e P. lineatus cultivadas em solugéo salina ou
meio suplementado foi obtida e transplantada em receptores triploides de (A.
altiparanae) e/ou hibridos triploides (A. altiparanae X A. fasciatus). As PGCs de
A. altiparanae cultivadas em meio suplementado tiveram migragcao direcionada
para a regiao da crista gonadal em 4,5% dos receptores tripldides e em 19,3%
dos hibridos tripléides, enquanto as PGCs cultivadas em solucdo salina
apresentaram apenas migracdo ectOpica. No transplante de PGCs de P.
lineatus, apenas migracdo ectopica foi observada nos receptores hibridos
triploides. A andlise do nivel de expressdo de genes especificos de PGCs foi
realizada em diferentes tecidos, além da comparacéo da expresséao entre PGCs
isoladas em diferentes meios de cultura. Os resultados indicaram que a maior
parte da expressdo génica € detectada apenas em gbnadas adultas. A
expressdo génica em PGCs isoladas demonstra maior nivel de expressdo em
dndl, ddx4 e dazl em PGCs cultivadas em meio de cultura suplementado em
comparacao com PGCs de solucao salina, indicando que o meio de cultura ajuda
a manter as caracteristicas dessas células. As expressées de nanos e cxcrdb
foram diminuidas em PGCs do meio de cultura suplementado em relacdo a
solugédo salina. Esses genes sdao marcadores de PGCs e estdao diretamente
ligados a diferenciacdo e migracdo dessas células, alteracdes nos niveis de
expressdo podem levar a perda da identidade celular e migracdo ectopica. O
presente estudo traz novas abordagens sobre o transplante de células
germinativas primordiais em espécies nativas de peixes, incluindo
procedimentos de micromanipulacédo e transplante de PGCs em espécies da
regido neotropical. Essas informacfes sao importantes para a construcédo de
bancos genéticos e a reconstituicdo de espécies ameacadas.

Palavras-chave: Biotecnologia. Reproducdo. Transplante. Células
Germinativas.



ABSTRACT

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

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

Os peixes sao as formas de vidas que predominam no ambiente aquatico
entre 0s grupos de vertebrados, sendo descritas mais de 35.000 espécies
(FRICKE; ESCHMEYER; VAN-DER-LAAN, 2020), e ainda muitas espécies nao
foram catalogadas. A regido neotropical abriga a maior ictiofauna de agua doce
conhecida, com aproximadamente 5.160 espécies (FROESE; PAULY, 2015;
REIS et al., 2016), concentrando no Brasil mais de 3.600 espécies
(ICMBIO/MMA, 2018). As ordens que apresentam maior diversidade e
distribuicdo na regido neotropical sdo os Siluriformes, representados pelos
bagres e cascudos, com 1.915 espécies e da ordem Characifomes com 1.700
espécies (CASTRO; VARI, 2003; NELSON, 2016; REIS et al., 2016), incluindo
espécies de grande importancia socioeconémica na producdo da aquicultura
mundial, bem como espécies listadas em ameaca de extincdo (ALVES et al.,
2014; FROESE; PAULY, 2015; ICMBIO/MMA, 2018; NAKATANI et al., 2001).

A aquicultura, relacionada ao cultivo de organismos aquaticos, € uma
atividade desenvolvida no mundo inteiro e considerada a atividade agropecuaria
gue mais cresceu globalmente nas udltimas décadas. A producdo mundial
expandiu em média anual de 5,3% no periodo de 2001 a 2018, atingindo a marca
de 82,1 milhdes de toneladas (FAO, 2020). A piscicultura brasileira cresceu 4,9%
em 2019, com aproximadamente 758.000 toneladas produzidas. Os peixes
nativos representaram 38% da producao nacional (PEIXEBR, 2018).

Embora exista uma grande diversidade de espécies e grandes
investimentos na producdo de pescado, varias espécies encontram-se
ameacadas de extingdo. A¢des antropicas como degradacao de habitats, sobre

pesca, introducdo de espécies exoticas, desmatamento das matas ciliares e
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poluicdo domeéstica, industrial e da agropecuaria (AGOSTINHO; THOMAZ;
GOMES, 2005; MIRANDA, 2012; TOLUSSI et al., 2018) sao os principais fatores
causadores de impactos sobre as populacdes de peixes no ambiente natural. A
intensificacdo destas acfes tém contribuido para o aumento do numero de
espécies de teledsteos no Livro Vermelho de Espécies Ameacadas de Extincao,
sendo encontrado atualmente 52 espécies da ordem Characiformes e 91
espécies de Silurifomes (ICMBIO/MMA, 2018)

Cada espécie apresenta caracteristicas genéticas e importancia ecologica
Gnicas, o que enfatiza, portanto, a preocupacdo com a conservacdo e a
necessidade de desenvolvimento de biotecnologias que atuem na conservacao
e reconstituicdo de espécies ameacadas, bem como auxiliem as praticas
produtivas.

Desta forma, algumas estratégias tém sido empregadas para
conservacgao de peixes, dentre elas se destaca a criagcdo de bancos genéticos
ex situ, através da criopreservacdo de diversos tipos celulares, como células
germinativas primordiais (HIGAKI et al.,, 2010; KAWAKAMI et al., 2010;
KOBAYASHI et al., 2007; YASUI et al., 2011), oogobnias tronco (HIGAKI et al.,
2018), espermatogonia tronco (FRANEK et al., 2019; LEE; YOSHIZAKI, 2016) e
espermatozoide (NINHAUS-SILVEIRA et al.,, 2006; VIVEIROS et al., 2012a,
2012b), para posterior utilizagdo na propagacéo mediada.

O emprego de células germinativas primordiais (PGC — do inglés -
primordial germ cells) em bancos genéticos e reconstituicdo de espécies tornou-
se uma abordagem bastante promissora, por serem células precursoras de toda
linhagem germinativa e subsequente formacao de gametas, além de preservar

constituintes maternos, como germoplasma e DNA mitocondrial (GOTO; SAITO,



14
2019; SIQUEIRA-SILVA et al., 2018; YAMAHA et al., 2007; YOSHIZAKI et al.,
2003).

As PGCs podem ser transplantadas para um organismo receptor estéril,
gerado por técnicas de manipulacdo cromossomica (ADAMOV et al., 2016;
ARAI, 2001; ARAI; FUJIMOTO, 2013; NASCIMENTO et al.,, 2017a) para
geracado de quimera germinativa (SAITO et al., 2008; YAMAHA et al., 2003, 2007;
YASUI et al., 2011), em que a espécie hospedeira produzira gametas a partir de
PGCs doadas (xenogénese). Essa tecnologia € potencialmente aplicavel para a
conservacao de genétipos ameacados ou raros, e ainda nagueles de grande

valor comercial.

1.1. Quimerismo em Peixes

O conceito de quimerismo foi introduzido pela mitologia grega fazendo
mencdes a criaturas composta por partes de varios animais. Atualmente, este
termo é utilizado para se referir a individuos que apresentam coexisténcia de
células provindas de zigotos diferentes (ROSSANT et al., 1982). Em quimeras
somaticas, Orgao, tecidos e células de organismos doadores fazem parte do
corpo dos receptores sem interferir na producdo de gametas. No caso da
producdo de quimeras germinativas, o intuito é a obtencdo de gametas
provenientes de organismo doador, para isso, espécies receptoras recebem
transplante de células germinativas de um doador, que desenvolvem nas
gbnadas e produzem gametas da espécie doadora.

A propagacdo heteréloga de gametas via quimeras germinativas em

peixes pode ser empregada como uma ferramenta para a propagacéo de
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espécies na qual a reproducéo € mais critica, como espécies ameacadas, de alto
valor comercial ou com longo periodo de maturacdo gonadal (ROBLES et al.,
2017; SIQUEIRA-SILVA et al., 2018). Células germinativas de peixes de dificil
manejo reprodutivo podem ser transplantadas para embribes de espécies com
protocolos de reproducdo bem estabelecidos (NAKAGAWA; KOBAYASHI;
UENO, 2002; TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUSHI, 2004; YAMAHA et al.,
2007). Dessa forma, atividades como manutencao em cativeiro e reproducéo dos
animais, estariam relacionadas a espécie receptora, geralmente espécies
domésticas ou de laboratorio, trazendo grandes vantagens para a aplicacdo em
piscicultura e conservacao (YAMAHA et al., 2007).

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas para geracéo de quimeras
germinativas em peixes, incluindo o transplante de diferentes tipos celulares,
como PGCs embrionérias e espermatogbnias e oogonias-tronco provindas de
adultos. Em relacdo aos receptores, além dos requisitos de espécie
mencionados anteriormente, pode ocorrer também o transplante em diferentes
fases do desenvolvimento, tais como embrides em estagio de blastula (SAITO et
al., 2008; YASUI et al., 2011), larvas recém-eclodidas (TAKEUCHI; YOSHIZAKI;

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

(Fig.1).
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Figura 1: Principais metodologias de transplante de células germinativas primordiais (PGCs),
espermatogonias (SPG) e oogdnias (OOG) para receptores em fase de blastula, larva e adultos
relatadas em peixes
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A eficiéncia do transplante de células germinativas para geracdo de
quimeras germinativas visando a propagacdo mediada requer a prévia
esterilizagdo do receptor. A infertilidade das espécies receptoras contribui para
diminuicAo da competicdo entre células germinativas do enddgenas e
transplantadas. Diversos métodos foram desenvolvidos para tal esterilizacéo, e
os niveis de esterilidade podem diferir entre as técnicas empregadas, sexo e as
espécies. Dentre as metodologias empregadas para esterilizagdo de peixes
incluem: manipulacdo cromossOmica para producao de receptores triploides, na
qual ocorre a retencdo do segundo corpusculo polar e geralmente, produzem

individuos estéreis, pois a presenca de trés conjuntos de cromossomos afeta
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adversamente a meiose (ADAMOV et al., 2016; CAL et al., 2006; NASCIMENTO
et al., 2017a; TAKEUCHI et al., 2018). A esterilizacdo quimica por tratamentos
com busulfan que interferem na divisdo celular, € uma metodologia que atua na
deplecdo das células germinativas endodgenas (LACERDA et al.,, 2010;
NOBREGA et al., 2010; SIQUEIRA-SILVA et al., 2015). A inibi¢do da traducdo
de mRNA por meio de microinjecbes de morfolinos, oligonucleotideo antisense,
pode induzir a esterilidade quando os genes alvos sdo essenciais para
manutencdao, diferenciacdo e migracao das PGCs (CIRUNA et al., 2002; HIGAKI
et al., 2010; SAITO et al., 2008). Alternativamente, a hibridizacao interespecifica
pode ser usada para esterilizacdo, uma vez que geralmente produzem individuos
estéreis, devido a incompatibilidade de genes (WONG et al., 2011; YAMAHA et
al., 2003; YOSHIKAWA et al., 2018).

Os procedimentos de micromanipulacdo vem sendo realizado em
espécies modelos ou laboratoriais, incluindo Danio rerio (LIN et al.,, 1992),
Oryzias latipes (WAKAMATSU et al.,, 1993) e o Misgurnus anguillicaudatus
(YASUI et al., 2011). No entanto, tem sido relatado também o transplante em
espécies empregadas na piscicultura, como carpas (YAMAHA et al., 2001),
salmonideos (YOSHIZAKI et al., 2005) e esturjdo (SAITO; PSENICKA, 2015).

Inicialmente, LIN e colaboradores (1992) realizaram transplante de
blastdbmeros de Danio rerio selvagem para receptores de D. rerio albino em
estagio de blastula intermediaria, sendo avaliados 28 peixes transplantados, e
obtido 5 descendentes com a presenca de pigmentacdo. A mesma abordagem
foi realizada para M. anguillicaudatus (NAKAGAWA; KOBAYASHI; UENO,
2002), O. mykiss (TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2001), O. latipes (LI et
al., 2016) e Sander lucioperca (GURALP et al., 2017). Seguindo a linha de

transplante de blastomeros, YAMAHA et al., 2001, 2003 induziram o quimerismo
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pelo transplante da parte inferior da blastoderme em C. carassius e C. carpio
tendo como receptor C. auratus.

Com o proposito de aumentar a eficiéncia na producdo de quimeras
germinativas, Saito et al., (2008), isolou e transplantou PGCs marcadas com
MRNA sintetizado in vitro, de D. albolineatus, C. auratus e M. anguilicaudatus
para embrides receptores de D. rerio. Esta metodologia emprega a microinjecao
do RNA sintético proveniente da fusdo do gene repoérter GFP (proteina
fluorescente verde) com a sequéncia reguladora de traducéo da regidao 3’ néo
traduzida (3’ UTR) proveniente do cDNA de nanosl ou de mRNA especifico de
PGCs. Desta forma, a regido reguladora de traducdo permite que o reporter
(GFP) seja traduzido diferencialmente nas PGCs, permitindo que estas células
sejam distinguidas dos outros tipos celulares, através da fluorescéncia em
determinada fase do desenvolvimento, geralmente entre final de gastrula e fases
iniciais de segmentacao, entre 3 a 10 somitos. Nesta fase, as outras células dos
embrides perdem a fluorescéncia, enquanto é mantida em PGCs.

A utilizacdo desta metodologia aumentou o namero de quimeras com
desenvolvimento normal, sendo obtido cerca de 40% a mais na eficiéncia no
transplante. Foi realizado o transplante de PGCs isoladas para receptores em
fase de blastula de enguia japonesa (SAITO et al., 2011), M. aguillicaudatus
(YASUI et al., 2011) e D. rerio (HIGAKI et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010).
Takeuchi e colaboradores (2003) isolaram PGCs da crista gonadal de larvas
recém eclodias e transplantaram em embrifes na fase de blastula, gastrula e
larva recém-eclodida. Foi comparado o transplante entre as trés fases distintas
do receptor, no qual as larvas recém eclodidas apresentaram maior

sobrevivéncia e embrides portadores de células GFP-positivas (21,6%).
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Saito et al., (2010) avaliaram os métodos de transplante de blastdmeros
e de PGC, sendo observado no transplante de blastbmeros uma baixa
transferéncia de PGC, enquanto que no transplante de uma unica PGC, em
todas as combinacfes de espécies usadas, as PGCs transplantadas migraram
em direcdo a regido da crista gonadal do embrido receptor, em taxa
comparativamente alta, independentemente da relacéo filogenética do doador e
da espécie hospedeira.

Outras metodologias de transplante de células germinativas foram
desenvolvidas para producdo de quimeras, tais como o transplante de
espermatogonias-tronco (espermatogénias A) (FRANEK et al., 2019; LACERDA
et al., 2006) e oogonias-tronco (PSENICKA et al., 2015; YOSHIZAKI et al., 2010),
para receptores em fase pos-ecloséo e adultos.

Dentre as técnicas de transplante de células germinativas, as PGCs
apresentam maior potencial por serem precursoras de toda a linhagem
germinativa e responsaveis por toda a heranca genética e perpetuacdo de
espécies por meio da fertilizacdo, possibilitando a geracédo de novos individuos.
Por este motivo, tém sido utilizadas em diversos trabalhos envolvendo bancos
genéticos (CIRUNA et al., 2002; SAITO et al., 2008; TAKEUCHI; YOSHIZAKI;
TAKEUCHI, 2003; YASUI et al., 2011).

A realizacdo do transplante de PGCs necessita de conhecimentos prévios
de reproducéo e desenvolvimento embrionario do doador e receptor (ARASHIRO
et al.,, 2018), incluindo a caracterizagcao da origem, especificagcdo e rota de
migracao de PGCs nas diferentes espécies (LINHARTOVA; SAITO; PSENICKA,
2014; SAITO et al., 2006; GURALP et al., 2017), para a aplicacdo bem-sucedida

da tecnologia de producédo de quimera germinativa (GOTO; SAITO, 2019;
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YAMAHA et al., 2010; YASUI et al., 2011; SAITO et al., 2011; YOSHIZAKI et al.,
2003).

As PGCs podem ser rastreadas in vitro usando diferentes procedimentos,
incluindo observacdes histologicas e por expressao de genes especificos da
linhagem germinativa por meio de técnicas de hibridizacéo in situ em tecidos ou
organismos inteiros (BLASER et al., 2006; BRAAT; SPEKSNIJDER; ZIVKOVIC,
1999; FERNANDEZ et al., 2015; FUJIMOTO et al., 2006; OTANI et al., 2002;
YOON; KAWAKAMI; HOPKINS, 1997). No entanto, usando tais abordagens, as
células devem ser mortas e fixadas, perdendo a capacidade de transplante, o
gue sugere um procedimento in vivo, ou seja, sem a morte dos embrides e de
modo que a célula possa ser rastreada, tanto para a coleta quanto para o
desenvolvimento no embrido receptor. Para isso, pode ser realizada injecdo de
MRNA artificial construido pela combinacdo de uma sequéncia de proteina
fluorescente verde (GFP) com o nanosl 3'UTR (GURALP et al., 2017;
LINHARTOVA,; SAITO; PSENICKA, 2014; SAITO et al., 2006; YAMAHA et al.,
2010) que ir4 expressar a proteina fluorescente verde (GFP) apenas nas células
germinativas primordiais, que poderdo ser evidenciadas por microscopia de
fluorescéncia. Tal procedimento permite a visualizacdo das PGCs e o estudo in
vivo dos mecanismos de migracdo e diferenciagcdo, bem como investigar a

eficacia da producdo de uma quimera da linha germinativa.

1.2. Células Germinativas Primordiais

As células germinativas primordiais sdo células embrionéarias precursoras

de toda a linhagem germinativa e da subsequente formacdo dos gametas,
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incluindo espermatozoides e o0d0citos, proporcionando a continuidade da vida
entre as geracoes (GRIMALDI; RAZ, 2019; YAMAHA et al., 2007; YOSHIZAKI et
al., 2003). Isto significa que as PGCs séo responsaveis pela transmissdo da
heranca genética para as geracoes futuras, dando origem as novos organismos
por meio da fertilizacdo (ROBLES et al., 2017; YOSHIZAKI et al., 2003).

A linhagem germinativa pode ser distinguida dos tipos de células
somaticas por suas propriedades estruturais durante o desenvolvimento
embrionario inicial, sendo caracterizadas histologicamente como células
arredondadas, tamanho relativamente grande (10-20 um), nucleo grande (6-10
um), membrana nuclear clara, que contém estruturas granulares eletrodensas e
um contorno irregular (BRAAT; SPEKSNIJDER; ZIVKOVIC, 1999; NAGAI,
YAMAHA; ARAI, 2001; YAMAHA et al., 2010; YON; AKBULUT, 2015). As PGCs
podem apresentar alteracdes morfoldgicas, dependendo da fase de migracao
em que sao observadas. Durante o processo de migracdo as PGCs podem
apresentar forma ameboide, ndcleo com contorno irregular e apresentando
projecdes citoplasmaticas denominadas pseudopodes (BRAAT; SPEKSNIJDER,;
ZIVKOVIC, 1999; GRIMALDI; RAZ, 2019; YON; AKBULUT, 2015).

A origem das PGCs acontece no inicio do desenvolvimento embrionario,
normalmente em locais diferentes de onde a gbnada se desenvolve. Essa
distancia indica que apds o estabelecimento de uma linhagem germinativa, as
PGCs migram de sua posicao inicial em direcdo as gbnadas em formacao
(GRIMALDI; RAZ, 2019; RAZ, 2003). Os mecanismos de motilidade e orientacao
sdo geralmente conservados entre as espécies e integrado por sinais de
quimiocinas de células soméaticas, ocorrendo migracdo em diferentes tecidos em

desenvolvimento dentro de um mesmo embrido e podendo seguir rotas de
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migracao distintas em diferentes animais (DOITSIDOU et al., 2002; GRIMALDI;
RAZ, 2019; YAMAHA et al., 2007).

