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RESUMO
No Brasil os siluriformes neotropicais sdo o segundo grupo mais ameagado de
extingdo com 91 espécies. Neste trabalho, foi empregada a técnica de
quimerismo usando duas espécies de siluriformes neotropicais o0 mandi
(Pimelodus maculatus) e o bagre sapo (Pseudopimelodus mangurus), visando
a reconstituicdo da segunda espécie. Para tal foi estabelecido um protocolo de
isolamento, separacao, transplante e criopreservagdo de células germinativas
tronco. As gbnadas de P. mangurus foram digeridas enzimaticamente e as
células germinativas tronco foram separadas por gradiente descontinuo de
densidade, marcadas com PKH26 e transplantadas via papila urogenital em 32
receptores triploides de P. maculatus. Oito gbnadas de P. maculatus que
receberam transplantes foram analisadas por cortes histolégicos e microscopia
de epifluorescéncia para identificagdo das células germinativo tronco
transplantadas, sendo encontradas células do doador em duas gbnadas
receptoras. Parte das gbnadas, bem como do tecido muscular de P. maculatus
e de P. mangurus foram utilizados para a extragdo do DNA gendmico e seréo
utilizados para analise molecular, por a construgdo de primers, para
confirmagao do quimerismo. O protocolo estabelecido de criopreservacao de
células germinativas-tronco de P. mangurus permitira transplante via
intraperitoneal em larvas triploides, durante o periodo reprodutivo. Este trabalho
€ pioneiro no transplante de células germinativas-tronco em espécies de
siluriformes neotropicais, usando receptores adultos triploides. Os resultados
obtidos neste deste estudo podera ser futuramente empregado em outras

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

criopreservacao.

ABSTRACT

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

species or with importance to aquaculture.
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1. INTRODUGAO GERAL

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

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

Os impactos causados nas bacias hidrograficas, como a pesca
predatéria, introdugao de espécies exaticas, contaminacédo aquatica, destruigao
das matas ciliares e a constru¢cao de barragens para produgéo de energia pelas
usinas hidrelétricas, refletem na acentuada reducdo das populagdes da
ictiofauna brasileira (REIS; KULLANDER e FERRARIS, 2003; AGOSTINHO;
THOMAZ e GOMES, 2005; BELLARD; CASSEY e BLACKBURN, 2016).
Estima-se que 312 espécies de peixes continentais se encontram em perigo de
extingdo, como pode ser verificado no Livro Vermelho da fauna Brasileira
ameacada de extingado, onde os Siluriformes sdao o segundo grupo mais afetado

com 91 espécies ameagadas (ICMBIO, 2016).
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Por tanto, em vista das problematicas acima citadas, a aplicacao de
biotecnologias reprodutivas, tais como manipulagdo cromossémica,
criopreservagao de gametas em nitrogénio liquido, androgénese, ginogénese e
quimerismo, podem ser usadas para auxiliar na conservacao e reconstituicao
de espécies ameacadas de extingdo, bem como na producéo de peixes de alto

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

1.1 Transplante de células germinativas

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

através da criopreservagao a longo prazo em nitrogénio liquido.

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

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

YOSHIKAWA et al., 2017).

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

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

geracao de quimeras germinativas.

1.2 Criopreservacao de células germinativas

A criopreservagao de gametas de peixes é considerada uma estratégia
de geracdo de banco genético, para estocagem a longo prazo e posterior
reproducdo artificial (LABBE; ROBLES e HERRAEZ, 2013). A criopreservacéo

5
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de sémen € uma técnica que tem sido eficientemente aplicada, podendo estes
gametas serem utilizados para a manutengcdo de variabilidade genética em
reproducdo artificial ou reconstituicdo de espécies por androgénese. No
entanto, o sémen ndo preserva o material genético materno, como o plasma
germinativo e DNA mitocondrial (YASUI; FUJIMOTO e ARAI, 2010), que séo
importantes para manter a variabilidade genética de uma populagao, bem como
a manutencdo das caracteristicas genéticas da espécie. A criopreservagao de
oo6citos e embrides de peixes ainda nao foi obtida devido as caracteristicas
fisiologicas, como grande tamanho e grande quantidade de vitelo que dificulta a
acdo das moléculas crioprotetoras (LABBE; ROBLES e HERRAEZ, 2013). Em
vista das desvantagens da criopreservacdao de espermatozoides e as
dificuldades mencionadas anteriormente para criopreservar oécitos e embrides,
as PGCs e as células germinativas-tronco sdo uma alternativa para a
criopreservagao e sua estocagem a longo prazo, devido ao tamanho reduzido e

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

1.3Espécies modelos

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

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

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

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

células germinativas e desenvolver unicamente gametas da espécie doadora.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral:

e Produzir quimeras germinativas para a propagagdao mediada de bagre
sapo, utilizando o transplante de células germinativas-tronco de bagre

sapo para mandis adultos triploides.

2.2. Especificos:

e Estabelecer um protocolo de isolamento de células germinativas-tronco
da espécie Pseudopimelodus mangurus, utilizando a dissociagao
enzimatica das gbnadas associado ao fracionamento celular por
gradiente de densidade.

e Realizar transplante das células germinativas-tronco de
Pseudopimelodus mangurus para a espécie Pimelodus maculatus
triploide.

e Avaliar a geragcdo de quimera germinativa através de técnicas
histologicas e moleculares.

e Estabelecer um protocolo de criopreservacao de oogbnias-tronco de
Pseudopimelodus mangurus, avaliando diferentes crioprotetores em

diferentes concentracées molares.
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Capitulo I: Isolamento e transplante de células germinativas-tronco de

Pseudopimelodus mangurus em Pimelodus maculatus triploide

Este capitulo descreve o protocolo de isolamento de células
germinativas-tronco da espécie P. mangurus usando um gradiente de
densidade de Percoll, e seu subsequente transplante, utilizando receptores

triploides da espécie P. maculatus.