A especificagdo da linhagem germinativa ocorre pela heranca de
determinantes citoplasmaticos fornecidos maternamente, denominados plasma
germinativo, que consiste em agregado de mitocéndrias, fibrilas, proteinas e
MRNAs que atuam como reguladores traducionais. As PGCs sao 0s primeiros
tipos celulares especificados a partir de células embrionérias indiferenciadas
(GOTO; SAITO, 2019; GRIMALDI; RAZ, 2019; YON; AKBULUT, 2015).

Os RNAs e proteinas presentes no citoplasma de PGCs, como ddx4 e
nanos sao identificados como determinantes maternos, sendo de grande
importancia para a diferenciacdo e desenvolvimento das PGCs e
subsequentemente da linha germinativa, e podem ser usados como marcadores
para especificar PGC (YON; AKBULUT, 2015). Outros genes como cxcr4, dazl,
dndl, buckyball também sdo necessarios para formacdo, desenvolvimento e
migracao de PGCs.

Em diversas espécies de teledsteos estdo sendo realizados estudos sobre
a funcéo e relacdo de mRNAs fornecidos maternamente e que sdo encontrados
e transmitidos para as PGCs (BONTEMS et al., 2009; DOITSIDOU et al., 2002;
GROSS-THEBING et al., 2017; HERPIN et al., 2008; LI et al., 2016; WEIDINGER
et al., 2003). Comumente, € utilizado como marcador de células germinativas a
fusdo das sequencias da regido codificante de proteina fluorescente e da regido
reguladora 3’'UTR de genes especificos de PGCs, como nanos e ddx4, para
estudos de identificacdo, migracdo e transplante de células (LINHARTOVA;
SAITO; PSENICKA, 2014; SAITO et al., 2006, 2011; YASUI et al., 2011), uma
vez que, esses genes sdo amplamente conservados entre 0s grupos de

TeleOsteos e especificamente expressos em PGCs, sendo a regidao 3° UTR
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responsavel pela localizagdo do mMRNA nessas células (KOPRUNNER et al.,
2001; MISHIMA et al., 2006; SAITO et al., 2011).

O padréo de expressao de ddx4 durante a formacéo e migracdo de PGCs
foi relatado in vitro por meio da técnica Whole Mount In Situ Hybridization (WISH)
para espécies, como Oryzias latipes (SHINOMIYA et al., 2000), Oncorhynchus
mykiss (YOSHIZAKI et al., 2000), Danio rerio (YOON; KAWAKAMI; HOPKINS,
1997), Carassius auratus (OTANI et al.,, 2002) e Misgurnus anguillicaudatus
(FUJIMOTO et al., 2006), sendo relatada a distribuicdo de sinais de ddx4 em
todo o blastodisco, com agregacdo de sinais desde os primeiros sulcos de
clivagem. Padrdes semelhantes foram descritos para Danio rerio utilizando
sonda de RNA antisense nanosl (KOPRUNNER et al., 2001) e Gadus morhua
L. utilizando nanos3 (PRESSLAUER et al., 2012), com origem da expressao do
gene detectada a partir das primeiras clivagens. Entretanto ao contrario de ddx4
gue continua a ser fortemente expressos ao longo do desenvolvimento das
PGCs, a expressdo de nanosl nao foi detectada pela hibridizacdo in situ no
quinto dia de desenvolvimento embrionario (KOPRUNNER et al.,, 2001),
enquanto a expressdo de nanos3 ndo foi mais detectada a partir da
somitogénese inicial (PRESSLAUER et al., 2012).

Por meio de marcacdes in vivo foi possivel observar expressdo de nanos
e consequentemente a migracdo de PGCs em Tinca tinca (LINHARTOVA;
SAITO; PSENICKA, 2014), Leucopsarion petersii, Oryzias latipes, Carassius
auratus, Danio rerio, Danio albolineatus, Clupea pallasii, Misgurnus
anguillicaudatus (SAITO et al., 2006) e Anguilla japonica (SAITO et al., 2011).
Esses estudos demonstram fungdes conservadas e a importancia de ambos 0s
genes na formagao, adequada migragao e sobrevivéncia de PGCs, enfatizando

também especificidade dos genes relacionados a linhagem celular.
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Outro gene com fungdo conservada entre as espécies de peixes, € 0
buckyball, um regulador na formacdo do plasma germinativo. Na auséncia de
expressdo desse gene, o plasma germinativo falha em se agregar durante os
estagios embrionario, e 0os odcitos perdem a polaridade durante a oogénese
(BONTEMS et al., 2009; FLORENCE L. MARLOW; MULLINS, 2009).

O sistema quimioatraente sdf-la/cxcrdb € responsavel pelo
direcionamento normal das PGCs em direcdo a crista gonadal. As PGCs sao
guiadas por orientacfes atraentes e repulsivas, estando correlacionado com o
ligante quimiocina sdf-1a expresso em células somaticas e seu receptor cxcrdb
gue se localiza em PGCs (GRIMALDI; RAZ, 2019; PAKSA; RAZ, 2015; RAZ;
REICHMAN-FRIED, 2006). Em niveis reduzidos de expressao sdf-la/cxcrdb as
PGCs podem manter o comportamento movel, entretanto sdo direcionadas a
locais ectopicos (DOITSIDOU et al., 2002; HERPIN et al., 2008).

O gene dnd1l esta envolvido na manutencédo e destino de PGCs, sendo
importante para o desenvolvimento da linha germinativa. Estudos com zebrafish
demonstram que PGCs podem sofrer apoptose em embrides com deplecéo de
dnd (WEIDINGER et al., 2003) entretanto, algumas PGCs com migracéo
ectdpicas por auséncia de dnd podem apresentar morfologia similar a outros
tipos de células ou formacé&o de tumores (GROSS-THEBING et al., 2017). Gadus
morhua (Atlantic cod (Gadus), o knockdown de dnd causou uma diminuigdo nos
niveis de expressao de ddx4 e nanos3 (SKUGOR; TVEITEN; KRASNOV, 2014)

Assim como os demais genes, o dazl tem fungdes conservadas na
migracdo de PGCs e proliferacdo de células germinativas. A auséncia desse
gene est4 fortemente associada a infertilidade em diferentes modelos animais,
inclusive em humanos (LI et al., 2016; XU; MOORE; REIJO PERA, 2001; XU et

al., 2009).
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Nas espécies modelos, as quais sdo bastante estudadas e
frequentemente mais empregadas as biotecnologias avancadas, como em
salmonideos e “zebrafish”, as funcbes e padrbes de expressao desses genes
sdo melhores elucidados, demonstrando a importancia na especificacdo e
manutencdo das PGCs durante o desenvolvimento, (FLORENCE L. MARLOW;
MULLINS, 2009; JIN; DAVIE; MIGAUD, 2019; LI et al., 2016; PRESSLAUER et
al., 2012; SASADO et al.,, 2008). Embora as evidéncias indiquem papeis
essenciais dos genes na manutencdo de PGCs e no desenvolvimento da
linhagem germinativa primordial, nas espécies nativas as informacdes ainda sdo
escassas sobre a caracterizacdo do comportamento e funcdo desses genes, 0
que € de grande interesse no desenvolvimento de biotecnologias para a
esterilizacéo e transplante de células germinativas nestas espécies.

Por se tratar de tecnologias inovadores e de dificil consolidacdo, uma das
estratégias € utilizar como modelo biolégico espécies de facil manutencéo e
reproducdo. Portanto, o estudo das PGCs, tanto na parte molecular quanto a
suas caracteristicas morfofuncionais, dependem de espécies-modelo para a sua
realizacdo. A seguir, serdo descritas algumas caracteristicas de tais espécies

modelos.

1.3. Espécies Modelo

O desenvolvimento de protocolos de quimeras de linhagem germinativa é de
grande importancia e considerado boa alternativa para conservacado e
reconstituicdo de espécies ameacadas de extingdo. Entretanto, antes de aplicar

tais técnicas em espécies ameacadas € importante desenvolver a tecnologia
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inicialmente em organismos de facil reproducéo, larvicultura e manutencao, além
de precocidade e capacidade reprodutiva. Estudos em espécies domeésticas
geralmente déo suporte para estudos mais avancados em espécies mais
criticas, como € o caso de peixes ameacados de extincdo. A escolha de espécies
filogeneticamente proximas, para a subsequente transferéncia de tecnologias
para espécies mais criticas geralmente otimiza a consolidacdo de tecnologias
tais como o quimerismo e servem de modelo experimental para os estudos em
peixes nativos.

Os estudos em células germinativas primordiais e transplantes para embrido
realizados neste trabalho teve como espécies modelo Astyanax altiparanae,
Prochilodus lineatus e Piaractus mesopotamicus, que sao espécies ja
consolidadas na aquicultura, com diversos trabalhos de reproducdo (PORTO-
FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005; YASUI et al, 2015;
ANDRADE; YASUI, 2003; NINHAUS-SILVEIRA; FORESTI; DE AZEVEDO,
2006; URBINATI; GONCALVES; TAKAHASHI, 2010) e nutricdo (HAYASHI et al.,
2004; ANTONIO et al., 2007; URBINATI; GONCALVES; TAKAHASHI, 2010).

As espécies do género Astyanax sdo conhecidas popularmente como
“lambari” e “tambiu”. A espécie Astyanax altiparanae, utilizada no estudo, passa
por uma proposta de alteracdo do nome para Astyanax lacustris (LUCENA;
SOARES, 2016), mas esta revisdo ainda ndo é consenso ha comunidade
cientifica. Desta forma, neste trabalho preconizou-se pela manutencdo da
classificacdo anterior até que seja estabelecida por completo a nova
nomenclatura.

Esta espécie € encontrada nos rios e corregos da bacia do alto rio Parana,
Brasil. De pequeno porte, atingindo de 5-20 cm de comprimento e até 60 g de

peso, quando adulto (LOBON-CERVIA; BENNEMANN, 2000; PORTO-
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FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005). Apresentam habito
alimentar onivoro, aceitando bem racées comerciais em cativeiro (HAYASHI et
al., 2004). A maturacdo gonadal € precoce, com quatro meses, esta espécie
atinge a fase adulta, iniciando a reproducdo. E uma espécie com alta
fecundidade e de féacil larvicultura (GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI,
CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005; YASUI et al., 2020). Nesta espécie, 0
periodo reprodutivo é intermitente e apresenta desova do tipo parcelada. Os
machos possuem dimorfismo na nadadeira anal, com inUmeras espiculas
0sseas, resultando em uma aspereza sendo uma caracteristica muito utilizada
para a sexagem (GARUTTI, 2003; LOBON-CERVIA; BENNEMANN, 2000;
NASCIMENTO et al., 2017b; PORTO-FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA;
FORESTI, 2005).

Astyanax altiparanae apresenta facilidade nos procedimentos de
fertilizacdo in vitro, sendo considerado modelo para desenvolvimento de
biotécnicas. Recentemente foram realizadas pesquisas sobre técnicas basicas
de reproducado artificial de A. altiparanae (YASUI et al.,, 2014). A partir da
reproducdo artificial, foram realizados estudos de eventos de fertilizacao,
morfologia e motilidade espermatica e desenvolvimento embrionario (PEREIRA-
SANTOS et al., 2016). Com este conjunto de informacdes foi possivel consolidar
protocolo para inducdo a triploidia (ADAMOV et al, 2016), que foram
confirmados através de um procedimento de citometria de fluxo desenvolvida por
nosso grupo (Xavier et al., 2017, Yasui et al., 2020). Para a manutencéo em
sistema laboratorial, foi realizada e larvicultura (Bertolini et al., 2017), e dessa
forma os peixes puderam passar para a fase de juvenil até adulto. Avaliacdo do
desempenho de peixes triploides, demonstrou que apenas as fémeas triploides

eram estéreis (NASCIMENTO et al., 2017a, 2017b). No entanto, os machos, ndo
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eram estéreis, o que levou a produzir hibridos triploides que finalmente
resultaram em proles 100% estéreis (PIVA et al.,, 2017). A esterilidade dos
receptores tem sido utilizada como importe fator para o sucesso do transplante
de PGC. Baseado nessas etapas prévias, o lambari pode ser considerado um
importante modelo experimental para o desenvolvimento de biotécnicas em
laboratério.

Prochilodus lineatus, conhecido popularmente como “curimba” ou
“curimbatd” pertence a familia Prochilodontidae, € amplamente distribuida no
Parand, Paraguai e Paraiba do Sul (Brasil, América do Sul), chegando a cerca
de 90 cm (CASTRO; VARI, 2003). E uma espécie iliéfaga e aceita faciimente
dietas artificias, em ambiente natural é de grande importancia ecoldgica e
econbmica, sendo considerada uma espécie chave dentro de grandes cadeias
troficas (ANTONIO et al., 2007).

Esta espécie é comumente usada na aquicultura devido ao seu
crescimento, aclimatacdo as condicbes de aquicultura e facil producdo de
juvenis. Sua reproducao é dependente a movimentos migratérios, reproduzindo-
se durante o periodo de piracema, que ocorre durante o periodo de novembro a
fevereiro, apresentando desova total (ANDRADE; YASUI, 2003). Em cativeiro
pode reproduzir facilmente, sendo necesséario a indugdo hormonal para a
ovulacdo das fémeas (NINHAUS-SILVEIRA; FORESTI; DE AZEVEDO, 2006;
PAULA et al., 2014; ITAUSSU et al., 2020). Porém sua reproducdo fica
inviabilizada durante o ano inteiro, concentrando todos os esforgos reprodutivos
na época de reproducdo em seu ambiente natural. A fertilizagdo in vitro e
subsequente producédo de curimbas triploides foi realizada recentemente, o que
enfatiza que outros passos importantes e mais avancados podem ser

desenvolvidos nesta espécie.



29

O Piaractus mesopotamicus, comumente conhecido como pacu, €
encontrado nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, bem como nas
planicies alagadas ao Centro-Oeste, no Pantanal do Mato Grosso. Apresenta
desova total, que ocorre entre outubro e marco, com pico em novembro e
dezembro. Em cativeiro precisam de estimulo hormonal para a desova. Atinge a
maturacdo sexual com idade variando de 3 a 5 anos (URBINATI; GONCALVES;
TAKAHASHI, 2010; URINATI; YAKAHASI, 2020). Devido a aptidao zootécnica é
considerado uma das espécies mais importantes e de alto valor comercial na
aquicultura e producédo de hibridos de alto desempenho. Hibridos envolvendo
serrasalmideos, como Piaractus mesopotamicus, Piaractus brachypomus,
Colossoma macropomum representam 43,7% da producdo brasileira,
enfatizando a importancia dessas espécies (IBGE, 2016; PEIXE BR, 2020;
ROUBACH et al., 2003; URBINATI; GONCALVES; TAKAHASHI, 2010).

Diante dessas caracteristicas, pode-se considerar as espécies A.
altiparanae, P. lineatus e P. mesopotamicus com grande potencial para estudos
de procedimentos de micromanipulacao, servindo como modelo no transplante
de células germinativas entre as espécies de peixes Neotropicais, uma vez que
outros Characiformes como Brycon orbignuanus, Prochulodus vimboides e

Myleus tiete s&o considerados ameacados (ICMBIO/MMA, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Implementar o transplante de PGCs entre Characiformes, visando futura
construcdo de banco genético e subsequente reconstituicdo de espécies de
peixes neotropicais, empregando o estudo de caracterizacdo de PGCs para

producdo de quimeras germinativas.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar e rastrear a migracdo de células germinativas primordiais
(PGCs) in vivo de Prochilodus lineatus e Piaratus mesopotamicus,
utilizando a tecnologia de microinjecdo de mRNA marcador de PGCs,
através da fusdo da regido codificante do gene GFP fusionado a regido
reguladora 3’ UTR do gene nanosl (Capitulo I);

e Estabelecer procedimentos experimentais para obtencdo de quimeras
germinativas utilizando células germinativas primordiais (PGCs) em
espécies neotropicais (Capitulo I1);

e Avaliar a expressdao génica de diferentes genes relacionados ao
desenvolvimento, manutencdo e migracdo de células germinativas

primordiais (PGCs) (Capitulo 111).
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3. ESTRUTURA E DESENVOLVIMENTO DA TESE

Diante dos os objetivos acima, esta tese foi dividida em trés capitulos:

No capitulo | foi realizada a marcacdo de PGCs e a descricdo de suas
rotas de migracao, utilizando a técnica de microinjecdo de mRNA, constituido
pela fusdo da regido reguladora de traducdo 3’'UTR do mRNA de nanosl de
Danio rerio com a regiao codificante da GFP, em duas espécies neotropicais de
grande valor econdmico na aquicultura, P. lineaus e P. mesopotamicus. A regido
reguladora 3’UTR do mRNA de nanosl de D. rerio demonstrou ser um marcador
especifico para linhagem germinativa de ambas espécies estudadas. As
informacdes apresentadas neste capitulo sdo bases para o desenvolvimento de
biotecnologias envolvendo micromanipulagdo, como o transplante de PGCs,
para constituicdo de quimeras germinativas.

No capitulo Il foi realizado o transplante de PGCs de A. altiparanae e P.
lineatus, cultivadas em solucéo salina e meio de cultivo celular suplementado,
para receptores triploides (A. altiparanae) e/ou hibridos triploides (A. altiparanae
X A. fasciatus). Devido as dificuldades de execucéo da técnica de transplante, a
baixa eficiéncia e a necessidade de adaptacdes técnicas para o estabelecimento
dos procedimentos em espécies neotropicais, inicialmente foi optada a utilizacao
da espécie A. altiparanae como modelo de estudo. Principalmente pelos
resultados prévios obtidos com esta espécie, como a marcacdo e rota de
migracdo das PGCs ja estabelecidas (dados néo publicados). Além disso, A.
altiparanae € uma espécie de facil manuseio e criagdo em aquario, atinge a idade
sexualmente madura com cerca de 4 meses, capaz de se reproduzir de 3 a 4

vezes ao ano, protocolo de reproducdo in vitro bem estabelecido e boa
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aclimatacdo as condicdes de sistema de micromanipulagdo. Apenas no
transplante com PGCs cultivadas em meio de cultivo suplementado foi
observada a migracao direcionada para regido da crista gonadal, sendo de 4,5%
em receptores triploides e 19,3% em receptores hibridos triploides.
Posteriormente, utilizamos a espécie P. lineaus como doador de PGCs. As
informacdes iniciais necessérias para a realiza¢do do transplante foram obtidas
no capitulo I. Os transplantes foram realizados utilizando apenas o receptor
hibrido triploide, devido ao maior nimero de repeticdes realizadas com este
receptor e consequentemente, os dados de uso deste receptor eram mais
consolidados. Entretanto, foi verificada apenas a migragéo ectépica das PGCs
de P. lineaus nos receptores avaliados.

No capitulo Il foi realizada a anélise do nivel de expresséo de diferentes
genes relacionados ao desenvolvimento, manutencdo e migracdo de PGCs,
oriundas do cultivo em solucéo salina e meio de cultivo celular suplementado.
ApOs os resultados obtidos no capitulo I, no qual foi alcangcada a migracéo
direcionada de PGCs doadas para regiao da crista gonadal de receptores
apenas com a utilizacdo de células cultivadas em meio suplementado, avaliamos
a expressao relativa de genes PGCs-especificos de células cultivas nas
diferentes condicdes. Os resultados da expressdo génica em PGCs isoladas
representam um bom indicativo de que a suplementacdo do meio de cultivo
proporcionou melhores condi¢des para PGCs, além de confirmar que as células
isoladas para transplantes eram mesmo células germinativas primordiais. Alguns
genes, como dnd1, ddx4 e dazl, foram mais expressos em PGCs cultivadas em
meio de cultivo celular suplementado do que em solugédo salina, indicando a

manutencao das caracteristicas de PGCs no meio suplementado. A analise do
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nivel de expressao destes genes em PGCs isoladas diretamente de embrides
pode fornecer base para a comparagao da expressao génica oriundas do cultivo
em diferentes meios. Desta forma, este estudo pode fornecer subsidios para
adaptacdes dos procedimentos de micromanipulacdo e transplante de PGCs,
visando o aumento da eficiéncia desta técnica em espécies de peixes nativos da

regido neotropical.
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4. CAPITULO I: RASTREAMENTO DE CELULAS GERMINATIVAS
PRIMORDIAIS EM PEIXES NEOTROPICAIS

Os dados referentes a este capitulo foram a base para a publicacéo dos artigos

abaixo:

Coelho, G C Z; Arashiro, D R; Disselli, T; Pereira-Santos, M; Mira-Lopez, T M;
Monzani, P S; Senhorini, J A; Fujimoto, T; Yasui, G S. Developmental stages,
incubation temperature, and in vivo traceability of primordial germ cell in an
important aquaculture species Piaractus mesopotamicus. AQUACULTURE, v.
535, p. 736381, 2021. (Doi: 10.1016/j.aquaculture.2021.736381)

Coelho, G C Z; Yo, | S; Mira-Lopez, T M; Monzani, P S; Arashiro, D R; Fujimoto,
T; Senhorini, J A; Yasui, G S. Preparation of a fish embryo for micromanipulation:
staging of development, removal of the chorion and traceability of PGCs in
Prochilodus lineatus. INTERNATIONAL JOURNAL OF DEVELOPMENTAL
BIOLOGY, v. 63, p. 57-65, 2019. (Doi: 10.1387/ijdb.180348gc)

Resumo

A técnica de transplante de células germinativas primordiais é considerada uma
abordagem promissora para a reconstituicdo de espécies ameacadas de
extincdo e no aperfeicoamento zootécnico para producdo aquicola. O uso de
espécies modelos pode auxiliar a compreensdo e padronizacdo de técnicas
avancadas como a micromanipulacdo do embrido e de células germinativas,
para posterior implementacao em espécies ameacadas de extingdo. Assim, este
estudo teve como objetivo identificar e rastrear a migracdo de células
germinativas primordiais (PGCs) in vivo de Prochilodus lineatus e Piaratus
mesopotamicus, utilizando a tecnologia de microinjecdo de mRNA marcador de
PGCs, através da fusédo da regido codificante do gene gfp fusionado a regido
reguladora 3' UTR do gene nanosl proveniente do zebrafish. Os resultados
provenientes deste estudo sé&o bases para futura aplicagédo de biotecnologias
reprodutivas objetivando a reconstituicdo de espécies, por meio da producgéo de
guimeras germinativas. As primeiras PGCs GFP-positivas foram visualizadas no
inicio do estagio de segmentacéo, quando os embrides apresentavam em meédia
6 somitos, em ambas as espécies. O numero de células positivas para GFP
variou de 8 a 20 por embrido (13,8; n =5) para P. lineatus e de 7 a 18 por embrido
(média 11,2; n = 5) para P. mesopotamicus. Apds eclosdo em P. lineatus, o
namero de células positivas variou de 14 a 27 por embridao (média de 19,8; n =
5), sendo possivel visualizar células GFP-positivas até o 10° dia p0s ecloséo.
Enquanto que em P. mesopotamicus, o numero de PGCs observado apos
ecloséo variou de 7 a 22 por embrido (média de 14,6; n=5), sendo visualizadas
até o 9° dia pos eclosdo. Neste estagio, as células estavam posicionadas na
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regido de extensao do vitelo. Estes sdo os primeiros relatos sobre a visualizacao
de PGC in vivo em peixes neotropicais; os dados obtidos fornecem informacdes
sobre a identificacdo e migracdo de PGCs. As informacgdes apresentadas neste
trabalho trazem novos insights sobre a construcdo de banco genético em
espécies neotropicais e sua posterior reconstituicdo por meio de uma quimera
germinativa.

4.1. Material e Métodos

Os exemplares das espécies Prochilodus lineatus e Piaractus
mesopotamicus foram obtidas junto ao Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacdo da Biodiversidade Aquatica Continental (ICMBio/CEPTA), em
Pirassununga—SP. Os procedimentos e andlises experimentais foram realizados
no Laboratorio de Biotecnologia de Peixe do mesmo Centro, em consonancia
com o comité de ética para o uso de animais de laboratério do CEPTA/ICMBIo

(CEUA/CEPTA n° 02031.000033/2015-11).

4.1.1. Procedimento geral de fertilizagc&o e obtencdo de embrides

Trés casais de ambas espécies foram selecionados para reproducéo
artificial com base em suas caracteristicas externas e comportamento. Os
machos foram selecionados com base na liberacdo seminal, apds leve
massagem abdominal e sons reprodutivos. As fémeas foram selecionadas com
base na coloracdo avermelhada na area da papila urogenital e volume
abdominal. As desovas foram realizadas por indugdo hormonal com macerado

de hipofise desidratada de carpa comum, diluido em solucao fisioldgica (NaCl a
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0,9%) e injetado intraperitonialmente. Apods serem anestesiados com Oleo de
cravo-da-india (100 mg. L1), Biodinamica, Hortolandia, Brasil), as fémeas de P.
lineatus e P. mesopotamicus foram induzidas a ovulagédo com duas doses, sendo
a primeira de (0,5 mg.kg™!) e segunda de (5,0 mg.kg) com cerca de 8 a 10 horas
ap6s a primeira dose. Os machos foram induzidos a espermiagdo com dose
Unica, juntamente com a segunda dose da fémea e na mesma proporcéo
hormonal. ApGs a injecdo, os peixes formam mantidos em tanques de 8000 L
com fluxo constante e temperatura entre 27°C e 30°C (ARASHIRO et al., 2018;
PEREIRA-SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2017). Um casal de reprodutores
foi utilizado para cada repeticdo do estudo e os dados avaliados sdo uma média
das trés repeticdes.

A predicdo da maturacdo de gametas foi realizada pela metodologia hora-
graus, que é realizada somando a temperatura da agua (°C) de cada hora até a
desova, resultando entre 180 a 230 hora-graus para as espécies em estudo. Os
peixes foram anestesiados conforme mencionado anteriormente e 0s 00citos
foram coletados por extrusdo em recipiente plastico, e o esperma foi distribuido
na regido central do recipiente. Os gametas foram ativados pela adi¢cdo de agua
e rapidamente homogeneizados manualmente. Apoés a fertilizacdo, uma aliquota

de ovos foi imediatamente utilizada para etapa de microinjegcdo de mRNA.

4.1.2. Sintese de GFP-nanos1 3’-UTR mRNA

O GFP-nosl 3'UTR mRNA foi produzido usando como modelo o vetor

pCS2-GFP-nanosl 3'UTR, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Takafumi Fujimoto
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(Universidade de Hokkaido, Jap&o), que contém a regido 3'UTR do gene nanosl
de Danio rerio (Koprunner et al., 2001) em fusdo com a regido codificante para
proteina verde fluorescente (GFP). O vetor foi clivado com a enzima de restricdo
Not | (IVGNOO14, Anza™, Invitrogen™) e o mRNA foi sintetizado in vitro
utilizando um kit comercial NMMESSAGE MACHINE Kit® (AM 1340, Ambion®, Life
Technologies™). O mRNA transcrito foi precipitado por LiCl e suspenso em 200
mM de KCI na concentracéo final de 100 ng. yLt. A concentracdo e qualidade
do mRNA foi medida no espectrofotometro QIAxpert (Qiagen, Hilden,

Alemanha).

4.1.3. Microinjecdo de mRNA, identificacdo e rastreamento de células

germinativas primordiais

Uma aliquota de ovos (~200) recém fertilizados foi utilizada para remocéao
enzimatica de corion e microinjecdo de mRNA. Para remocdo do cérion, 0s
zigotos foram distribuidos em placa de Petri (100 x 20 mm) contendo a solu¢éo
salina Characin (12 mM NaCl, 1 mM KCI, 1,5 mM CaClz e 1,5 mM MgCl2),
acrescida com 0,05% de pronase (Sigma # SLMQ2345V, St. Louis, USA). Esta
solugcdo foi previamente testada em estudos anteriores, sendo obtidas as
melhores taxas de eclosdo e normalidade em embrides e larvas de curimba e
pacu. As placas foram agitadas em movimentos circulares constantemente, de
forma a facilitar a acdo da enzima, sendo a remoc¢ao do cérion observada em
esteromicroscopio (SMZ18, Nikon®, Toquio, Japao) até atingir cerca de 80% de

remocao, e seguido da transferéncia dos zigotos para placas de Petri revestidas
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com &gar 1%, para protecdo mecanica dos embrides, preparadas em solucéo de
Characin.

Aproximadamente 10 nL da solugdo de mRNA (GFP-nanosl 3’'UTR)
foram microinjetadas em blastodiscos de ovos decorionados, no estagio de uma
célula, para a identificacdo e acompanhamento da rota de migracéo das PGCs.
A quantidade de ovos utilizados para o procedimento de microinjecao variou a
cada repeticdo, de acordo com o tempo gasto entre fertilizacdo, remocgéo de
corion e injegcdo de mRNA, sendo influenciado pela qualidade da desova,
velocidade do desenvolvimento e temperatura. Em geral, foram microinjetados
cerca de 100 a 150 embrides, ap0s a remocao do cérion. A microinjegéo foi
realizada utilizando micropipeta de boro-silicato com 10 pym de diametro
(Drummond, Eugene, EUA) conectada a um microinjetor (CellTram vario,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), acoplado ao micromanipulador (M-152,
Narishige, Toquio, Japao) e efetuada sob esteriomicroscopio (SMZ18, Nikon®,
Toquio, Japao).

Os desenvolvimentos embrionarios e larvais foram avaliados sob
estereomicroscoépia de fluorescéncia (Nikon SMZ18, Toquio, Japdo), e uso de
camera CCD (DS-Ri2, Nikon, Toquio, Japao). Imagens digitais foram capturadas
usando o Nis-Ar Elements (Nikon, Téquio, Japdo). Foram analisados os
parametros de taxa de fertilizacdo (no estagio de duas células), clivagem,
blastula, gastrula, segmentacado e porcentagens de larvas normais e anormais,
tais como a presenca de malformacéao cefalica, notocorda, vitelo, tronco e cauda
(ARASHIRO et al., 2018; FUJIMOTO et al., 2006; PEREIRA-SANTOS et al.,

2016),



49

Os ovos microinjetados e grupos controles (com coérion e sem carion,
ambos nao injetados) foram mantidos em placas de Petri 150 x 25 com 200 mL
de solucao de Characin, acrescido de 0.01% penicilina e 0.01% estreptomicina.
Foram realizadas trocas de solugcao a cada 30 a 60 minutos. Os embrides foram
mantidos em incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D) na
temperatura de 26°C. Apos a ecloséo, as larvas foram mantidas em placas de
Petri de 150 x 25 a 26°C com constantes mudangas de &gua. O
acompanhamento das PGCs foi realizado desde o inicio da expressao de GFP
até o seu completo desaparecimento por meio de observacbes em
estereomicroscopia de fluorescéncia (Nikon SMZ18, Toquio, Japao) (Excitation
wavelength 470/40 nm). A quantidade de células GFP-positivas foi analisada

utilizando cerca de 5 embrides, em média, por repeticao.

4.1.4. Estatistica

Os dados foram avaliados como média + erro padrdo da média. Todos 0s
dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste de Lilliefors e, em
seguida, submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. As médias foram comparadas
por meio do teste ndo parameétrico de amplitude multipla de Tukey, por meio do
software Statistics 10.0. A probabilidade de 0,05 foi estabelecida para todas as

analises.
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4.2. Resultados

A marcacao de PGCs pela expresséo de GFP em Prochilodus lineatus e
Piaractus mesopotamicus foi obtida com sucesso, permitindo a identificacdo e
subsequente rastreamento da rota migratoria até a fase larval (Fig. 1, 2 e 3). No
total, foram microinjetados 142 ovos de P. lineatus e 107 de P. mesopotamicus,
nos quais 106 (74,64%) e 69 (64,48%), respectivamente, apresentaram células
GFP-positivas in vivo quando observadas em estereomicroscopio de
fluorescéncia. N&o foi observada diferenca significativa na andlise do
desenvolvimento embrionario, quanto a sobrevivéncia e porcentagem de larvas
normais, para 0s grupos experimentais: os injetados com mRNA (GFP-nanosl
3'UTR) e grupos controles com e sem cérion (Tabela 1 e 2). Todos 0s grupos
apresentaram mais de 50% de eclosao, apresentando mais de 90% de embrides
normais.

As primeiras observacfes de PGCs foram obtidas no inicio do estagio de
segmentacdo, quando os embrides apresentaram em média 6 somitos em
ambas as espécies, com aproximadamente 9 horas poés fertilizacdo para P.
lineatus e 11 horas pos fertilizacdo para P. mesopotamicus. O numero de células
GFP-positivas variou de 8 a 20 por embrido (média 13,8; n =5) em P. lineatus e
de 7 a 18 por embrido (média 11,2; n = 5) em P. mesopotamicus. Nesta fase, a
localizagdo das PGCs variou entre as espécies. Em P. lineatus, as PGCs
estavam localizadas entre o primeiro e sexto somito, ja em P. mesopotamicus as
PGCs na maioria dos embrides foram encontradas em toda extensdo dos
somitos. Para ambas espécies, as PGCs foram observadas em ambos os lados

do eixo dorsal. Nos estagios de desenvolvimento anteriores nao foi possivel
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identificar as PGCs devido a fluorescéncia intensa em todas os outros tipos

celulares (Fig. 1).
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Tabela 1: Sobrevivéncia de embrides e de larvas normais e anormais de Prochilodus lineatus durante o desenvolvimento embrionario, nos diferentes grupos
experimentais.

nao Clivagem Blastula Gastrula Segmentac&o Ecloséo Larvas

n fertilizado Normal Anormal

Congg?:grfom 150 0.7+0.0% 99.3+0.6% 86.0+59% 79.3% +8.1% 687+121% 67.3+12.6% 948+29% 52+2.9%
Congg?i'gnsem 150 6.1+0.0% 93.9+42% 82.0+19%  78.0+ 3.4% 58.7 + 2.2% 58.8+25% 93.1+03% 6.9+0.3%

+ 0,
Microinjetado 142 4.6+0.0% 954+09% 83.7+23% 76.7 £ 3.0% 57'41672'1/0 56.2 £ 4.9% 91.7+1.4% 83+1.4%

N&o houve diferenca significativa entre os grupos controles e grupo experimental em cada estagio de desenvolvimento. (P> 0,05).
*Embriées com células positivas para GFP.

Tabela 2: Sobrevivéncia de embriGes e de larvas normais e anormais de Piaractus mesopotamicus durante o desenvolvimento embrionario, nos diferentes
grupos experimentais.

Nio Larvas

n fertilizado Clivagem Blastula Gastrula Segmentacéao Ecloséo Normal Anormal

Controle com

corion 133 51+0.0% 949%+25% 76.7+x27%  70.0+*2.8% 63.3+5.4% 52.0+6.2% 96.0+x0.5% 4.0 £ 0.5%

Controle sem

corion 95 65+00% 935+21% 76.0+16% 66.7+2.7% 58.7+4.7% 50.0+4.7% 91.9+3.2% 6.8+2.2%

Microinjetados 107 4.6+0.0% 954+15% 741+16% 65.1+3.6% 59-66’gf-6% 49.4+59% 93.4+2.7% 6.6 +2.7%

N&o houve diferenca significativa entre os grupos controles e grupo experimental em cada estagio de desenvolvimento. (P> 0,05).
*EmbriGes com células positivas para GFP
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Figura 1: Visualizagdo in vivo de células germinativas primordiais (PGCs) em estagio de
segmentacdo em embrides injetados com mRNA (GFP-nanosl 3'UTR). A e B - Embrido de
Prochilodus lineatus com 11 somitos (PGCs, ponta da seta). C e D - Embriéo de Piaractus mesopota
Piaractus mesopotamicus com 10 somitos (PGCs, ponta da seta). E e F - Detalhe da regido
destacada em C e D (PGCs, ponta da seta). B, D e F s&o imagens capturadas sob fluorescéncia
deA,CeE
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Apés a eclosdo, as células GFP-positivas migraram para a regido de
extensao do vitelo. Em P. lineatus variou de 14 a 27 por embrido (média 19,8; n
= 5) (Fig. 2 A—C), o rastreamento aconteceu até o décimo dia pos-eclosédo (Fig.
2 D-F e 4 A), o numero de células GFP-positivas foram diminuindo
gradativamente. Para P. mesopotamicus as PGCs variaram de 7 a 22 por
embrido (média 14,6; n = 5) (Fig 3 A-B), e o rastreamento foi até o nono dia pés-
eclosado (Fig. 3 e 4 B). Durante esse periodo nado foi observada alteracdes na
posicao das células GFP-positivas.

Em P. lineatus, no primeiro dia pés-eclosdo, foram encontradas 9 a 19
(média 12,8; n = 5) PGCs por larva, no quinto dia, foram observadas de 6 a 16
(média 10,6; n = 5), enquanto no décimo dia havia entre 4 a 5 (média 4,5; n = 5)
por larva (Fig. 2 e 4 A). Em P. mesopotamicus, no primeiro dia pés-ecloséo,
foram observadas 7 a 18 PGCs por larva (média 12,8; n = 5), no terceiro e quarto
dia de 10 a 46 (média 29,2; n = 5) (Fig. 3 C-D). ApGs este periodo, 0 numero de
células GFP-positivas foram diminuindo gradativamente, no sétimo dia poés-
eclosao foi de 4 a 19 (média 10,6; n = 5) (Fig.3 E-G), chegando no nono dia com

4 a 7 (média 5,7; n=5) GFP-positivas por larva (Fig. 3 e 4 B).
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Figura 2: Visualizacdo in vivo de células germinativas primordiais (PGCs) em larvas de
Prochilodus lineatus injetadas com mRNA de GFP-nanos1 3'UTR. A e B - Larva recém-eclodida
(PGCs, ponta de seta). C - Detalhe da regido destacada em B. D e E - Larva 10 dias ap0s a
eclosdo (PGCs, ponta de seta). F - Detalhe da regido destacada em E. B e E sdo imagens
capturadas sob fluorescéncia de A e D, respectivamente.