3.1 Materiais e métodos

3.1.1. Coleta dos animais

O experimento foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao da Biodiversidade Aquatica Continental do Instituto Chico
Mendes de Conservagao da Biodiversidade (CEPTA/ICMBIio) em Pirassununga
- SP, nas instalagdes do Laboratério de Biotecnologia de Peixes. O projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal do CEPTA
(CEUA/CEPTA, #010/2015) e SISBIO numero 55725-1. As espécies utilizadas
durante o experimento P. mangurus e P. maculatus, foram coletados no Rio

Mogi Guacgu, na cidade de Pirassununga-SP.

3.1.2. Producao de peixes triploides
Fémeas e machos da espécie P. maculatus foram submetidos a indugao
hormonal com hipdfise de carpa, aplicando duas doses: a primeira dosagem de
0,5 mg/kg e a segunda de 5 mg/kg aplicada seis horas depois. Nos machos
foram aplicadas apenas uma dose de 5 mg/kg, juntamente com a segunda

dose de indugao das fémeas. Seis horas depois da ultima dose, as fémeas
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foram anestesiadas com mentol na concentracdo de 100 mg. L™ (Exodo
Cientifica, Brasil) e extrusadas fazendo uma leve pressdo na cavidade
abdominal, sendo os odcitos coletados em bacias de vidro secas. Os machos
foram eutanasiados e as gbnadas coletadas foram maceradas em solugdo de
MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma #:021M8316) para
imobilizagdo dos espermatozoides. Posteriormente, o sémen diluido em
solugdo de MEM foi adicionado aos odcitos e os espermatozodides ativados

pela adigdo de agua, realizando movimentos circulares.

Os mandis triploides utilizados como receptores de células germinativas-
tronco foram aqueles oriundos do trabalho de Bertolini (2018). Brevemente, os
ovos fecundados de mandi foram submetidos a ao choque térmico de
temperatura a 38°C, dois minutos pés-fertilizagdo, com duracdo de dois
minutos e voltados para a agua a 26°C. Posteriormente, os embrides foram
incubados em incubadoras flutuantes, alocados em aquarios de 40 L, com

aeracao constante, e mantidos nas mesmas condi¢des até a eclosao.

3.1.3. Confirmagao da ploidia

As larvas foram mantidas até a idade adulta e a ploidia foi verificada por
analise de citometria de fluxo, baseado no protocolo desenvolvido por XAVIER
et al. (2017). Para tal, amostras da nadadeira caudal foram coletadas e
colocadas em 120 pL de solucéo de lise contendo 9,53 mM de MgSO™, 47,67
mM de KCI, 74 mM de sacarose, 0,6% de Triton e 15 mM de Tris em pH 8,0, e
incubadas por 10 minutos. Logo apds, foi adicionado 800 pyL de solugao de
0,01% de DAPI (dicloridrato de 4,6-diamidino-2-fenilindole) em solugao salina
de tampéo fosfato de Dulbecco. As amostras foram filtradas em membrana de
nylon de 30 um e analisadas por citometria de fluxo (CyFlow Ploidy Analyzer,
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Partec, GMBh, Alemanha). Como controle de ploidia foi utilizado sémen de

mandi diploide.

3.1.4. Dissociagao enzimatica das génadas

O protocolo desenvolvido por LACERDA et al. (2006), para a
dissociacdo enzimatica dos testiculos em peixes adultos, foi modificado e
padronizado de acordo com nossos objetivos para o P. mangurus.

Quatro exemplares (dois machos e duas fémeas) foram eutanasiados
em solucdo anestésica de mentol na concentracdo de 100 mg. L' (Exodo
Cientifica, Brasil). As gbonadas foram coletadas em cabine de fluxo laminar
(FUH12, VECO) e lavadas por 3 vezes em solugdo salina de Hanks
balanceada (Sigma-Aldrich) contendo antibiético gentaminina (1 pl por mL)
(Sigma-Aldrich), a qual foi denominada solugdo de manutencgao.
Posteriormente, as gbnadas foram trituradas com auxilio de lamina de bisturi,
lavadas repetidas vezes para retirar 0 excesso de sangue e entao
acondicionadas em tubo de centrifuga de 15 mL. As gbnadas trituradas foram
divididas aproximadamente em 1 g /10 mL uma solugcdo de manutencéo
suplementada com 0,2 mg/mL de colagenase tipo | (Celostridium histolyticum
Sigma- Aldrich) e submetidas a digestao enzimatica.

Os tubos contendo os fragmentos das gbnadas e colagenase foram
agitadas em homogeneizador (Agitador PHOENIX) para aumentar o contato da
enzima com os tecidos e ter uma melhor digestdo. Apds uma hora de digestao
era adicionado 20 ug/mL de DNase | (Sigma-Aldrich) para degradacdo do DNA
das células mortas, seguindo a digestao por mais dois horas. Os pequenos
fragmentos restantes foram dissociados mecanicamente com auxilio de pipeta

com 1 mL. Apés, a dissociagao celular, o material obtido foi duplamente filtrado
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digeridos. Apos a filtragem, o material foi centrifugado a 350 x g, durante 10
minutos (HERMLE Labnet, Z326K). O sobrenadante foi extraido e o pellet

celular foi suspendido em solu¢cdo de manutencao.