A

Figura 3: Visualizagéo in vivo de células germinativas primordiais (PGCs) em larvas de Piaractus
mesopotamicus injetados com mMRNA de GFP-nanosl 3'UTR. A e B - Larva recém-eclodida
(PGCs, ponta de seta). D e C - Larva com 4 dias ap0s a ecloséo (PGCs, ponta de seta). Ee G -
Larvas com 7 dias apo6s a eclosao (PGCs, ponta de seta). G - Detalhe da regido destacada em
F. B, D e F sdo imagens capturadas sob fluorescéncia de A, C e E respectivamente.
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Figura 4: Numero médio de células germinativas primordiais (PGCs) positivas para GFP. A -
PGCs evidenciadas em Prochilodus lineatus durante o estagio de segmentagéo até o 10° dia
apo6s a eclosdo. B - PGCs evidenciadas em Piaractus mesopotamicus durante o estagio de
segmentacao até o 9° dia apos a eclosdo. Embrides e larvas foram incubados a 26°C.
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4.3. Discussao

A identificacdo e rastreamento de células germinativas primordiais de
peixes foram realizadas utilizando procedimentos in vitro, incluindo observacdes
histologicas e a expressdo de gene ddx4 e nanos em embrides fixados pela
metodologia de WISH e ISH (BLASER et al., 2006; BRAAT; SPEKSNIJDER,;
ZIVKOVIC, 1999;: FERNANDEZ et al., 2015; OTANI et al., 2002; YOON;
KAWAKAMI; HOPKINS, 1997). Entretanto, tais técnicas utilizam células fixadas,
perdendo a capacidade para transplante, enquanto que procedimentos de
injecdo de mRNA artificial, construido pela combinacdo de uma sequéncia de
proteina fluorescente verde (GFP) com a regiado reguladora de tradugéo 3’'UTR
do gene nanosl de D. rerio, permite a marcacdo de células germinativas
primordiais in vivo. Esta técnica possibilita o estudo in vivo dos mecanismos de
migracdo e contribui para o estabelecimento de procedimentos de
micromanipulagdo a serem utilizados no isolamento, criopreservagdo e
transplante de células (FUJIMOTO et al., 2006; GURALP et al., 2017; HIGAKI et
al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010; LINHARTOVA; SAITO; PSENICKA, 2014;
YASUI et al., 2011). Estes procedimentos possibilitam a constru¢cdo de bancos
genéticos para espécies ameacadas de extingdo, principalmente pela geracao
de quimeras germinativas.

A marcagédo das PGCs e a definicdo de sua rota de migragdo em P.
lineatus e P. mesopotamicus foram possiveis pela injecdo de mRNA contendo a
fusdo da regido reguladora de tradu¢do 3'UTR do gene nanosl 3’'UTR de Danio

rerio com a regido codificante da GFP. A regido reguladora 3’'UTR de nanosl de
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D. rerio demonstrou ser um marcador especifico para linhagem germinativa para
ambas espécies estudadas.

A visualizagdo de PGCs usando a regido reguladora 3’'UTR de nanosl de
D. rerio foi de 69,3% dos embrides injetados de Tinca tinca (LINHARTOVA,
SAITO; PSENICKA, 2014), 100% em Leucopsarion petersii, 97,7% em Oryzias
latipes, 100% em Carassius auratus, 100% em Danio rerio, 98,5% Danio
albolineatus, 100% Clupea pallasii, 99,5% Misgurnus anguillicaudatus (SAITO et
al., 2006), 59,3% Anguilla japonica (SAITO et al., 2011). Em nosso estudo
observamos a presenca de PGCs positivas para GFP em 74,64% dos embrides
injetados de P. lineatus e em 64,48% dos embrides de P. mesopotamicus,
sugerindo a conservacdo deste mecanismo de regulagdo da regidao 3'UTR de
nanos entre espécies mais distantes, atuando em processos importantes de
manutenc¢ao e diferenciagéo de PGC.

A visualizacdo das primeiras PGCs em P. lineatus e P. mesopotamicus
ocorreu no inicio do estagio de segmentacdo. Nos estdgios anteriores de
desenvolvimento, a expressdo GFP em células somaticas embrionarias ainda
era notavel, impossibilitando a identificacdo dos PGCs. Durante o
desenvolvimento, a fluorescéncia nas células soméaticas diminuiu, tornando-se
menos evidente. De acordo com Mishima et al., (2006), a por¢ao 3’UTR nanosl
€ degradada em células somaticas durante todo o desenvolvimento embrionario,
mas permanece estavel nas células germinativas. Utilizando a mesma
metodologia, nos estudos realizado por Fernandez et al., (2015), Linhartova et
al., (2014), Saito et al., (2006, 2011) e Guralp et al., (2017) as PGCs positivas
para GFP tornaram-se evidentes nos estagios finais de gastrulacdo. Para

espécies neotropicais como Pimelodus maculatus, Brycon amazonicus as PGCs
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foram visualizadas junto com os primeiros somitos e em Astyanax altiparanae na
transicao do estagio de gastrula para segmentacao (dados néo publicados).

As células germinativas primordiais sdo especificadas no inicio do
desenvolvimento e migram do seu local de origem para o local onde serdo
formadas as gbnadas, juntamente com as células sométicas (BARTON;
LEBLANC; LEHMANN, 2016; GROSS-THEBING et al., 2017). As PGCs
visualizadas em P. lineatus foram localizadas principalmente entre os primeiros
somitos, e podem ser observadas proximo a juncado do vitelo na eclosao.
Semelhancas foram encontradas com a espécie P. mesopotamicus, no inicio da
segmentacdo e as PGCs foram distribuidas por toda a extensdo dos somitos,
com maior nimero na regido dos primeiros somitos, enquanto que na eclosao
foi possivel visualizar as PGCs agrupadas na juncdo do vitelo. Nas espécies
Tinca tinca (LINHARTOVA; SAITO; PSENICKA, 2014), Sander lucioperca
(GURALP et al.,, 2017), Clupea pallasii, Danio rerio, Danio albolineatus,
Carassius auratus, Misgurnus anguillicaudatus, Oryzias latepis e Leucopsarion
petersii (SAITO et al., 2006), foi demonstrado que as PGCs estéo localizadas na
regido médio-posterior da extensdo dos somitos, e apos a eclosado, essas células
de localizam na extensao do vitelo.

De acordo com Saito et al., (2006), as PGCs dos peixes apresentam
variacdes no padrdo de localizacéo, distribuicdo ao longo dos lados do corpo,
direcdo do movimento e posic¢oes finais, exigindo caracterizacéo desses padrdes
para as especies modelos em wuso de biotecnologias envolvendo
micromanipulagdo. As PGCs deslocam-se por movimentos morfogenéticos,
sendo guiadas por mecanismo de atracdo e repulsdo em direcdo a crista

gonadal, exibindo comportamento ativo, que sdo caracterizadas pela formacéao
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de saliéncias durante o processo de migracédo (BARTON; LEBLANC; LEHMANN,
2016; BLASER et al., 2006; GURALP et al., 2017).

Neste presente trabalho foi realizada a identificagdo e rastreamento da
rota de migracdo de PGCs in vivo nas espécies P. lineatus e P. mesopotamicus,
fornecendo informacdes importantes que permitirdo 0 avang¢o na construcao de
bancos de genéticos para espécies neotropicais. As PGCs retém a capacidade
de se diferenciar em espermatozoides e odcitos, mantendo a variabilidade
genética, sendo consideradas importantes para a constru¢cdo de bancos
genéticos e implementacdo de biotecnologias reprodutivas avancadas, como o

quimerismo germinativo para reconstituicdo de espécies.
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5. CAPITULO II: TRANSPLANTE DE CELULAS GERMINATIVAS
PRIMORDIAIS EM PEIXES NEOTROPICAIS

Resumo

Estratégias de conservacao incluindo a consolidacdo de bancos genéticos e
aplicacdo de biotecnologias de reconstituicdo tornam-se cada vez mais
essenciais para conservacao da ictiofauna. Biotécnicas como o transplante de
células germinativas primordiais (PGCs) tem sido considerada como uma das
principais ferramentas na reconstituicdo de espécies de peixes ameacadas de
extingdo, por meio da geracdo de quimera germinativa e subsequente
propagacdo mediada. Através desta técnica, gametas de uma espécie
ameacada de extincdo podem ser gerados a partir de espécies receptoras de
facil manejo reprodutivo. Contudo, ndo ha relatos na literatura de producéo de
quimeras germinativas a partir de PGCs em espécies de peixes neotropicais.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi obter quimeras germinativas em peixes
neotropicais, utilizando o Astyanax altiparanae como espécie modelo da ordem
dos Characiformes. Neste estudo, foi avaliada a producdo de quimeras
germinativas apdés o transplante de PGCs de A. altiparanae, cultivadas em meio
salino, para receptores triploides de A. altiparanae e hibridos triploides
provenientes do cruzamento entre A. altiparanae () e A. fasciatus (J). Os
resultados obtidos indicaram a migracdo ectdpica das PGCs nos receptores
triploides e hibridos triploides, ndo sendo observada as PGCs exdgenas na
regido da crista gonadal dos embrides receptores. Alternativamente, foi realizado
o cultivo de PGCs de A. altiparanae utilizando meio de cultivo celular DMEM,
suplementado com aminoécidos, vitaminas, glutamina, piruvato e soro fetal
bovino, em incubadora de COg, para receptores triploides e hibridos triploides.
As PGCs transplantadas, oriundas do cultivo em meio suplementado, migraram
para regido da crista gonadal, em 4,5% dos receptores triploides e 19,3% em
receptores hibridos triploides transplantados. Posteriormente, foi realizado o
transplante xenogénico, utilizando PGCs de Prochilodus lineatus cultivadas na
solucdo salina e no meio suplementado, para receptores hibridos triploides,
sendo observado apenas a migracdo ectopica das PGCs transplantadas nos
receptores. Os resultados apresentados aqui sdo 0s primeiros relatos de
transplante de PGCs para obtencdo de quimera de linhagem germinativa em
espécies neotropicais. O estabelecimento de procedimentos de
micromanipulacdo nas espécies nativas modelo, auxiliard no emprego desta
técnica para a conservagao de espécies ameacgadas de extin¢cao.
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5.1. Material e Métodos

Os procedimentos e as analises experimentais foram realizados no
Laboratdrio de Biotecnologia de Peixe — Pirassununga-SP (ICMBio/CEPTA) em
consonancia com o comité de ética para o uso de animais de laboratorio do
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade Aquética
Constinental (ICMBio/CEPTA) (CEUA/CEPTA n° 02031.000033/2015-11) e da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade de S&o Paulo

(CEUA/FMVZ n° 4534110820).

5.1.1. Procedimento geral de fertilizacdo e obtencdo de embrides

Os procedimentos gerais de fertilizacao e obtencao de embrides seguiram
o descrito no Capitulo |. Para a coleta de gametas de Prochilodus lineatus,
Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus as fémeas foram induzidas a
ovulacdo com duas doses de extrato de hipdfise, sendo a primeira dose na
concentragdo de 0,5 mg.kg™ e segunda de 5,0 mg.kg?, 8 horas apés a primeira
aplicagdo. Os machos foram induzidos a espermiacdo com dose unica,
juntamente com a segunda dose da fémea e na mesma concentracdo hormonal
(PEREIRA-SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2017). Um par de reprodutores foi
utilizado para cada repeticdo do estudo e os dados sdo uma média das
repeticdes. Os peixes foram anestesiados com 6leo de cravo-da-india (100 mg.
L1, Biodinamica, Pinhais, Parana, Brasil), os gametas foram coletados por

extrusdo, ativados pela adicdo de &gua e rapidamente homogeneizados
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manualmente. Apés a fertilizagdo, uma aliquota de ovos foi imediatamente

utilizada para as etapas de producéo de triploides e microinjecdo de mRNA.

5.1.2. Producéao de receptores triploides de Astyanax altiparanae e

hibridos triploides de Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus

Odcitos de Astyanax altiparanae (lambari-do-rabo-amarelo) e sémen de
Astyanax fasciatus (lambari-do-rabo-vermelho) foram obtidos seguindo
protocolos pré-estabelecidos (PEREIRA-SANTOS et al.,, 2016; PIVA et al.,
2017). A triploidizacéo foi realizada por choque térmico de embrides a 40°C por
2 minutos apos a fertilizacdo (ADAMOV et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017;

PIVA et al., 2017).

5.1.3. Marcagéao e preparacdo de células germinativas primordiais para

transplante

As células germinativas primordiais de P. lineatus e A. altiparanae foram
evidenciadas conforme descrito no Capitulo I. Para isso, uma pequena aliquota
de ovos (~500) recém fertilizados passou pelo processo de remocao enzimatica
de corion. Para a retirada do corion, foram utilizadas as solu¢des de Characin
(12 mM NaCl, 1 mM KCI, 1,5 mM CacClz e 1,5 mM MgCl2) para P. lineatus, e de
Holtfreter (10 mM NacCl, 0,67 mM KCI, 0,90 mM CaClz e 2,40 mM NaHCOQO3) para

A. altiparanae, acrescidas 0,05% de pronase (Sigma # SLMQ2345V, St. Louis,
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USA). Estas solugcbes salinas foram previamente testadas em estudos
anteriores, sendo obtidas as melhores taxas de eclosdo e normalidade em
embrides e larvas. Em seguida os ovos decorionados foram transferidos para
placa de Petri revestidas de &gar a 1% e contendo as referidas solucdes
(Characin e Holtfreter) e iniciada a microinjegcdo de mRNA. Aproximadamente 10
nL da solugdo de mRNA (GFP-nanosl 3’'UTR) concentragéo final de 100 ng. pL-
Lforam microinjetadas em blastodiscos de ovos decorionados de P. lineatus e A.
altiparanae, no estagio de uma célula. A quantidade de ovos utilizados para o
procedimento de microinjecao variou a cada repeticéo, de acordo com o tempo
gasto entre fertilizacdo, remocdo de corion e injecdo de mMRNA, sendo
influenciado pela qualidade da desova, velocidade do desenvolvimento e
temperatura. Em geral, foram microinjetados de 350 a 500 embribes apoés a
remocao do cérion.

Os embrides injetados foram acompanhados até atingirem a fase de
blastula e selecionados aqueles com fluorescéncia, momento no qual passaram
pelo processo de dissociagéo. Para dissociacao, a blastoderme foi destacada do
vitelo com auxilio de uma agulha de insulina (23 gauges), desenvolvendo-se
assim em formato esférico (blastosfera). As blastosferas foram lavadas com
solucéo de Holtfreter (10 mM NacCl, 0,67 mM KCI, 0,90 mM CaClz e 2,40 mM
NaHCOs) para remocéo total do vitelo. Apés a retirada do sobrenadante, foi
adicionado 400 uL de solucao de citrato de sodio 0,25% na qual se procede a
separacao dos blastomeros. Alguns embrides foram mantidos intactos de modo
a servir como controle para acompanhar o estagio de desenvolvimento das

células isoladas.
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Os blastomeros dissociados foram cultivados em duas diferentes
solugdes: 1° (solucdo salino): Holtfreter contendo 0.01% penicilina e 0.01%
estreptomicina, cultivados a 28°C em incubadoras de demanda bioquimica de
oxigénio (B.O.D); 2° (meio suplementado): 50% de solucao de Holtfreter e 50%
de meio de cultivo celular constituido por DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medim — high glucose, SIGMA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(GIBCO), 1X de solucao de aminoacidos ndao essenciais MEM (MEM Non -
Essential Amino Acid Solution- 100X, SIGMA), 1X de solugdo de MEM-vitaminas
(MEM Vitamins Solution — 100X, SIGMA), 1X de solugcdo de glutamax (L —
Glutamine 100X, SIGMA), 1X de solucao de antibiético e antimicético (Antibiotic
Antymicotic Solution 100X, SIGMA ) e 1 mM de solucdo de piruvato (Sodium
Pyruvate Solution — 100 mM, SIGMA), cultivados a 30°C em incubadora de CO..

As células dissociadas foram cultivadas nos diferentes meios até a fase
de segmentacéo (6-15 somitos), com aproximadamente 9 horas poés fertilizacdo
para P. lineatus e 7 horas pés fertilizagdo para A. altiparanae, sendo o
desenvolvimento embrionario acompanhado pelo grupo controle nédo injetado.
Nesta fase do desenvolvimento, as PGCs positivas para GFP séo evidenciadas,
podendo ser selecionadas e o transplante ser realizado, conforme as etapas

seguintes.

5.1.4. Transplante de células germinativas primordiais

O transplante de PGC foi realizado utilizando de uma a trés células GFP-

positivas de P. lineatus e A. altiparanae em estagio de segmentacéo (6-15
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somitos). As células foram aspiradas usando micropipeta de borosilicato de até
20 ym de diametro (Drummond, Eugene, EUA) conectada a um microinjetor
(CellTram vario, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) acoplado ao
micromanipulador  (M-152, Narishige, Toquio, Japdo), anexo ao
estereomicroscépio (SMzZ18, Nikon®, Toquio, Japdo), e transplantadas para a
regido marginal lateral do blastoderme (SAITO et al., 2008; YASUI et al., 2011)
de embrides receptores triploide de Astyanax altiparanae e hibridos triploides de
Astyanax altiparanae ({) x Astyanax fasciatus (&) (PIVA et al., 2017). As etapas
realizadas para o transplante de PGCs estdo ilustradas na Figura 1. As
estratégias de transplante de PGCs, envolvendo as espécies doadoras e
receptoras, bem como 0s meios nos quais as células foram cultivadas e numero
de repeticdo de transplante, estédo sumarizadas na Tabela 1. Para realizagdo dos
transplantes, os embrides receptores passaram pela remo¢do enzimatica do
corion como descrito no 1.1.3 do capitulo 1.

Embries transplantados e grupos controles (espécie doadora e
receptora) foram mantidos em placa de Petri (90 x 15 mm) com 200 mL de
solucéo de Holtfreter contendo 0.01% penicilina e 0.01% estreptomicina, a 26°C
em incubadora demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D). O desenvolvimento
embrionario, larval e migracdo das PGCs transplantadas foram monitoradas sob
estereomicroscopio trinocular de fluorescéncia (Nikon SMZ18, Toquio, Japao)
(Excitation wavelength 470/40 nm) de acordo com as trocas de solucdo que
variou de 30 a 60 minutos. Imagens digitais foram capturadas por uma camera
tipo CCD (Ds-R2i, Nikon, Téqui, Japéo) e imagens digitais foram obtidas usando

o software Nis-Ar Elements (Nikon, Téquio, Japao).
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O quimerismo germinativo foi acompanhando por fluorescéncia,
observando a migracdo e proliferagcdo celular das células germinativas

primordiais positivas para GFP transplantadas.

Figura 1: Procedimentos experimentais do transplante de PGCs. Transplante de PGC GFP
positiva de Prochilodus lineatus ou Astyanax altiparanae para embrido em estagio de blastula de
Astyanax hibrido triploide. 1 - Desova e fertilizacdo de gametas de Prochilodus lineatus ou
Astyanax altipara (doador); 2 - Injecdo de mRNA (GFP-nanos1 3’'UTR) em blastodisco no estagio
de uma célula de embrides de Prochilodus lineatus ou Astyanax altiparanae (doador); 3 - Desova
e fertilizacdo e triplodizacdo de embrides de Astyanax altiparanae (fémea) x Astyanax fasciatus
(macho) (receptor); 4 - Dissociacdo de blastdbmeros (doador); 5 - Acompanhamento do
desenvolvimento embriondrio por meio do grupo controle até o estagio de segmentacéo,
momento do transplante (doador); 6 - Transplante de PGC GFP positiva de Prochilodus lineatus
ou Astyanax altiparanae para embrido em estagio de blastula de Astyanax hibrido triploide.

1- Fertilizagdo ¥4
doador) o ; ;
( h 2- Injecio GFP-nos1 % ‘ﬁs\;(
¥ 3UTR mRNA »—9 g ~€
' / et
O \ s 3-Fertilizagdo
ﬁ

S de hibiros e
4- Dissociagdo 4 triploidizagio

de blastomeros.!
® — / {receptor)
NG
.-A'}f (
5- Acompanhamento ate * ) \\_/

estagio de segmentago por 6- Transplante de PGC
grupo controle positivas para GFP isoladas

Tabela 1: Estratégias de transplantes de PGCs utilizando diferentes doadores e receptores,
diferentes meios e numero de repeti¢oes.

Espécies doadoras de Meios de Tipos de L
_ Repeticdes
PGCs cultivo receptores
) 3n 2
Salino
. H3n 3
Astyanax altiparanae
3n 3
Suplementado
H3n 3
: : Salino H3n 3
Prochilodus lineatus
Suplementado H3n 2
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5.1.5. Estatistica

Os dados foram avaliados como média + erro padrdo da média. Todos 0s
dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste de Lilliefors e, em
seguida, submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. As médias foram comparadas
por meio do teste ndo paramétrico de amplitude multipla de Tukey, por meio do
software Statistica 10.0. Uma probabilidade de 0,05 foi estabelecida para todas

as analises.