3.1.5. Separacao e purificagao das células germinativas

As células obtidas da dissociagcdo e digestdo enzimatica das gbnadas
foram fracionadas, através de gradiente descontinuo de densidade utilizando-
se Percoll (Sigma-Aldrich). O gradiente foi constituido de quatro concentragdes
diferentes, sendo de 10%, 20%, 30% e 40%. Colocando-se sequencialmente
(de 40% para 10%) em um tubo de centrifuga de 15 mL. A suspenséo de
células foi depositada no topo da coluna contendo Percoll a 10%, e
centrifugada a 800 x g durante30 minutos (HERMLE Labnet, Z326K). Devido a
diferenca de densidade, as células concentram-se nas diferentes interfaces das
solucdes de Percoll, formando bandas visiveis, que foram coletadas para
avaliagao da viabilidade e do tipo celular presente em cada uma delas. As
bandas que apresentaram maior concentragcao de células germinativas-tronco

foram utilizadas para as etapas seguintes.

3.1.6. Avaliacao da viabilidade celular

As células foram avaliadas quanto a viabilidade utilizando o corante Azul
de Trypan (Sigma-Aldrich), o qual penetra em células inviaveis, cujas
membranas foram danificadas durante o processo de dissociacdo enzimatica,
marcando-as em azul. Para isto, 10 yL de solugado celular de cada banda do
gradiente de Percoll foi misturada a este corante em uma camera
hematimétrica de Neubauer e a verificagao foi realizada através de microscépio
(Nikon-Eclipse Ni, Téquio, Japao).

12
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3.1.7. Marcacgao das células germinativas dos doadores

O corante fluorescente PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker - Sigma) foi
utilizado para marcar a membrana citoplasmatica, sendo que a fluorescéncia
pode ser detectada por cerca de 120 dias. Desta forma, a padronizagao da
marcacgao de células germinativas de P. mangurus com o PKH26 foi efetuada a
partir de uma suspenc3do na concentracdo de 2x10” células/mL, sendo usado 8
Ml de PKH26 em 1 mL de solucdo de manutencdo e 1 mL de suspencao de
células (1:1) por 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado 2 mL de soro fetal
bovino (FBS) por 1 minuto. Finalmente, o volume foi aumentado até 10 mL com
solugdo de manutencdo das células e centrifugado a 350 x g durante 10
minutos (HERMLE Labnet, Z326K), sendo este procedimento repetido trés

vezes.

3.1.8. Transplante de células germinativas

Trinta e dois mandis triploides, com idade aproximada de um ano e cinco
meses, foram usados como receptores de células germinativas da espécie
doadora. Depois de avaliar e marcar as bandas celulares selecionadas, os
peixes receptores foram anestesiados em solugdo anestésica de mentol na
concentracdo de 100 mg. L™ (Exodo Cientifica, Brasil), para assegurar o bem-
estar dos animais durante os procedimentos experimentais. O transplante foi
realizado através da papila urogenital, com uma ponteira de 200 uL, acoplada a
uma seringa de 3 mL. Cada receptor recebeu em média 1 mL da solugéo

celular, contendo cerca de 9.5 x 10° células germinais, via papila urogenital.
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3.1.9. Avaliagcao de quimerismo por técnicas histologicas

As gbnadas de 8 mandis receptores foram coletadas aos 30 dias (n=5) e
120 dias (n=3) pos-transplante. A analise foi realizada por microscopia de
fluorescéncia das laminas de gbénadas de mandis transplantados com células
germinativas de bagre sapo, marcadas com PKH26. Os exemplares
transplantados tiveram suas gbnadas removidas e fixadas, por cerca de 24
horas, em PBS contendo 10% de paraformaldeido (Sigma-Aldrich). As
amostras foram desidratadas em solugao com concentragcbes crescentes de
etanol (70%, 80%, 90% e 100%), embebidos em paraplast (Sigma-Aldrich), e
cortados em micrétomo equipado com lamina aco (LEICA RM 2145), na
espessura de 7 uym. Todo o material foi examinado por microscopia de
fluorescéncia (Nikon-Eclipse Ni, Toquio, Japao) e fotografado (NikonDSRiZ2,
Nikon, Toéquio, Japao). Apos a analise de fluorescéncia, as laminas eram
coradas com hematoxilina-eosina para verificar a posicdo das células

transplantadas na génada receptora.

3.1. 10. Avaliagao de quimerismo por técnicas moleculares

As analises moleculares das gbnadas das quimeras sao realizadas
utilizando genes especificos das espécies ou com tamanhos diferentes de
amplicons usando os mesmos primers, ou ainda por analises de regides de
microssatélites. No caso de P. mangurus, ainda nao existe nenhuma sequencia
génica depositada nos bancos de dados que possam guiar as analises
moleculares. Em relagdo ao P. maculatus, foi reportado na literatura primers de
regides de microssatélite para a avaliacdo de estudos populacionais. Varias
estratégias foram utilizadas para realizar a analise molecular das gonadas dos

animais transplantados. Inicialmente foram utilizados os primers de
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microssatélites de P. maculatus desenhados por PAIVA e KALAPOTHAKIS
(2008). Além disso, foi iniciada no Laboratério de Biotecnologia de Peixes
(ICMBio-CEPTA) a construgdo e sequenciamento de biblioteca de
microssatélite de P. mangurus, utilizando-se a metodologia de BILLOTTE et al.
(1999), na busca de microssatélites especificos desta espécie para estudos de
quimerismo e populacionais. A terceira estratégia consistiu na amplificagdo do
gene nanos1 de P. mangurus utilizando primers desenhados a partir de regides
conservadas, obtidas do alinhamento de sequencias deste gene de peixes
depositadas nos bancos de dados. Para tal, o DNA gendmico de P. mangurus
foi purificado com o uso do kit comercial E.Z.N.A. Tissue DNA (OMEGA) e
utilizado para uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Além disso, 0 RNA
total de odcitos de P. mangurus foi purificado com o uso de Trizol (Invitrogen),
transformado em cDNA com o kit Superscript® Ill First Strand (Invitrogen)
usado para a amplificacdo via PCR. O produto de amplificagao foi recuperado
em gel de agarose a 1% com o uso do kit E.Z.N.AR Gel Extration (OMEGA),
clonado no vetor pGEM-T easy e enviado para o sequenciamento. Na tentativa
de amplificagdo do gene nanos?1 de P. mangurus, foram amplificados outros
genes, cujas sequencias foram utilizadas na tentativa de encontrar genes
especificos de P. mangurus para a analise de quimerismo. Dentre eles, os
primers desenhados para o gene Herc’2 foram o0s mais promissores,
mostrando um padrdo de amplificacdo diferencial para o P. mangurus e P.
maculatus. Os primers desenhados para o gene Herc"2 foram 5’-
CTCTAATATCAAGAGTCATCGAACA-3’ e 5-CGGGATTGGACTGCACATT-3".
A PCR foi realizada nas seguintes condi¢gdes de ciclagem: inicialmente a

reacao foi incubada por 5 minutos a 94°C e seguida de 35 ciclos de
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amplificagdo (94°C durante 45 segundos, 58°C durante 30 segundos e 72°C
por 1 minuto e 30 segundos). A otimizagdo dos primers para o gene Herc”2
foram realizadas utilizando PCR com gradiente de temperatura. A
padronizagédo da reacdo foi realizada utilizando-se os DNA gendmicos do
doador (P. mangurus), do receptor (P. maculatus) e da gbnada do receptor (30
dias pos-transplante). Os produtos de amplificagdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com SYBER Safe, visualizadas
em transluminador de ultravioleta e fotografados (ENDURO™ GDS, Labnet

International, Inc).

3111, Analise de reprodugcdo dos receptores triploides
transplantados

Seis fémeas e dois machos de P. mangurus foram submetidos a indugao
hormonal com hipdfise de carpa, aplicando duas doses: a primeira dosagem de
0,6 mg/kg e a segunda de 6 mg/kg, aplicada seis horas depois para as fémeas
de P. mangurus. Nos machos, foi aplicada uma dose de 6 mg/kg, juntamente
com a segunda indugdo das fémeas. Posteriormente, dois machos de P.
maculatus e quatro possiveis quimeras de P. maculatus triploides que
receberam células germinativas-tronco de bagre sapo, também foram
submetidos a indu¢do hormonal aplicando uma dose unica de 10 mg/kg. Os
machos de P. maculatus e P. mangurus normais e transplantados foram
eutanasiados em solugao anestésica de mentol na concentragéo de 100 mg. L~
' (Exodo Cientifica, Brasil), as gdnadas coletadas foram maceradas emsolugéo
de MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma #:021M8316) para
imobilizagao dos espermatozoides. Posteriormente, as fémeas de P. mangurus,

cinco horas e meia depois da ultima dose, foram sometidas a uma solugao
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anestésica de mentol na concentragdo de 100 mg. L™ (Exodo Cientifica, Brasil),
e extrusadas. Os odcitos coletados foram divididos em trés aliquotas,
transferidos a placas petri e fertilizadas usando o sémen diluido em solucao de
MEM (bagre sapo, mandi e possiveis quimeras) adicionando-se aos odcitos de

bagre sapo e os gametas ativados pela adicdo de agua (Figura 1).

G Q
Pseudopimelodus mangurus ¥
RL0
B) m
Quimera P. mangurus Pimelodus maculatus
O~ 0 Y O, )
B0 ¥ o ighs BB e

— —_— ——
) s D

Figura 1. Procedimento de coleta e fertilizacdo Pseudopimelodus mangurus. A) Obtencao
de odcitos de P. mangurus. B) Separagao dos odcitos em trés aliquotas e fertilizagdo com

sémen de P. mangurus, Pimelodus maculatus e P. maculatus triploides

31.12. Estatistica

Os dados foram obtidos de seis repeticdes e apresentados como a
média £ EP. As porcentagens de viabilidade foram, transformadas em arco
seno, submetidas a ANOVA e, em seguida, as medias foram comparadas
utilizando o teste de multiplo alcance de Tukey. Em todas as analises, foi

utilizado o software STATISTICA (R, V 3.0.3, EUA) utilizando = 5%.
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3.2 Resultados