5.2. Resultados

Inicialmente foram feitos os transplantes alogénico utilizando células
germinativas primordiais provenientes de A. altiparanae cultivas em duas
condi¢cdes diferentes: solucdo salina e meio de cultivo suplementado, para
receptores triploides de A. altiparanae e hibridos triploides do cruzamento entre
A. altiparanae e A. fasciatus. Posteriormente, foi realizado o transplante
xenogénico utilizando o P. lineatus como espécie doadora. As PGCs foram
cultivadas em solucéo salina e meio de cultivo suplementado e transplantadas
apenas em receptores de hibridos triploidesdo cruzamento entre A. altiparanae
e A. fasciatus. Os resultados dos transplantes realizados estdo sumarizados na

Tabela 2.
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Tabela 2: Transplante de células germinativas primordiais alogénico e xenogénico obtidas pelo
cultivo de células em diferentes condi¢cdes, em embribes receptores triploides e hibridos

triploides.
Espécies . Tipos .
Meios de N° de embrides ~
doadoras de . de Eclosdo Normal  Anormal
cultivo transplantados
PGCs receptores
3n 86 36 20 16
Salino
A. H3n 125 76 56 20
altiparanae
T 3n 94 22"45% 6 160
GO, Suplementado
H3n 62 31719.3% 12@) 19@)
: Salino H3n 51 28 15 13
P. lineatus
(xenogénico) Suplementado H3n 39 24 10 14

* porcentagem de individuos com migracéo direcionada para regido da crista gonadal; () nimero
de individuos com eclosdo normal e anormal com migragédo de PGCs doadas direcionada para
regido da crista gonadal.

5.2.1. Transplante alogénico

No transplante alogénico, independente do meio no qual foram cultivadas
as PGCs, a sobrevivéncia pds-transplante apresentou diferencas significativas
durante o desenvolvimento embrionario e no percentual de larvas normais e
anormais, em comparacao aos grupos controles (espécie doadora e receptora).
No transplante usando receptor triploide e células cultivadas em solucéo salina
nao foi verificada diferenca significativa entre os grupos, entretanto foram usadas
apenas duas repetiches para esse tratamento (Tabela 3, 4, 5 e 6). Os
transplantados apresentaram menores taxas de eclosdo e com tendéncia para
maiores taxas de eclosdao anormal quando seus receptivos receptores também

apresentavam maiores percentuais de anormalidades. Essa observacéo esta
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presente nas tabelas 5 e 6, nas quais 0s receptores tiveram mais de 30% de
larvas com eclos&o anormal.

Foram realizados 86 transplantes de PGCs, cultivadas em solucéo salina,
para embrides receptores triploides, sendo obtida a eclosdo de 36 embribes
transplantados (47,5 = 4,5%), e destes, 20 (52,4 + 11,0%) eram normais (Tabela
2 e 3 e Fig. 2). Para os receptores hibridos triploides foram realizados 125
transplantes, no qual 76 (58,5 + 4,5%) chegaram a ecloséo, e 56 (73,6 £ 6,3%)
eram normais (Tabela 2 e 4 e Fig. 3).

No experimento utilizando PGCs cultivadas em meio suplementado e
receptores triploides, foram realizados 94 transplantes, resultando na eclosao de
22 embrides (34,4 £ 10,1%), sendo 6 normais (20,8% + 12,3%) (Tabela2 e 5 e
Fig.4). Paralelamente, as PGCs cultivadas em meio de cultivo suplementado e
transplantadas em receptores hibridos triploides, foram realizados 62
transplantes, com ecloséo de 31 embrides (53,8 = 10,6%), sendo 12 normais
(41,8 + 13,8%) (Tabela 2 e 6 e Fig. 5).

Nos experimentos realizados utilizando o transplante de PGCs cultivadas
em meio salino, foram observados que as PGCs transplantadas em todos os
embrides apresentaram migracado ectopicas, independentemente do tipo de
receptor, sendo visualizadas as células GFP-positivas na regiao cefalica, vitelo
e musculatura (Fig. 2 e 3). Apenas em um receptor hibrido triploide, foi verificada
a migracao da PGCs do doador, muito proxima da regiao de formacgéo da crista
gonadal (Fig. 3). Este embrido teve eclosdo anormal e morreu aos dois pos-
ecloséo. Os transplantes foram realizados utilizando 1 a 3 PGCs doadoras, e foi
observado divisdo celular em 2 (5,5%) embrides de receptores triploides e em 1

(1,3%) embrido hibrido triploide, sendo observado nestes embrides, na fase de
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eclosao, de 4 a 6 células GFP positivas. O embrido presuntivamente quimérico
nao foi observado a diviséo celular.

Nos experimentos de transplante de PGCs cultivadas em meio
suplementado, foram observadas a migracdo direcionada para regidao de
formacéo da crista gonadal em 1 (4,5%) embri&do transplantado triploide, sendo
gque este embrido apresentou ecloséo anormal (Tabela 2 e Fig. 4). No entanto,
quando o transplante foi realizado em receptores hibridos triploides, foram
observadas células GFP-positivas com migracdo direcionada para regido da
crista gonadal em 6 (19,3%) embrides, sendo eles 2 com eclosdo normal e 4 com
eclosdo anormal (Tabela 2 e Fig. 5).

A proliferacdo celular das células transplantadas foi observada em 3
(13,6%) embrides triploides transplantados e em 5 (16,1%) de hibridos triploides,
independentemente do local de migracgao final das PGCs. Este experimento foi
realizado como aquele utilizando PGCs cultivadas em solugéo salina, sendo
transplantado de 1 a 3 células. Na eclosao foram observadas de 4 a 6 células
GFP positivas, exceto para dois transplantados de hibridos triploides que
eclodiram com 9 e 12 células, sendo observado nestes embrides uma queda

drastica da expressao de GFP nas células transplantadas em 1 dia pés-ecloséo

(Fig. 5).
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Tabela 3: Desenvolvimento embrionario dos grupos controles (doador e receptor) e dos receptores triploides transplantados GFP positivos, utilizando PGCs
de A. altiparanae, oriundas do cultivo em solugéo salina.

N&o . ~ ~ Larvas
Grupos N fertilizados Clivagem Blastula Gastrula  Segmentacéao Ecloséo Normal Anormal
Doador 91 0.0+0.0% 100+0.0% 99.0+0.6% 99.0+0.6% 98.0%1.2% 95.8+ 1.0% 90.0 £ 5.8% 10.0+5.8%
Receptor 100 0.0+0.0% 100.0+0.0% 100.0+0.0% 99.0+0.6% 93.0+4.0% 74.0+ 1.2% 86.3 + 3.3% 13.7+3.3%
Transplantados 86 i . 94.8+12% 78.8+6.7% 56.0+12.4% 4/OXLL7% 524x11.0%  47.6+11.0%
(36) (20) (16)
P-value 0,1255 0,1899 0,1871 0,1340 0,2217 0,2217

Tabela 4: Desenvolvimento embrionario dos grupos controles (doador e receptor) e dos receptores hibridos triploides transplantados GFP positivos, utilizando
PGCs de A. altiparanae, oriundas do cultivo em solucgéo salina.

N&ao . N N Larvas
Grupos fertilizados Clivagem Blastula Gastrula  Segmentacao Ecloséo Normal Anormal
Doador 146 0.7+£0.0% 99.3+0.6% 98.6+0.6% 97.1+12% 89.6+1.9%* 88.9+21%* 97.1+2.4%* 2.9 + 2.4%?
Receptor 150 14+0.0% 986+11% 97.3+22% 920+4.1% 84.0+1.6%* 82.0+1.6%* 959+ 1.4%* 4.1+ 1.4%*
58.5+4.5%" 73.6 +6.3%" 26.4 + 6.3%"
- - 0 0 0P
Transplantados 125 89.2+£8.0% 83.1+91% 63.4+£3.7% (76) (56) (20)
P-value 0.5164 0.4220 0.0026 0.0025 0.0246 0.0246
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Tabela 5: Desenvolvimento embrionario dos grupos controles (doador e receptor) e dos receptores triploides transplantados GFP positivos, utilizando PGCs
de A. altiparanae, oriundas do meio de cultivo suplementado.

Nao . ~
Grupos N fertilizados Clivagem Blastula Gastrula  Segmentacéo

Larvas
Normal Anormal

Ecloséao

Doador 188 7.3+0.0% 92.8+44% 92.7+4.4%

80.0+4.3% 78.0+3.3%" 76.9+4.2%° 96.1 + 2.5%" 3.9 + 2.5%*

Receptor 152 7.2+0.0% 92.8+3.1% 82.8+2.8%

723+1.6% 62.9+2.0%* 49.2+8.1%%* 66.8+12.6%%® 33.2+12.6%*

Transplantados 94 i - 96.4+18% B87.3+7.6% 43.6+850: S+3:101%" 208+123%' 79.2+12.3%°
(22) (6) (16)
P-value 0,108 0,312 0,0286 0,0462 0,0153 0,0153

Tabela 6: Desenvolvimento embrionario dos grupos controles (doador e receptor) e dos receptores hibridos triploides transplantados GFP positivos,
utilizando PGCs de A. altiparanae, oriundas do meio de cultivo suplementado.

N&ao . N N Larvas

Grupos N fertilizados Clivagem Blastula Gastrula  Segmentacéao Ecloséo Normal Anormal
Doador 196 7.2£0.0% 92.8+45% 923x42% 82.9%6.3% 81.1+5.1% 77.7+4.6% 91.4 + 3.1%° 8.6 + 3.1%?
Receptor 193 1.0+0.0% 99.0+0.8% 895+6.4% 88.0+7.1% 656+10.2% 550+14.0% 68.7+6.3%*  31.3+6.3%
[) 042 0440
Transplantados 62 : ; 93.1+29% 86.6+3.0% 687+10.7% °o0f106% 41.8+13.8%" 58.2+13.8%

(31) (12) (19)
P-value

0,8999 0,8710 0,5983 0,3899 0,0499 0,0499
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Figura 2: EmbriGes triploides transplantados com PGCs GFP positivas de A. altiparanae,
cultivadas em solugéo salina. A e B - Embriées com 20 somitos. C e D - Embrido na fase de
eclosdo. E - Detalhe da regido destacada em D. (PGCs, ponta da seta). B e D sdo imagens
capturadas sob fluorescéncia de A e C, respectivamente.




Figura 3: Embrides hibridos triploides transplantados com PGCs GFP positivas de A.
altiparanae, cultivadas em solugéo salina. A e B - Embrides em fase de gastrula com 30%
de epibolia. C e D - Embrides em fase de gastrula com 90% de epibolia. E e F - EmbriGes
com 16 somitos. G e H - larvas com 1 dia pds-eclosao. (PGCs, ponta da seta). B, D, F e
H séo imagens capturadas sob fluorescéncia de A, C, E e G, respectivamente.
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Figura 4: Embrides triploides transplantados com PGCs de A. altiparanae, cultivadas em meio
de cultivo celular suplementado. A e B - Embriées em fase final de blastula. C e D - Embrides em
fase de gastrula com 90% de epibolia. E e F - Embriées com 12 somitos. G e H - EmbriGes na
eclosdo. |- Detalhe da regido destacada em H. (PGCs, ponta da seta). B, D, F e H sdo imagens
capturadas sob fluorescéncia de A, C, E e G, respectivamente.

A
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Figura 5: Embrides hibridos triploides transplantados com PGCs de A. altiparanae, cultivadas em
meio de cultivo celular suplementado. A e B - Embrides em fase inicial de géstrula. C e D - Embrides
com 8 somitos. E e F - Embrides na eclosdo. G - Detalhe da regido destacada em F. H e | — Larva
com 1 dia pés-eclosdo. J - Detalhe da regido destacada em I. (PGCs, ponta da seta). B, D, F e |
sdo imagens capturadas sob fluorescéncia de A, C, E e |, respectivamente.

A
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5.2.2. Transplante xenogénico

O transplante xenogénico foi realizado apenas em receptores hibridos
triploides, utilizando PGCs de P. lineatus cultivadas em meio salino e de cultivo
celular suplementado. O grupo transplantado com PGCs cultivadas em solucao
salina e grupos controles (espécie doadora e receptora) apresentam diferencas
significativas quanto a porcentagem de ecloséo e de larvas normais e anormais
(Tabela 7). Enquanto que para o grupo transplantado com PGCs cultivadas em
meio suplementado e grupos controles foram observados diferencas
significativas apenas na fase de gastrulacdo (Tabela 8), contudo apenas duas
repeticbes foram possiveis de serem realizadas para este tratamento. Assim
como no transplante alogénico, transplantados tiveram maiores percentuais de
embrides anormais na eclosdo quando o grupo controle receptor apresentou
mais que 30% de eclosédo anormal (Tabela 8).

No total, foram realizados 51 transplantes utilizando células cultivadas em
meio salino, sendo obtida a ecloséo de 28 embrides (54,3 = 4,5%), dos quais 15
(44,2 £ 9,4%) eram normais (Tabela 2 e 7 e Fig. 6). Para as PGCs cultivadas em
meio suplementado, foi obtido 39 transplantes, com eclosédo de 24 embrides
(60,6 + 1,3%), sendo 10 (42,0% + 0,5%) normais (Tabela 2 e 8 e Fig.7).

Em todos os embribes provenientes do transplante xenogénico, foi
observado que as PGCs apresentaram migracado ectopica, sendo visualizadas
as células GFP-positivas na regido cefalica, vitelo e musculo. A diviséo celular
das células transplantadas foi observada em 1 (3,5%) embrido proveniente do
transplante a partir de PGCs cultivas em meio salino, e em 2 (9,5%) embrides

transplantados com PGCs cultivadas em meio suplementado, sendo
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transplantado de 1 a 3 células na fase blastula e verificado na ecloséo de 4 a 6

células GPF positivas.



82

Tabela 7: Desenvolvimento embrionario dos grupos controles e de transplantados em receptores hibridos triploides com PGCs GFP positivas de P. lineatus

cultivadas em meio salino.

N&o . ~ ~ Larvas
Grupos n ferilizados Clivagem Blastula Gastrula  Segmentacao Ecloséo Normal Anormal
Doador 150 2.1+0.0% 979+1.0% 88.7+52% 76.0+19% 61.3+3.9% 58.7+4.5%*® 96.0+ 3.3%? 4.0 + 3.3%*
Receptor 150 0.7+0.0% 99.3+05% 98.0+0.9% 90.0+3.4% 83.3+52% 81.3+5.2%* 96.6 +0.8%* 3.4 +0.8%*
54.3+4.5%° 55.8+9.4%°  44.2 +9.4%"
- - () [0) [0)
Transplantados 51 97.8+1.8% 82.0+3.6% 653+4.2% 28) (15) (13)
P-value 0.2379 0.0986 0.0612 0.0339 0.0028 0.0028

Tabela 8: Desenvolvimento embrionario dos grupos controles e de transplantados em receptores hibridos triploides com PGCs GFP positivas de P. lineatus

cultivadas em meio suplementado.

N&ao . ~ N Larvas
Grupos n ferilizados Clivagem Blastula Gastrula  Segmentacéo Ecloséo Normal Anormal
Doador 66 3.1+0.0% 96.9+0.0% 93.9+0.0% 86.4+0.0%° 83.3+0.0% 68.2 + 0.0% 86.7 + 0.0% 13.3+0.0%
Receptor 114 0.0+£0.0% 100+0.0% 975+14% 96.6+0.9%° 67.8+122% 54.2+16.8% 70,0+9.6% 30.0 +9.6%
60.6+1.3%  42.0+0.5% 58,0 + 0.5%
- - 0, 042 0, )
Transplantados 39 90.3+0.8% 76,4+ 0.8% 62.5+2.4% 24) (10) (14)
P-value 0,1180 0,0031 0,5417 0,8486 0,1000 0,1000
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Figura 6: Embrides hibridos triploides transplantados com PGCs GFP positivas de P. lineatus,
cultivadas em meio salino. A e B - Embrides em fase de gastrula como 30% de epibolia. C e D -
Embrides em fase de gastrula como 90% de epibolia. E e F - Embriées como 8 somitos. G e H
— Larva com 1 dia pds-eclosdo. (PGCs, ponta da seta). B, D, F e H sdo imagens capturadas sob
fluorescéncia de A, C, E e G, respectivamente.
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Figura 7: Embries hibridos triploides transplantados com PGCs GFP positivas de P. lineatus,
cultivadas em meio suplementado. A e B - Embrido em fase blastula. C e D - Embrido em fase
de gastrula como 80% de epibolia. E e F - Embrido como 6 somitos. G e H— Embrido na ecloséo.
| - Detalhe da regido destacada em H. (PGCs, ponta da seta). B, D, F e H sdo imagens capturadas
sob fluorescéncia de A, C, E e G, respectivamente.
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5.3. Discusséao

A marcacao de PGCs de A. altiparanae (dados nao publicados) e P.
lineatus (Coelho et al., 2019 — dados capitulo 1), utilizando a microinjecao de
MRNA sintetizado in vitro, contendo a regido codificante da GFP em fusdo com
a regido reguladora de tradugdo 3'UTR do nanosl de zebrafish possibilitou a
visualizacdo e selecdo destas células, bem como a realizacdo do transplante e
o rastreamento das PGCs nos receptores pela microscopia de fluorescéncia.
Avaliamos assim, a taxa de obtencdo de quimeras de linhagem germinativas por
meio do transplante de PGCs de A. altiparanae e P. lineatus cultivadas em meio
salino e em meio suplementado, para receptores triploides e hibridos triploides.
Apenas PGCs de A. altiparanae cultivadas em meio suplementado apresentaram
migracao direcionada para regiao da crista gonadal nos receptores.

As PGCs transplantadas que tiveram migracao direcionada apresentaram
comportamento semelhante aos das PGCs da espécie Astyanax altiparanae
(dados néo publicados). Nos estudos realizados de rastreamento de PGCs em
embrides de A. altiparanae na fase de 6 a 19 somitos, fase utlizada para
transplante, foram visualizadas de 3 a 12 PCGs posicionadas em grupos ou
espalhadas pela extensédo do vitelo. Enquanto que na fase de ecloséo foram
encontradas de 3 a 13 PGCs posicionadas na grande maioria na extensédo do
vitelo, com alguns casos na parte superior do vitelo. Estes dados sao similares
aos encontrados nos receptores transplantados.

Trabalhos que utilizam esse tipo de técnica sdo considerados valiosos
para a conservacao de espécies ameacadas. Na literatura ha relatos da geracéo

de quimera de linhagem germinativa a partir do uso de PGCs como células
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doadoras, com migracao direcionada para regido da crista gonadal e em alguns
obtiveram a producdo de espermatozoides e descendentes (CIRUNA et al.,
2002; KAWAKAMI et al., 2010; SAITO et al., 2008, 2010, 2011; YASUI et al.,
2011). Esses trabalhos apresentaram entre 1,3% a 63,5% de PGCs com
migragéo para regiao da crista gonadal em quimeras de linhagem germinativa,
contudo, também relataram as altas taxas de migracéo ectopicas.

O sucesso do transplante estd diretamente relacionado a correta
migracado das células doadas para regido de formacdo gonadal na espécie
receptora. Ha também uma tempo ideal para que as células sejam
transplantadas, devido a capacidade de migracdo, que pode diminuir com o
passar do tempo (TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2003; YAMAHA et al.,
2007). Usualmente, as PGCs sao dissociadas e coletadas para o transplante em
doadores em fase de segmentacdo (10 a 15 somitos), momento em que ainda
estdo em migragcdo ao longo da lateral dos somitos em direcdo a regido de
formacao da crista gonadal (SAITO et al., 2008).