3.21. Dissociagdo enzimatica das génadas e purificagdo das
células germinativas

O protocolo aplicado para a dissociagdo enzimatica das gbdnadas da
espécie P. mangurus foi considerado eficiente, quando foi utilizado animais
adultos fora da estagao reprodutiva. No gradiente de percoll foi verificado trés
bandas nas concentracées de 10%, 20% , 30% um pellet visivel na fundo do
tubo, tanto para oogbnias como espermatogbnias (Figura 2). Para as
espermatogbnias, a primeira banda continha unicamente debris célulares, a
segunda banda (20%) se concentro o maior numero de espermatogdnias-
tronco, com viabilidade média de 85%. A terceira banda continha
espermatocitos, espermatozoides e algumas espermatogdnias-tronco, no pellet
foi observado unicamente espermatozoides. Para as oogdnias, a primeira
banda (10%) continha debris celulares, na segunda banda (20%) foi observada
a maior concentracado de oogdnias com viabilidade média de 87%. Na terceira
banda (30%) foi observada grande concentragdo de odcitos, células somaticas
e pouca quantidade de oogoénias. O pellet era constituido apenas por células

sanguineas (Figura 3).
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Banda 1

Banda 2

Banda 3

Pellet

Figura 2. Separacéo célular por gradiente de percoll. Banda 1: Debris célulares; Banda 2:
Células germinativas-tronco; Banda 3: Células germinativas-tronco, espermatécitos e
espermatozoides; Pellet: Espermatozoides e células sanguineas.

e
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Figura 3. Andlise microscépica dos constituintes das bandas célulares vindas do gradiente de
percoll: a) banda 1; b) banda 2, células germinativas (setas); ¢) banda 3; d) Pellet. Escalas
=20um.

3.22. Transplante de células germinativas-tronco e analises de

quimerismo

As células obtidas na banda 2 do gradiente com 20% de percoll eram na
grande maioria as células germinativas-tronco. Estas células foram marcadas
usando PKH26 e transplantadas via papila urogenital nas gbénadas dos
receptores triploides de P. maculatus (Figura 4). Dois gbnadas receptoras das
cinco que foram sometidas analises histolégicos 30 dias pds-transplante (um
macho e uma fémea) foram evidenciadas a presenca de células marcadas com
PKH26 da espécie doadora, estando localizadas no epitélio da gbnada (Figura
5). Aos 120 dias pos-transplante nao foram observadas células marcadas nas
gbnadas dos receptores, portanto ndo foi possivel avaliar sem as células
transplantadas estavam proliferando nas génadas dos receptores (Figura 5).
Estas analises podem nao ter sido satisfatéria uma vez que elas foram

realizadas no limite maximo de tempo da duracao da fluorescéncia.

As gbnadas dos receptores sometidas a PCR, tiveram o mesmo padrao
de amplificacdo que o P. maculatus, por tanto nao foi possivel detectar na
gbnada receptora o gene HERC”2 de P. mangurus. Estou podo haber
acontecido talvez porque parte da génada usada para analise de PCR tinha
pouca quantidade de células de P. mangurus em relagdo com do P. maculatus.

Ja que as gbnadas sometidas a PCR tinham 30 dias de haber recebido o
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transplante de células, sendo pouco tempo para poder multiplicar-se. Além de
isso, os primers precisam ser melhorados, para ser mais especificos, por loque
os produtos de PCR tanto de P. maculatus e P. mangurus serdo sequenciados

novamente para refazer primers mais especificos.

Figura 4. Marcacao das células germinativas-tronco com PKH26 e transplante em mandis
triploides: a) espermatogbnias marcadas com PKH26. Escala = 50um. b) Mandi triploide

recebendo transplante de células.
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Figura 5. Génadas dos receptores coletadas aos 30 e 120 dias pds-transplante: a, b) as células
marcadas com PKH26 sao observadas 30 dias pds-transplante na gbnada receptora (setas); c,

d) gbnada 120 dias pés-transplante, com presenga de oogdnias; e com auséncia de

fluorescéncia. Escalas = 50um.

s I U

Figura 6. PCR usando gradiente de temperatura, para o gene hercc2. O produto de
amplificagéo para P. mangurus foi visualizado acima 1Kpb (seta branca) e para P. maculatus
de 900pb (seta vermelha), sendo a melhor temperatura de anelamento de 58 °C.
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Figura 7. Analise dos produtos de amplificagdo do gene herc2 do doador, receptor e gbnada
do receptor. (1) Receptor (P. maculatus), (2) doador (P. mangurus) e (3) Gonada receptora.

323. Anadlise de reprodugdao dos receptores triploides
transplantados

Para a avaliagado da geragao de quimeras germinativas funcionais foram
utilizados macerado de gbénadas provenientes de quatro mandis triploides,
transplantados com células germinativas-tronco de P. mangurus, visando a
fertilizacdo dos ovos da espécie mencionada anteriormente. Nos resultados
indicaram que nao ouve a fertilizagdo dos ovos das fémeas de P. mangurus.
No entanto, as gbnadas aparentemente ainda ndo estavam desenvolvidas e
pouco espermatozoides podiam ser visualizados nos macerados das gbnadas.
Como controle, também foram utilizados macerados de gbnadas de machos de
P. mangurus e de P. maculatus em ambos casos a fertilizagcdo dos ovos foram
bem-sucedidas, inclusive com os hibridos sendo viaveis. O desenvolvimento
dos grupos controles foram acompanhados até a fase de eclosdo e os nao

apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos controles de P. mangurus
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e dos hibridos. Os resultados para cada fase embrionaria se encontram na

Tabela 1.
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Tabela 1. Estagios de desenvolvimento embrionario de Pseudopimelodus mangurus e dos hibridos de fémeas de P. mangurus e machos de Pimelodus

maculatus. Os dados foram obtidos de seis repeticdes e estdo expressos como média * erro padrao.

Estadios de desenvolvimento embrionario (%)

Espécie doadora de Nao

sémen fertilizados Clivagem Blastula Gastrula Segmentagéao Ecloséo Larvas normais Larvas anormal
P. mangurus 3,88+2,14 95,35+2,32 86,26 +5,62 79,41 +7,33 58,61+ 8,11 16,60 £ 10,76 11,73 +£8,13 4,95+ 2,64
P. maculatus 3,74+£2,16 96,77 +1,75 92,71+ 2,05 83,21+1,16 57,13+ 8.25 23,06 + 11,20 17,95+ 9,77 5,11+ 1,68
P-value 0,968 0,768 0,432 0,777 0,877 0,717 0,726 0,866
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3. Capitulo II: Isolamento e criopreservagdo de oogénias-tronco de
Pseudopimelodus mangurus

O seguinte capitulo descreve o protocolo de criopreservagdo de

oogbnias-tronco da espécie P. mangurus, avaliando cinco crioprotetores em

trés concentracdes diferentes. Esta etapa visou a estocagem a longo prazo,

avaliacao de viabilidade e posterior constituicdo de bancos genéticos.

4.1 Material e métodos

4.1.1 Animais

O experimento foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao da Biodiversidade Aquatica Continental (CEPTA/ICMBIio) em
Pirassununga, Sdo Paulo, com aprovacdo do Comité de FEtica em
Experimentagdo Animal do CEPTA (CEUA/Cepta, #010/2015) e SISBIO 55725-

1; as instalagdes do Laboratoério de Biotecnologia de Peixes.

Durante o experimento trés fémeas de P. mangurus, com média de peso
de 1,7 kg, e os procedimentos de isolamento foram realizados como
previamente descritos no capitulo 1. As suspensdes celulares de oogdnias-
tronco obtidas foram quantificadas usando camera de Neubauer e a viabilidade
mensurada através do corante Azul de Trypan (Sigma-Aldrich). Para isto, 10 yL
de solugao celular foi misturada a este corante em uma camera hematimétrica
de Neubauer e a verificacdo foi realizada através de microscopio Olympus

CX41.

26



Dissertagao de Mestrado Lucia Suarez Lopez

4.1.2 Criopreservacgao e procedimento de descongelamento

As oogobnias-tronco (OG) das trés fémeas foram processadas
individualmente. Antes do congelamento a suspengao celular foi diluida 1:1 na
solugao crioprotectora (50 yl OG+ 50 pl solugéo crioprotectora). As solugdes
crioprotetoras foram preparadas por solu¢do de Hanks modificada (Sigma-
Aldrich) suplementadas com 100 mM de glicose, 1% de soro albumina bovina e
os crioprotetores individuais (etilenoglicol, glicerol, dimetilsulféxido (DMSO),
dimetilacetamida (DMA) e propaneidol) em concentragcées de 2 M, 3 M e 4 M.
Apos a associacdo da suspensdo celular e solugdo crioprotectora, as
concentracgdes finais dos constituintes das solucbes cairam para a metade do
indicado. Aliquotas contendo 70 pl solucédo crioprotectora e célular foram
colocadas em paletas transparentes de criopreservacdo de sémen (IMV
Technologies). As avaliagdes para cada solugdo crioprotectora e para cada
amostra génadal foram realizados em triplicata. Em seguida as paletas foram
acondicionadas dentro de Criotubos (Corning Incorporated), colocadas dentro
de um CoolCell (Biocision) e transferidos para um freezer -80°C por duas
horas, posteriormente foram imersos em nitrogénio liquido (-196°C), onde

permaneceram estocados.

O descongelamento foi realizado a 30°C em um banho-maria durante 1
minuto, em seguida as mostras foram colocadas dentro de tubos Eppendorf de
1,5 mL e centrifugadas a 350 x g durante 5 minutos (HERMLE Labnet, Z326K).
O sobrenadante foi extraido e o pellet celular resuspendido em 30 uL de
solugao Hanks modificada (Sigma-Aldrich), contendo o antibiético gentamicina
uma concentragao de 1 ug / mL (Sigma-Aldrich) e 5 yL de azul Tripan para

marcacao das células inviaveis. A contagem foi realizada por triplicata de cada
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crioprotector e concentragdo molar, usando uma camara de Neubauer e

microscopio Olympus CX41.

4.1.3 Estatistica

Os dados foram obtidos em ftriplicata para cada crioprotector e
concentragdo molar, apresentados como a média £+ EP. As porcentagens de
viabilidade foram, transformadas em arco seno, submetidas a ANOVA e, em
seguida, as medias foram comparadas utilizando o teste de multiplo alcance de
Tukey. Em todas as analises, foi utilizado o software STATISTICA (R, V 3.0.3,

EUA) utilizando = 5%.
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4.2 Resultados

4.2.1. Viabilidade das oogdnias-tronco antes e despois da

criopreservagcdao com o efeito dos crioprotetores.

A eficacia dos cinco crioprotetores e um controle foi avaliada através da
porcentagem das células viaveis antes do congelamento e depois do
congelamento. A viabilidade celular das trés fémeas antes do congelamento foi
de 93% = 1,30%. De acordo com as analises estatisticas, ndo teve diferencga
significativa entre os cinco crioprotetores analisados e as diferentes
concentragbes molares (Tabela 2). No controle sem crioprotector nao foi
encontrado células viaveis. Utilizando a média para escolha do melhor
crioprotector, o propaneidol a 1,5 M foi aquele que apresentou os melhores
resultados com 80,00% * 9,5% de viabilidade pds-descongelamento, seguido
do glicerol a 2 M, com 73,00% = 2,75%. De forma geral, foi observado um
aumento na viabilidade quando as concentragcoes dos crioprotetores foram
aumentadas de 1 M para 1,5 M, seguido da diminui¢ao da viabilidade quando a
concentragdo molar do crioprotector foi aumentada de 1,5 M para 2 M, com
excecao de etilenoglicol que diminuiu sua viabilidade de 1 M para 1,5 M e

glicerol que aumentou a viabilidade de 1,5 M para 2 M.
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Tabela 2. - Porcentagem de viabilidade de oogbnias-tronco pés-descongelamento de Pseudopimelodus mangurus.

repeticoes e estdo expressos como meédia * erro padréo.