KAWAKAMI et al., (2010) e SAITO et al., (2010) avaliaram diferentes
estagios e tempo de cultivo para o transplante, as melhores taxas de migracao
direcionada estava relacionada a obtencdo de PGCs em embribes doadores em
fases iniciais de segmentacéo (6 — 17 somitos) e com periodo de cultivo mais
curto (1 dia). Em nosso estudo, seguimos o proposto por YASUI et al., (2011),
feito a dissociacdo em fase de blastula e cultivados os blastdmeros até o estagio
de segmentacao (6 — 15 somitos) momento em que a expressao da fluorescéncia
nas PGCs sdo mais evidentes que nos outros tipos celulares dos embrides,

possibilitando assim, a selecao das células para o transplante.
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Com a dissociacao e transplante realizado na fase de segmentacé&o (10 -
15 somitos), SAITO et al., (2008, 2010) obtiveram a migragéo direcionada das
PGCs em mais de 46,2% e 30% de embrides, respectivamente. KAWAKAMI et
al., (2010) relatam a migracdo de PGCs variando de 18,4% a 21,4% dos
embrides transplantados. Seguindo a metodologia de dissociagédo em fase de
blastula e cultivo até segmentacdo, apos a criopreservacao das PGCs, YASUI et
al., (2011) obtiveram taxa de 16,5% de migracdo de PGCs direcionada para
regido da crista gonadal.

Em espécies frequentemente utilizadas em sistemas de
micromanipulagdo (experimentais), como Danio rerio, Carassius auratus,
Misgurnus anguillicaudatus, Danio albolineatus e trutas, desenvolvem-se bem
meio salino, como a solucdo de Ringer. Essa solucdo é utilizada para remoc¢éao
do cdrion, cultivo embrionério e cultivo de PGCs, sendo geralmente acrescida de
penicilina e estreptomicina (HIGAKI et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010; SAITO
et al., 2008) e soro fetal bovino ou albumina (FUJIMOTO et al., 2006; NAYA et
al., 2020; SAITO et al., 2010; YOSHIZAKI et al., 2005). Entretanto, tem sido
verificado que nas espécies em estudo, as melhores condicdes de cultivo
embrionario variam de uma espécie para outra. A. altiparanae desenvolve-se
bem em Holtfreter e P. lineatus em Characin (dados nao publicados), o que
muitas vezes dificulta na escolha da melhor solucdo na hora de realizar o cultivo
das PGCs. Neste estudo, foi verificado que as PGCs apresentaram melhores
resultados em relagéo a aparéncia, expressao GFP e aumento do numero celular
quando cultivadas em solucdo de Holtfreter, comparado a solugdo Characin,
(dados nao publicados). No entanto, a migracdo de PGCs direcionada so foi

obtida quando utilizado um meio de cultivo celular suplementado, enriquecido
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com aminoacidos, vitaminas, glutamina, piruvato e soro fetal bovino, sendo
realizado o cultivo em incubadora de COz2, e apenas no transplante alogénico.
Esse relato é importante, pois indica que o0 sucesso no transplante e constituicao
de quimeras germinativas podem ser influenciados pelo meio de cultivo.

As condi¢fes e tempo de cultivo dessas células podem estar relacionados
a viabilidade e expresséo de genes importantes para manutencao das PGCs e
consequentemente, nas taxas de migragdes. Diversos genes estao relacionados
a diferenciacdo, manutencao e migragcédo de PGCs. Foi relatado que a deficiéncia
das proteinas cxcrdb e seu ligante sdf-1 e/ou dndl, interferem na migracédo das
PGCs, sendo estas localizadas em posicfes ectdpicas ou ativarem o processo
de apoptose (BARTON; LEBLANC; LEHMANN, 2016; GROSS-THEBING et al.,
2017; HERPIN et al., 2008; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2010; WEIDINGER et
al., 2003). De acordo com GROSS-THEBING et al., (2017), PGCs com deplecéo
de cxcrdb, mas com expressdo para dndl, podem ser localizadas
ectopicamentes, mantendo ainda sua morfologia. A deplecdo de dndl pode
causar alteragdes na morfologia das PGCs, levando a diminuicdo gradual da
expressdo de marcadores de células germinativas ou causando apoptose, desta
forma, impedindo o acompanhamento dessas células no transplante e até
impossibilitando a correta migracdo para a cristal gonadal. Para a espécie do
presente estudo, a verificacdo da expressdo dos genes supracitados seria uma
possivel estratégia para elucidar pontos importantes em relagcdo a migragcéao das
células para a regido das cristas gonadais, uma vez que a alteracdo no cultivo
proporcionou migracao celular.

Assim como descrito nos trabalhos de transplante presentes na literatura,

foi observado a migracdo das células transplantadas com pouca ou nenhuma
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divisdo celular, exceto para dois transplantados de células cultivadas em meio
suplementado para receptor hibrido triploide que eclodiram com 9 e 12 células,
apresentando padréo semelhante a A. altiparanae. Contudo, a expressdo das
células GFP nesses dois embrifes diminuiram drasticamente 1 dia pos-ecloséo.
As células GFP-positivas, presuntivamente PGCs, sdo visualizadas em até 18
dias poOs-eclosédo no estudo de rastriabilidade em A. altiparanae (dados néo
publicados), apresentando diminuicdo de células em relagdo ao aumento de dias
pés-eclosao.

SAITO et al., (2008) verificaram que na maioria dos embrides
transplantados ndo ocorria a divisédo celular das PGCs, e quando ocorreu, as
PGCs exégenas dividiram-se uma vez, enquanto PGCs enddgenas do receptor
aumentam em nuamero mais de 5 vezes no mesmo periodo. SAITO et al., (2010)
relataram a proliferacdo das células transplantadas em torno de 6 a 7 dias pos-
fertilizacdo, mesmo periodo de ocupacéo e proliferacdo das PGCs e do inicio de
formacdo das gbnadas do hospedeiro. No entanto, a diminuicdo ou
desaparecimento de PGCs GFP-positivas foi relado em transplante envolvendo
espécies de ordens diferentes (SAITO et al., 2011, 2014) e entre hibrido e
espécie pura (NAYA et al., 2020). Contudo, os resultados demonstram que o
mecanismo de migracdo de PGCs durante o desenvolvimento embrionario &
altamente conservado entre espécies distantemente relacionadas e portanto, as
PGCs transplantadas sao capazes de migrar, proliferar e colonizar as gbnadas
do receptor, mesmo em um ambiente ndo-especifico.

Diante da grande diversidade em estratégias reprodutivas, tipos de
desovas, tamanho de gametas, faixa de temperatura especifica para o

desenvolvimento embrionario e a sensibilidade para 0 manuseio em etapas de
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micromanipulacdo, as metodologias desenvolvidas para a produgéo de quimera
germinativa podem variar e receber adaptacbes de acordo com a espécie
utilizada. Desta forma, cada espécie pode apesentar um desafio diferente
durante a aplicacédo da técnica de transplante, que por sua vez ja é invasiva.

Para o transplante de PGCs € essencial ter dominio prévio da reproducéo
in vitro para se obter a marcacgédo e isolamento da PGCs, o que é dificultado na
maioria das espécies em risco de extingdo. Além disso o transplante de PGCs
requer padronizagdo no desenvolvimento entre espécies doadoras e receptoras,
na qual cada espécie apresenta uma faixa de temperatura especifica para o
desenvolvimento ideal do embrido (ARASHIRO et al.,, 2018; COELHO et al.,
2019; PEREIRA-SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2017).

O tamanho e o tempo de desenvolvimento embrionario das espécies
podem dificultar a aplicabilidade de algumas técnicas de transplante. Assim
como a nossa espécie modelo Astyanax altiparanae outras espécies como Danio
rerio, Oryzias latipes e Misgurnus anguillicaudatu apresentam ovos e larvas
pequenos, dificultando a utilizacdo de alguns métodos utilizados em truta
(TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2003). O tempo de desenvolvimento
embrionario das espécies neotropicais pode variar de 11 a 29 h (ARASHIRO et
al., 2018; COELHO et al., 2019; PEREIRA-SANTOS et al., 2016; SILVA et al.,
2017), diferindo das espécies mais comumente utilizadas nos trabalhos de
transplantes, que pode levar de 72 h a dias para a ecloséo (FUJIMOTO et al.,
2006; IWAMATSU, 2004; KIMMEL et al., 1995). Em salmonideos, por exemplo,
onde as técnicas de transplante de células séo bastante avancado (TAKEUCHI;
YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2003; KOBAYASHI et al., 2007; NAGASAWA et al.,

2013), existem facilidades biologicas intrinsecas que otimizam o transplante,
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como desenvolvimento embrionério lento (32-83 dias, o que aumenta o tempo
de transplante), tamanho do embrido maior (facilitando a visualizagédo e
micromanipulacdo), aclimatacdo em sistema de micromanipulacéo (placa de
Petri), além do suporte cientifico, que por serem um grupo consagrado nas
ciéncias béasicas e na aquicultura dispde de informagdes importantes referentes
a genética (sequéncias génicas e suas expressdes), reproducao, fisiologia,
dentre outras areas importantes ao transplante de PGCs. No caso de espécies
nativas, como é o caso do presente trabalho, embora tenham ocorrido grande
progresso nos trabalhos recentes (YASUI et al., 2014; PEREIRA-SILVA 2016;
PIVA et a., 2017; do NASCIMENTO 2017; BERTOLINI 2017; ARASHIRO et al.,
2018; COELHO et al., 2019; do NASCIMENTO et al., 2020; YASUI et al., 2020;
COELHO et al., 2021), ainda faltam informacfes basicas que déem suporte a
estas técnicas avangadas de quimerismo.

Os resultados apresentados aqui sdo os primeiros relatos de transplante
de PGCs para obtencdo de quimera de linhagem germinativa em espécies
neotropicais. O conhecimento a respeito do comportamento de espécies nativas
modelo em sistemas de micromanipulacdo, auxilia no emprego da técnica para
conservacdo de espécies ameacadas de extingdo. Entretanto ainda ha
necessidade melhorias nas etapas do transplante e conhecimento a respeito do
comportamento celular nos sistemas de cultivo, tempo para transplante,
condicbes dos receptores, a interacdo intercelular entre células germinativas
(doadas) e células somaticas (receptor) e atuacdo de genes relacionados a
manutencao e caracterizacdo de células germinativas primordiais em espécies

nativas.
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6. CAPITULO Iil: AVALIAGAO DO NIiVEL DE EXPRESSAO DE
GENES MARCADORES EM CELULAS GERMINATIVAS
PRIMORDIAIS

Resumo

Biotecnologias envolvendo micromanipulacéo de células e embrides de peixes,
como o transplante de células germinativas, permitem a construcao de bancos
genéticos e a investigacdo de processos complexos de desenvolvimento e
diferenciacdo de células germinativas. A eficiéncia do transplante de PGCs
depende da correta migracéo das células doadas do local de transplante para a
regido da formacdo da crista gonadal, no entanto, 0os mecanismos de
reconhecimento e migracdo celular podem ser afetados nas etapas de
micromanipulacédo. Células utilizadas nos procedimentos de micromanipulagéo
devem manter as caracteristicas de sua linhagem original, sendo muitas vezes
necessarias adaptacdes nas metodologias, de acordo com a espécie utilizada.
O objetivo deste capitulo foi avaliar a expressao génica de diferentes genes
relacionados ao desenvolvimento, manutencéo e migracdo de PGCs. Para isso,
foram utilizadas amostras de PGCs de Astyanax altiparanae cultivadas em
solucéo salina (Holtfreter) e meio de cultivo celular (DMEM suplementado), para
a avaliacdo da expressao relativa dos genes buckyball, cxcr4db, cyclin B1, dazl,
ddx4, dndl1 e nanos. Esses genes sao marcadores de PGCs e estéo diretamente
ligados a diferenciacdo e migracdo dessas células, alteracBes nos niveis de
expressdo podem levar a perda da identidade celular e migracdo ectopica. Os
resultados da expressdo génica relativa demonstraram diferencas nas
expressodes entre as amostras de PGCs oriundas dos diferentes tipos de cultivo,
com tendéncia ao aumento da expressdo em PGCs cultivadas em meio
suplementado, exceto para 0s genes cxcrdb e nanos que demonstraram
diminuicdo da expresséo. Os resultados da expresséo génica em PGCs isoladas
Sao os primeiros relatos em espécies nativas e indicam que a suplementacao do
meio de cultivo otimiza o cultivo de PGCs e eficacia pés-transplante. Além disso,
os dados indicam que as células isoladas para transplantes apresentavam a o
nivel de expresséo dos genes caracteristicos de PGCs, indicando a identidade
das células transplantadas. Apesar de ser evidenciada a expressdo em genes
caracteristicos de PGCs envolvidos nos processos de diferenciagéao,
manutencao e migracdo de PGCs, o nivel de expressao pode ainda nao ser o
mesmo daquelas PGCs no ambiente natural dos embribes, e o periodo de
cultivo, bem como o meio, pode alterar o nivel de expressdo de genes
importantes e conduzir a migragao ectopica.
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6.1. Material e Métodos

Os procedimentos e analises experimentais foram realizados no Laboratério
de Biotecnologia de Peixes — Pirassununga-SP do Centro Nacional de Pesquisa
e Conservacdo da Biodiversidade Aquatica Continental (ICMBio/CEPTA) em
consonancia com o comité de ética para o uso de animais de laboratorio do
ICMBIio/CEPTA (CEUA/CEPTA n° 02031.000033/2015-11) e da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade de Sdo Paulo (CEUA/FMVZ n°

4534110820).

6.1.1. Coleta de células germinativas primordiais cultivadas em diferentes

condi¢cdes para avaliagdo da expressao genica

Os procedimentos gerais de coleta de gametas de Astyanax altiparenae,
fertilizac@o e obtencdo de embriGes foram realizadas como descrito no Capitulo
I e Il. ApGs a fertilizacdo, uma aliquota de ovos foi imediatamente utilizada para
as etapas de microinjecéo e coleta para expressao génica.

Para avaliacdo da expressédo génica das PGCs isoladas em diferentes
condi¢cbes de cultivos, como sucedido no transplante, foram utilizadas pool de
PGCs referentes a 14 desovas, na qual as PGCs foram cultivas em meio salino:
Holtfreter contendo 0.01% penicilina e 0.01% estreptomicina, cultivados em
incubadoras de demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D); e um pool PGCs
referentes a 8 desovas, em que as PGCs foram cultivadas em meio

suplementado: 50% de solucdo de Holtfreter e 50% de meio de cultivo celular
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constituido por DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medim — high glucose,
SIGMA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO), 1X de solucao
de aminoéacidos nao essenciais MEM (MEM Non — Essential Amino Acid
Solution- 100X, SIGMA), 1X de solucdo de MEM-vitaminas (MEM Vitamins
Solution — 100X, SIGMA), 1X de solucédo de glutamina (L — Glutamax 100X,
SIGMA), 1X de solucdo de antibidtico e antimicético (Antibiotic Antymicotic
Solution 100X, SIGMA ) e 1 mM de solucdo de piruvato (Sodium Pyruvate
Solution — 100 mM, SIGMA), cultivados a 30°C em incubadora de CO2, com
100% de umidade.

Para coleta dessas células uma aliquota de ovos recém fertilizados de A.
altiparanae foram decorionados usando solugdo de Holtfreter (59,2 mM NacCl,
0,67 mM KCI, 0,9 mM CaClz e 2,4 mM NaHCO3) acrescidas de 0,05% de pronase
e transferidos para placas de Petri cobertas com agar e preenchidas com solucéo
de Holtfreter. A solugdo de mRNA da fusdao GFP-nanosl 3’'UTR (~10 nl) foi
microinjetada no blastodisco no estdgio de uma célula para posterior
identificacdo de PGCs. Os embrides foram acompanhados até atingirem o
estagio de blastula e neste momento foram dissociados em solugao de citrato de
sodio a 0,25%, como descrito no capitulo I1.

As células dissociadas foram cultivadas em meio salino e meio
suplementado, até a fase de segmentacdo contendo de 3 al0 somitos, com
aproximadamente 7 horas poés-fertiizacdo, sendo o0 desenvolvimento
embrionario acompanhado pelo grupo controle ndo injetado. Nesta fase do
desenvolvimento as PGCs positivas para GFP tornaram se mais evidenciadas,

e entdo foram selecionadas, coletas e armazenadas em Trizol a -80°C para
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serem utilizadas nas etapas de extracdo de RNA total, sintese de cDNA e analise

da expresséo génica relativa.

6.1.2. Distribuicdo dos genes alvo em tecido

Para triagem dos genes avaliados nas PGCs cultivados em diferentes
condicdes de cultivo em tecidos, como musculo, cérebro, rim, figado e génadas,
coletados de um Unico macho, exceto a amostra de ovario que veio de uma Unica
fémea, ambos adultos da espécie A. altiparanae. Para coleta dos tecidos os
espécimes foram eutanasiados por overdose de anestésico 6leo de cravo-da-
india (Biodindmica, Pinhais, Parana, Brasil) e as amostra foram armazenadas

em Trizol a -80°C para posterior extracao de RNA total.

6.1.3. Desenho dos primers

A sequéncia do gene ubiquitina, cxcr4b, cyclinbl, dazl, ddx4, dndl e nanosl
foram desenhadas a partir do alinhamento de sequencias de cDNA, oriundas de
diferentes espécies de peixes, depositadas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI). As sequéncias dos cDNAs de ubiquitina, ddx4, dazl, cyclin
B1, nanos de Astyanax mexicanus, cxcr4b, buckyball de Danio rerio e dndl1 de
Pseudopimelodus mangurus foram utilizadas para busca de sequéncias de
maior identidade, usando 0 programa Nucleotide BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), sendo selecionadas preferencialmente

aquelas da ordem Characidae e depois de outras ordens, como Siluriforme e
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Cypriniforme. As regides codificantes foram obtidas usando o programa Open
Reading Frame Finder (https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/) e alinhadas
usando o programa Multalign (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). As
regides conservadas para ubiquitina, cxcr4db, cyclinbl, dazl, ddx4, dnd1l e nanos
foram usadas prioritariamente para desenhar primers especificos usando o
programa  Primer-BLAST  (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/),
tendo como referéncia o cDNA de A. mexicanus. Quando ndo era possivel
desenhar primers especificos nas regides conservadas outras regides foram
utilizadas. As sequéncias dos primers sdo mostradas na Tabela 1. Os produtos
da reacdo de PCR foram clonados no vetor pGEM e enviados para

sequenciamento para comprovar a identidade dos genes.

Tabela 1: Primers utilizados para avaliar a expressdo génica de células germinativas
primordiais em Astyanax altiparanae.