Lucia Suarez Lépez

Os dados foram obtidos de trés

Crioprotector Concentragao Molar P-value
1M 1.5M 2M
Controle 0£0 0£0 0 £ 0 -
DMA 58,00 + 3,30 71,00 £+ 11,6 56,00 + 0,26 0,618
Propaneidol 58,00 + 8,10 80,00 £+ 9,5 63,00 + 1,91 0,173
Glycerol 63,00 + 10,40 67,00 + 15,7 73,00 + 2,75 0,851
DMSO 60,00 + 4,26 66,00 + 3,80 66,00 + 6,48 0,676
Etilenoglicol 56,00 + 10,53 53,00 + 5,30 49,00 + 5,18 0,798
Média 59,00 + 1,18 67,40 + 4,37 61,40 = 4,13 0,556
P-value 0,971 0,479 0,303
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4. DISCUSSAO

Os protocolos estabelecidos neste trabalho, incluindo o de isolamento de
células-tronco, usando a dissociagdo enzimatica e, gradiente de densidade,
bem como o transplante interespecifico de células germinativas, via papila
urogenital, usando peixes triploides estéreis, e a cripreservagdo de oogdnias-
tronco foram realizados pela primeira vez nestas espécies de peixes de
Siluriforme Neotropicais. Na avaliagdo de quimerismo nas gbnadas dos
receptores por histologia, foram observadas células germinativas marcadas dos
doadores, quando avaliadas aos 30 dias pés-transplante, em dois receptores
de um total de cinco animais que foram avaliados. Aos 120 dias pOds-
transplante, ndo foram observadas células germinativas marcadas com PKH26
na gbnada dos trés receptores analisados, por tanto ndo foi possivel a

avaliagao de quimerismo neste grupo.

Na analise molecular de apenas uma gbnada do receptor de grupo
avaliado 30 dias do transplante, ndo foi possivel detectar a presenca do gene
herc2 de P. mangurus (doador), na gbnada de P. maculatus (receptor). Apesar
de ter sido detectado células marcadas nesta gbénada por analise histologica,
sua quantidade pode ter sido pequena em relagdo com as células germinativas
do receptor ou ndo estarem totalmente distribuidas pela gbénada. A fracéo da
gbnada avaliada por PCR poderia conter quantidades muito baixas de células
germinativas do doador, ou talvez estas células poderiam estar inviaveis, uma
vez que apos 30 dias do transplante, as células foram encontradas nos dutos
das génadas e ndo em seu interior. Estes aspectos podem ter contribuido para
a nado amplificacdo da banda de P. mangurus na gonada do receptor. Além

disso, os primers para o gene herc2 de P. mangurus devem ser redesenhados
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para melhorar a especificidade da amplificacdo. Para isto, as principais bandas
amplificadas de P. mangurus e P. maculatus serdao enviadas para
sequenciamento. Vale lembrar que os primers foram feitos a partir de
sequéncia de cDNA e os primers foram utilizados para amplificar o DNA
genbémico, sendo os fragmentos amplificados maiores que daquele desenhado

vindo do cDNA. Isto pode ser devido a presenca de introns.

O transplante de células germinativas para animais adultos também foi
realizado em espécies neotropicais como Brycon orbignyanus e Rhamdia
quelen que foram usados como doadores de células germinativas. Nestes
trabalhos que utilizaram tratamento com busulfan como agente esterilizador de
adultos diploides, foram acompanhados os desenvolvimentos da
espermatogénese nas gonadas dos receptores até 120 dias pds-transplante,
sendo identificado em cortes histolégicos espermatozéides marcados com
PKH26 e espermatozoides do receptor, porém sem avaliagao da funcionalidade
destes espermatozoides (LACERDA et al., 2008; DE SIQUEIRA-SILVA et al.,

2015).

Resultados similares utilizando busulfan foram publicados com o peixe
Odontesthes hatcheri como receptores. Neste estudo, os autores identificaram
a produgdo de gametas funcionais da espécie doadora Odontesthes
bonariensis na espécie receptora. Os machos da quimera germinativa foram
utilizados para fecundar fémeas de O. bonariensis sendo cerca de 12,6 a
39,7% de proles pura. Enquanto que o cruzamento entre fémeas quimeras e
machos de Odontesthes hatcheri produziram cerca de 52% de prole pura
(MAJHI et al., 2014). Todos os receptores mencionados anteriormente foram

tratados com o agente quimico busulfan para a supressao das células
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endogenas, a qual ndo é permanente. Neste método ocorre a competigéo pela
ocupacgao de nichos livres entre as células do doador e as células do receptor.
A eliminagéo de células endogenas das gbnadas dos receptores causada pela
acao do busulfan é um fator importante, para que as células do doador possam
se proliferar e colonizar eficientemente a génada receptora (DOBRINSKI,

2006).