A TAMANHO DO
GENE SEQUENCIA DE PRIMER AMPLICON (PB)
Ubiauitin FORWARD: 5 — AGATTACCCCTTCAAACCGC -3’ 017
q REVERSE: 5 - GTCAGTCTTGTAGATGCGGG -3’
buckvball FORWARD: 5 — TGGACAGTATGGCTTCCCAG-3’ 201
y REVERSE: 5 - TGTACGCTCATTTGCTGGAA -3’
excrdb FORWARD: 5 — ATTATCTTCCTCCTGGGCGTG-3’ 190
REVERSE: 5 — TTCGGCAAGTTCCTGTGCG-3’
cvelin BL FORWARD: 5' — GCCTATGGAAACCTCTGGCT -3’ 113
y REVERSE: 5 —- TGCAGAGCATGGGATTGTCG -3
dazl FORWARD: 5' — TGCGGTGAAGGAGGTCAAAA-3’ 179
REVERSE: 5 —- GCGGAGTTCTCGTTCTCTCC-3’
ddxa FORWARD: 5' — AAGACCACAGGAACTGAGCG-3’ 118
REVERSE: 5 — CCCGGTCTCCATGAATGCTT-3’
dndL FORWARD: 5 — GGCTGTGAGGTGTTTATCAGTC-3’ 101
REVERSE: 5 —- TCCGCCTCATGATGAACTTCA-3
nanosl FORWARD: 5 — CTCTAGCGGAGTTTCCACCT -3 101

REVERSE: 5 — GTTGGTGGTTCCAGAAAACG -3
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6.1.4. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a andlise da expresséo relativa dos genes ubiquitina, cxcr4b, cyclin
B1, dazl, ddx4, dndl e nanos. O RNA foi extraido de pool de células germinativas
primordiais isoladas e cultivadas em meio salino e pool de células germinativas
primordiais isoladas e cultivadas em meio suplementado de A. altiparanae
usando Trizol (Ambion® # 15596026, Carlsbad, EUA), de acordo com o
protocolo do fabricante. Para a sintese de cDNA foi utilizado 1 pg de RNA
quantificando em espectrofotometro QlAxpert (Qiagen, Hilden, Alemanha). Em
seguida o RNA foi tratado com DNAsel e a sintese da primeira fita de cDNA foi
realizada utilizando o kit SuperScript Ill First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen # 18080-051, Carlsbad, EUA), de acordo com as instrugdes do

fabricante.

6.1.5. Andlise da expresséao génica

6.1.5.1. PCR convencional

A especificidade dos primers desenhados foram avaliadas inicialmente
utiizando a PCR convencional utilizando apenas amostra de odcitos,
posteriormente foram feitas avaliacoes da expressao dos primers em relacédo as
amostras do desenvolvimento embrionario e tecidos. As reagbes foram
padronizadas nas seguintes condi¢des: 3 pL de 10x PCR Rxn Buffer, 0,6 uL de

dNTPs a 10 mM, 0,9 pL de MgClza 50 mM, 1,5 pL de mistura de primers a 10
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mM, 1 uL cDNA, 0,3 uL de Tag DNA polimerase na concentragao de 5 U/uL e
22,7 pL de agua livre de nucleases, sendo a reagdo com volume final de 30 pL.
A ciclagem foi padronizada em: 94°C por 5 min, seguidos de 35 ciclos a 94°C
por 45 s, 60°C por 30 s, 72°C por 30 s e incubacéo final de 72°C por 10 min. O
produto das amplificacdes foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 3%
(2,10 g agarose / 70 mL tampé&o TBE 0,5x), corado com 0,5 pL SYBR Safe DNA
Gel Stain para cada 10 mL de solucdo de agarose. Para cada 10 pL de produto
amplificado foram adicionados 1 pL de tampé&o de carregamento e em seguida
foram aplicados no gel. Para uma estimativa visual do tamanho dos fragmentos
de DNA, foi aplicado em um dos poc¢os o Ladder 1 Kb plus DNA na concentracao
de 0.5 pg/uL (Invitrogen) como marcador de massa molecular. A eletroforese foi
realizada a 90 Volts em tampao TBE 0,5x e o gel foi visualizado utilizando
transiluminador (Accuris, China) e fotografado em sistema de foto documentacgéo

ENDURO GDS (Labnet International, China).

6.1.5.2. PCR em Tempo Real

As andlises da quantificacdo relativa da expressao génica foram
conduzidas por meio de PCR em tempo real. Inicialmente foram realizadas
avaliacoes para obtencéo de primer enddgeno que ndo apresentasse diferencas
de Ct e exibisse curva dentro do ideal para as amostras avaliadas. Foram
testados, B-actina, rRNA18s, hgprt, efla, ppia, gapdh, rplp0 e ubiquitn, na qual o

gene ubiquitin apresentou menores variagcdes entre as amostras e curva dentro



102

do limite ideal, sendo o escolhido como gene enddgeno nas reacles de
quantificacao relativa.

A construcado das curvas padrfes para 0S genes de interesse cxcr4b,
cyclinbl, dazl, ddx4, dndl e nanos e controle enddgeno ubiquitina foram
realizadas utilizando diluicdo seriada 1:3, sendo o primeiro ponto da curva ndo
diluido de cDNA de odcito ou blastula guiados pelos resultados da PCR
convencional. As curvas foram feitas juntas e em duplicata para cada ponto.
Foram consideradas as curvas com eficiéncia entre 0,9 e 1,1 e R= de 0,99.

A expresséao relativa dos genes com curvas padrdo estabelecidas foi
avaliada por PCR em tempo real para as amostras provenientes de cDNA de
células germinativas primordiais cultivadas em meio salino e suplementado,
diluidos na propor¢cdo de 1:3. Foi utilizando um controle negativo da reacédo
(NTC) para cada gene. Todas as amostras foram amplificadas em triplicatas.
Para cada reac¢dao foi usado: 10 pL de QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix
(Qiagen), 8 uL de agua livre de nucleases, 1 uL da mistura de primers para 0s
genes alvo e 1 yL de cDNA diluido 1:5. As condi¢cdes de amplificacdes foram:
Hold 95°C por 2 min, seguidas de 40 ciclos de 95°C por 5 seg e 63°C por 15 seg,
com curva de Melt entre 55°C e 95°C em termociclador RotorGene Q (Quiagem
Hilden, Germany). As andlises da quantificacdo relativa da expressdo genica
foram conduzidas baseada no método de curva padréo (LARIONOV; KRAUSE;
MILLER, 2005). A quantificagdo dos transcritos de cada um dos genes de
interesse foi calculada a partir da diferenca dos valores de Cq (threshold PCR
cycle) em relacdo aos transcritos do gene enddgeno/calibrador, ubiquitin, sendo
que estes valores foram utilizados para a quantificacao relativa da expresséo

génica, nas amostras de PGCs, utilizando PGC do meio salino como
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normalizador. Para auxiliar na interpretacdo dos resultados, o padrao da
abundéancia relativa de RNA de cada gene alvo nas PGCs do meio suplementado
foi analisado em relacdo a abundancia nas PGCs do meio salino, sendo que a

abundéancia deste ultimo recebeu o valor nominal de 1.

6.2. Resultados

Nas andlises de especificidade dos primers ubiquitin, buckyball, cxcr4b,
cyclin B1, dazl, ddx4, dndl e nanos para o cDNA dos odcitos de Astyanax
altiparanae foram observadas apenas uma banda de amplificacdo em cada
reacao (Fig. 1). Os produtos de amplificacédo foram sequenciados, as sequencias
obtidas foram alinhadas e comprovado a identidade das sequencias com
percentual de 98 a 100% entre A. altiparanae e A. mexicanus (Fig. 2). Para o
primer enddgeno ubiquitin foi realizado analise de PCR convencional nas
amostras de odécito, PGCs — meio salino e PGCs meio suplementado,
evidenciando uma expressdo similar deste gene enddégeno nas amostras a

serem avaliadas por qPCR (Fig. 3).

Figura 1: Gel de agarose a 2% na avaliagédo dos primers desenhados em amostra de cDNA de
odocito de Astyanax altiparanae. L — Ladder 1 kb plus (Invitrogen); 1 - ubiquitin; 2 - buckyball; 3 —
cxcrdb; 4 — cyclin B1; 5 - dazl; 6 — ddx4; 7 — dnd1; 8 — nanos.
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Figura 2: Alinhamento das sequéncias e identidade dos produtos de amplificacdo com a mesma
regido vinda de A. mexicanus. A — ubiquitina; B — cxcrdb; C — cyclin B1; D - dazl; E- ddx4; F —
dndl; G — nanos.
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Figura 3: Gel de 2% na analise de PCR da expressao génica utilizando cDNA de oécito e células
germinativas primordiais em diferentes condi¢8es de cultivo de Astyanax altiparanae. L — Ladder
1 kb plus (Invitrogen); 1 — odcito; 2 — PGC — meio salino; 3 — PGC — meio suplementado

Os produtos de amplificacdo gerados no final da PCR demonstraram que
ndo houveram amplificacdes inespecificas, porém em alguns casos pode ser
observado a presenca de dimerizac&o dos primers. A partir dos dados iniciais de
PCR convencional, foram feitas as curvas padrdo da qPCR para 0s genes
ubiquitin, cxcrdb, cyclin B1, dazl, ddx4, dnd1 e nanos (Fig. 4), para anélises das
expressoes relativas dos genes de interesse em PCR em tempo real. As curvas
padrao apresentaram eficiéncias das amplificagdes dos genes de interesse e do
controle enddégeno variando de 0,87 a 1,3 e 0s pontos amostrais foram
observados dentro dos limites das curvas, com excegédo de buckyball, dazl e

nanos (para PGC de meio suplementado) (Fig. 5).
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Figura 4: Gréfico das amplificagGes da curva padrao e amostras de PGCs por PCR tempo real
de Astyanax altiparanae para os genes A — ubiquitin; B — buckyball; C — cxcr4db; D — cyclinbl; E

—dazl; F —ddx4; G — dnd1; H — nanos.
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Figura 5: Curva Padrdo de Astyanax altiparanae para os genes A — ubiquitin; B — buckyball; C — cxcr4b;
D — cyclin B1; E — dazl; F — ddx4; G — dnd1; H — nanos.
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Os dados das curvas de melting para os produtos das amplificagdes dos
genes de interesse evidenciaram a formagdo de um pico principal em
temperatura especifica para ubiquitin, cyclin B1, ddx4, dndl e nanos (Fig. 6 e 7),
entretanto, pode ser verificada a formacdo de dimeros nas amplificacbes de
buckyball, cxcrdb e dazl em baixas concentragbes de cDNA (Fig 6b e c; e 7a).
Para estas reacdes foram testadas diferentes condi¢des de reacao, variando-se
temperaturas, diluicdes de cDNA e concentracbes de primers, na tentativa de
evitar a ocorréncia de dimeros, sendo apresentada aqui as condi¢des ja
otimizadas. As amostras do PCR em tempo real foram visualizadas em gel de
agarose a 2% (Fig 6 e 7), exceto pra buckyball que ndo apresentou expresséo

para as amostras de PGC.
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Figura 6: Curvas de melting dos produtos de amplificacdes de Astyanax altiparanae, para os
genes A e B - ubiquitin, C - buckyball, D e E — cxcrdb; F e G- cyclin B1. Ao lado das curvas se
encontram as imagens dos géis de agarose dos produtos de amplificacdo do PCR em tempo
real.
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Figura 7: Curvas de melting dos produtos de amplificacdes de Astyanax altiparanae, para os
genes A e B - dazl, C e D— ddx4, E e F—dndl; G e H — nanos. Ao lado das curvas se encontram
as imagens dos géis de agarose dos produtos de amplificagdo do PCR em tempo real.
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Na andlise de qPCR, nas condi¢cbes de diluicdo, ndo foram obtidos os
niveis de expressdes do gene buckyball nas amostras de PGCs oriundas do
meio salino e suplementado, portanto, ndo foi possivel continuar as analises para
estes genes.

Os resultados da expresséo génica relativa demonstram diferengas nos
niveis de expressdes dos genes avaliados entre as diferentes amostras (Fig. 8).
Foi observada um aumento do nivel de expressao dos genes cyclin B1, dndil,
dazl e ddx4 em PGCs cultivadas em meio suplementado, enquanto os niveis de
expressdo dos genes cxcr4b e nanos apresentaram diminuigdo (Fig. 8). Os
genes dazl e ddx4 ndo apresentaram diferengas significativas.

O maior aumento do nivel de expressao génica foi observado para o gene
dndl, cerca de 68% maior em PGC em meio suplementado que no salino. Cyclin
Bl teve um aumento de cerca de 33% maior em PGCs oriundas do meio
suplementado em relagcdo as PGCs do meio salino. Apesar de néo ter sido
verificada diferenca significativa, o gene dazl apresentou na média cerca de 24%
de aumento de expressdo no meio suplementado, enquanto ddx4 apresentou
cerca de 12% de aumento de expressdo em relagcdo ao meio salino. Estes
resultados indicam uma tendéncia no aumento da expressao génica nas PGCs
dos genes avaliados no meio suplementado em relagdo ao meio salino (Fig. 8).

Diferentemente da tendéncia do aumento do nivel de expressao génica
nos genes avaliados para o meio suplementado, os genes cxcr4b e nanos
apresentaram diminui¢cao da expressao em PGCs vindas do meio suplementado
em relacdo a PCGs do meio salino. Para cxcr4b foi observada diminuicdo em
torno de 23% na expressao génica no meio suplementado em relacdo ao salino,

enguanto que para nanos a queda foi drastica, sendo em torno de 92%. (Fig. 8).



111

Apesar dos diversos testes para melhorar as condi¢cdes de reacdo em
cxcrdb e dazl, ainda pode ser verificada a formacdo de dimeros nas
amplificacdes, podendo ter entdo interferéncias nas analises de ambos os genes

(Fig. 6 D e 7 A, respectivamente.)

Figura 8: Gréfico de expressao relativa dos genes cxcr4b, cyclin B1, dazl, ddx4, dnd1 e nanos
em amostras de células germinativas primordiais de Astyanax altiparanae em diferentes
condig¢des de cultivo. PGCs vinda do meio salino foi usada como calibrador da expresséo.
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6.2.1. Expresséo dos genes alvo em tecidos

Em A. altiparanae adulto cxcr4b, cyclin B1 e nanos (Fig. 9 C, D e H) foram
expressos em uma ampla gama de tecidos, incluindo, cérebro, rim, figado e
gbnadas, em musculo foi observado apenas a expressao de cxcr4b e cyclin B1
(Fig. 9 C e D). Buckyball foi expresso exclusivamente em ovario (Fig. 9 B),

enquanto dazl e ddx4 sdo especificos para gdbnadas masculina e feminina (Fig.
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9 E e F). Dnd1 apresentou fraca expressao nas gbnadas masculina e feminina

(Fig. 9 G).

Figura 9: Gel de agarose a 2% na analise de PCR semi-quantitativa da expressao genica
utilizando cDNA de tecidos de Astyanax altiparanae. A — b-actina; B — buckyball; C — cxcr4b; D —
cyclin B1; E — dazl; F — ddx4; G — dndl; H — nanos, 1 — Musculo; 2 — Cérebro; 3 — Rim; 4 —
Figado; 5 — Testiculo; 6 — Ovario
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6.3. Discusséao

As células germinativas primordiais sdo diferenciadas no inicio do
desenvolvimento e migram do local de origem até os primérdios gonadais
(GRIMALDI; RAZ, 2019; RAZ, 2003; YAMAHA et al., 2007). O desenvolvimento
das gbnadas, assim como o sucesso do transplante, depende da manutencéo e
correta migracéo das PGCs, sendo estes processos dependentes das a¢les de
diversos genes PGC-especificos (BARTON; LEBLANC; LEHMANN, 2016;

DOITSIDOU et al., 2002; GRIMALDI; RAZ, 2019; GROSS-THEBING et al., 2017;
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SAITO et al., 2010; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2010). Os baixos niveis de
expressdo desses genes podem levar a apoptose de células germinativas ou a
migracao ectépica (BARTON; LEBLANC; LEHMANN, 2016; DOITSIDOU et al.,
2002; GROSS-THEBING et al., 2017; KNAUT et al., 2003).

Diversos trabalhos de transplante de células germinativas primordiais
relatam a migragéo ectopica dessas células (KAWAKAMI et al., 2010; SAITO et
al., 2008, 2010, 2011; TAKEUCHI; YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2003; YASUI et al.,
2011), em nosso estudo de transplante descrito no capitulo 1l foi possivel
observar grande proporcao de células com migracdo errdbnea. Entretanto, apos
as PGCs serem cultivadas em meio suplementado alcangamos a migraram para
regido da crista gonadal em 4,5% dos receptores triploides e 19,3% em
receptores hibridos triploides, indicando que a suplementacao do meio de cultivo
otimiza o cultivo de PGCs e eficacia pés-transplante. Diante disso, avaliamos
alguns genes relacionados a especificacdo e migracdo de PGC e, portanto, os
resultados indicam que as células selecionadas para o transplante séo realmente
PGCs e apresentaram melhores condicGes e aumento expresséo génica quando
cultivadas em meio suplementado em relagdo ao salino.

O gene cxcrdb é expresso em PGCs durante a migracéao, fazendo com
gue as PGCs sejam atraidas e direcionadas ao ligante do cxcr4b, a quimocina
sdf-1 (fator derivado de estroma), que é secretada pelas células somaticas de
areas extragonadais para as regides de formacdo das gbnadas. O eixo sdf-
1/cxcrdb é relatado como o principal regulador de orientacdo guiada de células
germinativas (BARTON; LEBLANC; LEHMANN, 2016; DOITSIDOU et al., 2002;

KNAUT et al., 2003; OKUTSU et al., 2006; RAZ, 2003).
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Diversos trabalhos demonstram que a migracéo e orientacdo das PGCs
exigem sdf-1 nos tecidos somaticos e cxcr4b nas PGC (DOITSIDOU et al., 2002;
HERPIN et al., 2008; KNAUT et al., 2003; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2010;
SASADO et al.,, 2008). O nivel de expressao de cxcr4b diminuiu em PGCs
cultivadas em meio suplementado, no entanto, cxcr4b ndo é necessario para
sobrevivéncia das PGCs, porém é fundamental para guiar a migragdo. O nivel
reduzido de cxcrdb pode manter o comportamento mével das células, entretanto,
podem atingir locais ectopicos no embrido devido a migracdo nao direcionada
(DOITSIDOU et al., 2002; RAZ, 2003; RAZ; REICHMAN-FRIED, 2006), o que
pode estar relacionado ainda com o aumento de migra¢cdes ectdpicas observada
nos transplantes realizados neste trabalho. No entanto, mesmo com a redugéo
da expressdo em PGCs cultivadas em meio suplementado, os niveis de cxcr4b
nestas células ainda permitiram que ocorresse a migracao. Este fato pode indicar
que outros fatores podem estar envolvidos na migracdo e devem ter sido
favorecidos com o cultivo no meio suplementado, como o aumento da expressao
de dnd1, ddx4 e dazl, genes também responsaveis pela migracdo de PGCs. Esta
hipotese pode ser reforcada pelo fato de que mesmo com maiores niveis de
cxcrdb nas células cultivadas em solugéo salina e menores niveis de dnd1, ddx4
e dazl, as migracdes observadas foram todas ectopicas.

Além disso, cxcrdb foi expresso em uma ampla gama de tecidos, 0 que
indica funcdo mudltipla para esse gene na espécie em estudo. O eixo SDF-
1/CXCR4 apresenta forte influéncia na migracéo celular, sendo necessario para
migracao de células neurais, células hemato, células tronco e expresso durante

a organogénese e em células tumorais (KUCIA et al., 2004).
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Com funcao conservada na diferenciacao, proliferacdo e migragcéo de
PGCs para o local de origem até os primordios gonadais, os genes dazl, ddx4 e
dndl herdados maternalmente, apresentam aumento da expressdo em PGCs
cultivadas em meio suplementado em relacdo aquelas do meio salino podendo
ser um fator importante para a migracao direcionada e manutencao das PGCs.
Nos tecidos de adultos, o nivel de expressdo destes genes foi observada
especifica em gbnada, como relatado para outras espécies, tais como,
Epinephelus coioides (QU et al., 2020), Oreochromis niloticus (BHAT; HONG,
2014; JIN; DAVIE; MIGAUD, 2019), Oryzias latipes (XU et al., 2007), Danio rerio
(WEIDINGER et al., 2003), Gadus morhua L. (PRESSLAUER et al., 2012)

Esses genes desempenham papeis importantes no desenvolvimento de
PGCs, sendo relatado que a diminuicdo e/ou deplecdo das expressdes destes
genes podem comprometer 0os processos de diferenciacdo e migracdo. A
inibicdo da expressdo de dndl em Danio rerio em embrides ndo afetou a
diferenciacdo de PGCs, no entanto, apds a especificacdo foi observada grave
aumento dessas células com migracao ectdpica. No estudo realizado por Gross-
Thebing et al.,, (2017), as PGCs que apresentaram migracdo ectopica, na
auséncia de dndl, apresentaram morfologia similar a células musculares e
neurais. O knockout de dndl também resultou na diminuicdo do nivel de
expressao dos principais marcadores de células germinativas, como vasa (ddx4)
e nanos3 (GROSS-THEBING et al., 2017; KEDDE et al., 2007; WEIDINGER et
al.,, 2003). PGCs que apresentaram migracado ectopica, na auséncia de
expressao cxcrdb, mantiveram o nivel expressédo de dndl néo foi observada a

alteracdo da morfologia e continuaram expressando ddx4. Esse estudo sugere
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gue PGCs com deplegéo de dndl tornam-se pluripotentes, podendo dar origem
as células de todas as camadas germinativas (GROSS-THEBING et al., 2017).

Estudo envolvendo mutagdes do gene ddx4 em Danio rerio resultou em
prole constituida apenas por macho estéreis (HARTUNG; FORBES; MARLOW,
2014). Em Oryzias latipes o knockout do gene ddx4 néao afetou a proliferagéo,
sobrevivéncia e motilidade PGCs, no entanto, quando utilizadas no transplante
nao apresentaram migracdo adequada, indicando que a inibicdo de ddx4
resultaria na perda da responsividade das PGCs ao sinal direcional de migracéo
em direcdo a gonada (LI et al., 2009). Enquanto que o knockout do gene dazl
reduziu significativamente o nimero de PGCs e em alguns casos, impediu
completamente a formacao de PGCs (LI et al., 2016).

Assim como os demais, 0 gene nanos é essencial para o desenvolvimento
de PGCs. A auséncia de nanos resulta na mitose prematura das PGCs, migracéo
ectopica e perda de sua identidade (HASHIMOTO et al., 2010; KOPRUNNER et
al., 2001). Neste estudo, o nivel de expressdo de nanos foi drasticamente
reduzido em PGCs cultivadas em meio suplementado, quando comparado com
PGCs provenientes de solugéo salina. Tem sido reportado em Drosophila que
as proteinas Nanos e Pumilio estdo envolvidos na ligagdo da regido 3’'UTR do
MRNA de cyclin B1 reprimindo a sua traducéo. Cyclin B1 € uma proteina ativa
na fase mitdtica e sua regulacdo € importante para que as PGCs nado se
proliferem anteriormente a migracdo (ASAOKA-TAGUCHI et al.,1999;
HASHIMOTO et al., 2010; KADYROVA et al., 2007). Os resultados de expressao
génica obtidos das PGCs indicaram um baixo nivel de mRNA de nanos e maior
nivel de cyclin B1 em PGCs cultivadas em meio de cultivo suplementado em

relacdo as PGCs cultivadas em solucédo salina. Os dados de divisédo celular de
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PGCs vindas dos experimentos de transplante de PGCs de lambari (Capitulo 2)
sugerem que as PGCs da solucéo salina, que apresentaram maiores niveis de
MRNA para nanos e menor para cyclin B1, apresentam menores taxas de divisdo
celular, variando de 1,3 a 5,5%. Enquanto que para as PGCs oriundas do meio
de cultivo que apresentaram menor nivel de expressdo de nanos e maior
expressédo de cyclin B1, as taxas de divisao celular encontradas foram maiores
gue aquelas da solucéo salina, variando de 13,6 a 16,1%. Essas taxas de divisdo
celular e os niveis de mRNA de nanos e cyclin B1 parecem estar relacionadas.
Apesar de ser observada a queda na expressao de nanos e aumento da cyclin
B1, bem como aumento da taxa de divisao de PGCs, as PGCs oriundas do meio
de cultivo suplementado foram aquelas capazes de realizar a migragao correta
para crista gonadal, sugerindo que esta queda no nivel de mRNA de nanos ainda
permite a migracao correta das PGCs. Em Danio reio, o knockout de nanos1 néo
ocasionou defeitos na especificacdo de PGCs, embora tenha reduzido o numero
e a migracdo foi ectdpica, apresentando reducdo de fluorescéncia
(KOPRUNNER et al., 2001).

Em Astyanax mexicanus s6 tem sido reportada a sequéncia de nanosl,
nao sendo encontradas as isoformas de nanos2 e nanos3. Os primers utilizados
para a expressao de nanos de Astyanax altiparanae amplificou uma sequéncia
gue teve maior identidade com nanosl de A. mexicanus. Informacdes sobre as
isoformas de nanos no género Astyanax ndo sao conhecidas. A expressao de
nanos em Astyanax altiparanae foi obtida em todos os tecidos avaliados, com
excecdo do musculo. A expressao de nanosl em diferentes tecidos também foi
relatada para Oreochromis niloticus, descrevendo como potencial efeito

pleiotrépico nos tecidos, além das gonadas (JIN; DAVIE; MIGAUD, 2019). Em
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Oryzias latipes é relatada expressdo no cérebro e nas células somaticas que
circundam os odcitos e espermatdcitos (AOKI et al., 2009). A falta de
sequenciamento completo para espécies nativas pode dificultar no desenho de
primers especificos, sendo necessario mais estudos e esclarecimentos a
respeito desses genes para nossas espécies.

Nas amostras de PGCs cultivadas em meio salino e suplementado nao
foram obtidas as expressGes de buckyball. Sabe-se que esse gene esta
envolvido na diferenciagcdo de PGCs durante a migracao e no desenvolvimento
gonadal, sendo considerado importante para organizagao do plasma germinativo
(BONTEMS et al., 2009; EWEN-CAMPEN; SCHWAGER; EXTAVOUR, 2010; YE
et al., 2018). A expressao de buckyball foi exclusiva em ovérios, assim como
para a espécie Acipenser dabryanus (YE et al., 2018).

Os resultados da expressdo génica em PGCs isoladas, apds a
dissociacgdo das blastulas e cultivo até a fase de somito, sdo os primeiros relatos
para espécies nativas e representam um bom indicativo de que a suplementacao
do meio de cultivo proporcionou melhores condicbes para PGCs, além de
confirmar a identidade das células isoladas para transplantes. Para
conhecermos melhor o nivel de expressao dos genes caracteristicos, bastante
discutidos na diferenciacdo e migracdo de PGCs, ainda faz se necessario o
conhecimento dos niveis de mRNA em PGCs isoladas diretamente dos embrides
na fase de 6 a 10 somitos, para obtermos um padréo do nivel de expresséo
destes genes e compararmos com dados de expressdo génica oriundas de
diferentes meios de cultivo. Esta ferramenta, aliada ao transplante de PGCs
oriundas dos diferentes meios, pode auxiliar na eficiéncia na geracdo de

guimeras germinativas e compreensao da relacdo do nivel de expressado dos
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genes relacionados as PGCs e suas funcdes de diferenciacdo, manutencao,

migracao e proliferagao.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista o0s aspectos apresentados, 0 presente estudo
proporcionou avancos significativos e resultados inéditos no transplante de
células germinativas primordiais ndo apenas em espécies de peixes
neotropicais, mas em peixes de forma global. As tecnologias envolvendo
micromanipulacéo de células e embrides, atreladas a reproducao e biologia do
desenvolvimento vem sendo alvo de estudo em diferentes grupos de pesquisa,
visando o aumento da eficiéncia na geragdo de quimeras germinativas. No
entanto, mesmo nas espécies mais estudadas, como ciprinideos e salmonideos,
ainda carecem de estudos adicionais, ja que essas técnicas ainda nao permitem
a pronta aplicacao na conservacao e producédo de peixes. No caso das espécies
nativas, o presente trabalho é o primeiro a envolver transplante de PGCs e,
portanto, muitos esforcos em pesquisa devem ser realizados para a
consolidacdo das técnicas de micromanipulacdo para geracdo de quimeras
germinativas até o pronto uso em bancos genéticos ex situ.

O Astyanax altiparanae foi usado como modelo para o estabelecimento e
adequacdao de etapas do transplante de PGCs, uma vez que os procedimentos
de reproducéo desta espécie foram previamente estabelecidos, bem como as a
técnicas esterilizacao de receptores pela manipulacdo cromossémica, como a
inducao a triploidia e as etapas de marcacao e rota de migracdo de PGCs. A.
altiparanae apresentou boa aclimatacdo as condicbes de sistema de
micromanipulagdo, o que demonstra ser um importante modelo experimental
para o desenvolvimento de biotécnicas na geracdo de quimera germinativa. Os

avancos na consolidacéo das técnicas envolvidas no presente trabalho, se deve,
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em grande parte, & adocdo do A. altiparanae como espécie modelo, pois
trabalhar com uma espécie de aquério permitiu obter maior nimero de desovas
e otimizar a geracao das tecnologias.

A eficiéncia no transplante de PGCs em embrifes de peixe inicialmente é
avaliada pela correta migracéo das células doadas para as a regido de formacéao
da crista gonadal no receptor. Para isso, foi necessaria adaptacéo de protocolos
presente literatura e apenas a implementacéo do cultivo das PGCs em meio de
cultivo suplementado, anteriormente ao transplante, resultou na migracao
direcionada de PGCs doadas.

Levando em consideracdo esses resultados, foi avaliada a o nivel de
expressdo relativa de genes PGCs-especificos de células cultivadas em
diferentes condi¢cbes, sugerindo que a suplementacdo do meio de cultivo
proporcionou melhores condicdes para PGCs e subsequente eficacia na
migragdo pos-transplante, além de confirmar que as ceélulas isoladas para
transplantes eram mesmo células germinativas.

Os procedimentos de micromanipulacao e transplante foram avaliados em
outras espécies neotropicais, como Prochilodus lineatus e Piaractus
mesopotamicus. Estas espécies apresentaram bom desenvolvimento em
condicOes laboratoriais, marcacdo de PGCs e descricdo de rota de migracao.
Entretanto, no transplante utilizando a espécie P. lineaus como doador de PGCs,
foi verificada apenas a migracdo ectdpica nos receptores avaliados,
demonstrando que estudos acerca de migracado e manutencao de PGCs podem
requerer protocolos espécies-especificos e mudancas na estratégia de

transplante.
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E necessario ainda, continuar as avaliagdes do transplante de PGCs em
A. altiparanae, verificando ap6s a migracao direcionada, se as células doadas
séo capazes de colonizar e formar uma gbdnada funcional no receptor e assim
produzir de fato uma quimera germinativa, gerando descendentes com
caracteristicas genéticas da espécie doadora. Como perspectivas futuras,
modificagdes dos procedimentos de micromanipulacdo devem ser
implementadas. Na etapa de cultivo celular alteragcdes na composi¢céo do meio,
incluindo o uso de extrato de embrido e a substituicdo do soro fetal pelo soro de
peixe, poderia melhorar as condi¢cdes de cultivo, propiciando que as PGCs
mantenham integras suas caracteristicas de diferenciacdo, manutencdo e
migrac¢ao. Outra modificagdo importante que poderia melhorar a eficiéncia da
migragcdo direcionada, seria a alteracdo no tempo de cultivo celular para a
realizacdo do transplante. A identificacdo precisa das PGCs em diferentes
etapas do desenvolvimento, tais como blastula e géastrula, utilizando a regido
reguladora de traducdo 3'UTR, de outros mRNA especificos de PGCs, tais como
buckyball, dnd1 e ddx4, poderia proporcionar um curto periodo de cultivo celular
para o transplante precoce de PGCs e melhorar as taxas de migracdao. A
producdo de organismos geneticamente modificados, que permitam a
identificagéo e transplante de PGCs ainda em fases de migragéo, auxiliara na
otimizacao da fase ideal de desenvolvimento do doador para o transplante de

PGCs.

Em espécies nativas, o proprio procedimento de transplante deve ser
alterado em funcdo da taxa de clivagem e velocidade de desenvolvimento
embrionario. Por exemplo, nas espécies mais estudadas acerca do quimerismo,

o tempo de incubagdo até que ocorra a eclosdo pode levar dias (72 horas — 32
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dias), o que sugere que existe uma “janela” maior para se realizar o transplante.
No caso de espécies nativas, o tempo de incubacgéo é de algumas horas (11 —
29 horas), portanto, ocorre uma dificuldade de tempo para realizacdo das
diferentes etapas do transplante e sincronizacdo de desenvolvimento
doador/receptor. I1sso sugere estratégias envolvimento menos transplantes por
grupo de ovos, e a necessidade de utilizar a criopreservagdo para ajudar a
sincronizar o tempo transplante, podendo ser preferencialmente adotar
mudangcas na metodologia, optando por realizar transplante de PGCs
diretamente na regido das cristas gonadais, ou uso de células germinativas
tronco (espermatogdnias e oogbnias), o que também necessita de estudos e
avancos para consolidagao.

E imprescindivel prosseguir com estudos sobre a fun¢éo dos genes PGC-
especificos em espécies nativas. A utilizacéo de técnicas de in vitro, como WISH
e ISH, podem fornecer a descricdo do momento de diferenciacdo de células
germinativas primordiais e as fases do desenvolvimento em que S40 expressos.
A acéo dos genes na manutencéo e migracdo das PGCs podem ser acessadas
utilizando técnica de microinjecao de morfolinos, RNA antisense, pela inibicdo
da traducao, ou ainda por outras técnicas de nocaute génico. As aplicacbes de
tais tecnologias ainda dependem da obtencéo das sequéncias dos genes ainda
muito escassas para peixes nativos.

Os receptores utilizados, triploides de (A. altiparanae) e/ou hibridos
triploides (A. altiparanae X A. fasciatus) também devem ser avaliados em relacao
a funcéo e manutencéo genes PGC-especificos, conferindo se estdo fornecendo

suporte necessarios para apoiar e direcionar as PGCs doadas. Como também,
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avaliar a eficiéncia do transplante utilizando receptores estéreis obtidos por
outras metodologias, tal como pela inje¢do de morfolinos.

Desta forma, este estudo fornece subsidios para adaptacbes dos
procedimentos de micromanipulacéo e transplante de PGCs, visando o aumento
da eficiéncia desta técnica em espécies de peixes nativos da regido neotropical.
As adequacbes dos procedimentos da tecnologia de micromanipulacdo na
geracdo de quimeras germinativas sao desafios a serem alcancados para a
aplicacdo desta biotécnica na conservacao de espécies nativas ameacadas. Em
suma, neste trabalho foram obtidos dados importantes acerca da marcacgao,
manutencdo e migragdo direcional de PGCs. Embora promissores e inéditos
para a literatura, ainda sdo necessarios esforcos em pesquisa a respeito de
micromanipulagédo, cultivo, embriogénese e mecanismos moleculares da
especificacdo e migracdo de PGCs, até a consolidacdo de quimeras

germinativas para utilizacao na conservacao e aquicultura.



APENDICE A - REMOCAO DE CORION

/ REMOCAO ENZIMATICA DE CORION

Reproducao de espécimes
utilizadas no transplante

Aliquota de ovos recém fertilizados
transferida para um placa de Petri

Adicao de solucao salina (Characin
ou Holtfreter)* acrescida com
0.05% de pronase. Agitar a placa
com movimentos circulares
constantemente, facilitando a agao
enzimatica

Remoc¢ao do corion observada em
esteromicroscopio até atingir cerca
de 80% de remogao.

Ovos decorionados transferidos de
forma alinhada (a fim de facilitar a microinjegdo
de mRNA) para placas de Petri revestidas
com agar 1%, preparadas em solucao
salina (Characin ou Holtfreter)*, para
protecdo mecanica dos embrides. Os
ovos ficam submersos em solucao
salina*.

* Solugdo salina: deve ser previamente testada na espécie utilizada, a fim de obter
melhores taxas de eclosdo e normalidade em embrides e larvas.
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APENDICE B - MICROINJECAO DE mRNA

MICROINJECAO DE mRNA

Ovos recém fertilizados
distribuidos de forma alinhada
para microinjecao de mRNA.

Microinjecao de cerca de 10 nL de
solugdo de mMRNA (GFP-nanosl
3'UTR)** em blastodisco de ovos
decorionados, no estagio de uma
célula, utilizando micropipeta de
boro-silicato de 10 um de
diametro, conectada a um
micromanipulador e efetuada sob
esteriomicroscopio.

ApOos a microinjecao o0vos sao
transferidos para uma nova placa de
Petri revestida com agar 1%,
preparadas em solucdao salina
(Characin ou Holtfreter)*. Os ovos
sao mantidos submersos em
solugdo salina, podendo ser
acrescido com 0.01% penicilina e
0.01% estreptomicina, com trocas
constantes de solugao.

O desenvolvimento embrionario é
acompanhando ate a fase de
expresséo de GFP (pode variar de acordo com
a espécie e mRNA utilizado) OU ate bléStU'&,
momento em que inicia as etapas
de transplante.

* Solugdo salina: deve ser previamente testada na espécie utilizada, a fim de obter
melhores taxas de eclosido e normalidade em embrides e larvas.
** 0 mRNA utilizado pode variar de acordo com o proposito do estudo e espécie
utilizada.
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APENDICE C - DISSOCIACAO DE BLASTOMEROS

DISSOCIACAO DE BLASTOMEROS

Apos a microinjecao de mRNA, os
’ @ embrides sao acompanhados até a
fase de blastula, neste momento
os embridoes GFP-positivos sdo

\ selecionados para dissociagao.
A blastoderme é destacada do
vitelo com auxilio de uma agulha

=
| de insulina (23 gauges), adquirindo
- 2 o formato esférico (blastosfera)

Posteriormente as blastosferas sao
transferidas para tudos de 1,5 e
lavadas com solugcao de Holtfreter.
£ © Apos a retirada do sobrenadante,
" é adicionado 400 uL de solugdo de
citrato de sodio 0,25% resultando
na dissociacao dos blastomeros.

.
-
sy
..
[)
.

e,

Blastomeros  dissociados  sao
transferidos para placa de Petri
revestida com agar 1%, preparadas
em solucao Holtfreter e cultivado
em meio de cultivo suplementado

(D) em incubadora de COz. A fase de
desenvolvimento das células é
determinada pelo grupo controle
até a fase em que as PGCs GFP
positivas sao evidenciadas e
utilizadas no transplante

-
N
/~
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APENDICE D - TRANSPLANTE DE PGCs

TRANSPLANTE DE PGCs

Apos as PGCs GFP-positivas serem

evidenciadas na placa de cultivo,
(A) é realizada a remogdo do cérion
dos embriGes receptores estéreis
em fase de blastula e transferidos
para mesma placa das PGCs
cultivadas

//'/ 1 a 3 PGC GFP-positivas sao
/

aspiradas usando micropipeta de
boro-silicato de até 20 um de
6 diémetro, conectada a um
micromanipulador anexo ao

esteriomicroscopio, e
transplantadas para a regiao
marginal lateral da blastoderme
de embriGes receptores estéreis.

Embrides  transplantados sao
mantidos submersos em solugao
salina (Characin ou Holtfreter)*,
podendo ser acrescido de 0.01%
penicilina o 0.01% de
estreptomicina, com trocas
constantes de solu¢dao em placa de
Petri revestidas com agar 1%,
preparadas em solugao salina, para
protecdao mecanica dos embrides.
O desenvolvimento embrionario é
acompanhado, observando a
migracao e proliferacao das PGCs-
GFP transplantadas.

* Solugdo salina: deve ser previamente testada na espécie utilizada, a fim de obter
melhores taxas de eclosdo e normalidade em embriGes e larvas.
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