A produccao de peixes triploides estéreis como receptores de células
germinativas-tronco é uma opgado alternativa ao método quimico de
esterilizagdo. Esta estratégia de geragdo de quimeras germinativas foi
eficientemente empregada em salmonideos (OKUTSU et al.,, 2007), Nibea
mitsukurii (HIGUCHI et al., 2011; YOSHIKAWA et al.,, 2017), Scomber
Japonicus (YAZAWA et al., 2010) e Seriola quinqueradiata (MORITA et al.,
2012; MORITA et al., 2015). Nestes estudos, as PGCs ou células germinativas-
tronco foram transplantadas via intraperitoneal, no estagio larval de receptores
triploides e na fase adulto estas quimeras produziram gametas apenas da
espécie doadora. A grande vantagem do uso de animais triploides estéreis
sobre a esterilizacdo quimica por busulfan € que apenas os gametas da
espécie doadora sao produzidos ou viaveis. Alguns transplantes via
intraperitoneal de espermatogbnias-tronco de P. mangurus, marcadas com
PKH26, para P. maculatus ou Astyanax altiparanae triploides foram realizados
em nosso laboratério, e ainda serdo analisados por técnicas histologicas e

moleculares.

O transplante via intraperitoneal é realizado em um periodo especifico
da a fase larval, a fim de evitar rejeicdo das células transplantadas. Portanto,

esta metodologia deve ser aplicada somente no periodo reprodutivo, no qual o
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isolamento de células germinativas-tronco é impossibilitado nas fémeas devido
ao estagio vitelinico dos oocitos. No macho ocorre a diferenciagédo celular das
espermatogonias em espermatozoides, levando a baixa concentragdo das
células germinativas-tronco. Desta forma, o isolamento das células
germinativas-tronco durante a fase de multiplicagdo destas células é mais
eficiente. O uso da criopreservagcdo deste tipo celular é uma estratégia
interessante para a formagéo de bancos genéticos, e seu posterior transplante
em receptores estéreis, tanto adulto como em larvas (durante o periodo

reprodutivo), principalmente se a espécie se torne ameacgada de extingao.

O isolamento de células germinativas-tronco das gdnadas de peixes
adulto é mais facil que o isolamento de PGCs de embrides, podendo ser
injetado um grande de numero de células germinativas-tronco dentro da
cavidade peritoneal (SAITO et al., 2008; YOSHIZAKI et al., 2010). Pensando no
uso desta metodologia durante o periodo reprodutivo, foi desenvolvido um
protocolo de criopreservagcdo de oogonias-tronco para o P. mangurus, com
média de células viaveis em torno de 80% pods-descongelamento, para o
melhor crioprotetor avaliado. O objetivo de estabelecer bancos genéticos in
vitro é de se manter maior nivel de diversidade genética (OKUTSU et al., 2006;
YOSHIZAKI et al., 2011; LINHARTOVA et al., 2014). A criopreservacdo de
células germinativas-tronco de P. mangurus permitira o transplante via
intraperitoneal em larvas triploides, durante o periodo reprodutivo, como foi
reportado em truta arco iris (LEE et al., 2015; LEE; IWASAKI e YOSHIZAKI,

2016), Brachymytax lenok (LEE e YOSHIZAKI, 2016).

Esta é a primeira vez que peixes triploides adultos de P. maculatus sédo

utilizados como receptores de células germinativas-tronco. Antes de ser
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realizado o transplante de células do doador, as gbnadas dos receptores
estaba ocupada por células germinativas iniciais endogenas, e de acordo
autores como (NOBREGA et al. (2010); LACERDA et al. (2012)), as células
germinativas do doador precisam de um nicho livre para poder colonizar e
desenvolver-se na gbénada receptora, afim de evitar a competicdo com as
células germinativas do receptor. Por tanto, uma estratégia para melhorar a
eficacia do transplante em peixes triploides adultos, seria a combinagao de
outros métodos como o uso de busulfan, o qual atuariam na supressao das
células germinativas enddgenas, abrindo lacunas nas gbnadas do receptor,

para que as celulas germinativas do doador podam se proliferar e colonizar.

Os resultados da nao fertilizacdo dos ovos de P. mangurus usando
sémen de quimeras de P. maculatus, podo haber acontecido porque as
gbnadas das quimeras utilizadas estavam fase de desenvolvimento contendo
pouco espermatozoides como foi visualizado nos macerados das gbnadas. De
acordo com o trabalho de Bertolini (2018), os machos triploides de P.
maculatus néao produzem espermatozoides, desenvolvendo unicamente
espermatoécitos. Os hibridos obtidos da fertilizagcdo de ovos de P. mangurus e
sémen de P. maculatus, serao futuramente analisados e sometidos a técnicas
como a triploidizagao para ser possiveis receptores de células germinativas-
tronco, com o objetivo de minimizar a rejeicdo de células em o transplante de

larvas e peixes adultos triploides.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

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

quimerismo e populacionais.

A criopreservagao de oogbnias-tronco de P. mangurus foi estabelecida
com sucesso, sendo o propaneidol 1.5 M o melhor crioprotector para sua
estocagem a longo prazo em nitrogénio liquido. Este foi um passo importante
para a constituicao de bancos genéticos de oogdnias de P. mangurus visando
o transplante via intraperitoneal em larvas triploides de P. maculatus. Esta
estratégia € importante para a conservagdo e restauragdo de espécies
amacadas de extingao ou de importancia na aquicultura, utilizando receptores
com reproduc¢ao mais rapidas e com sucessivos eventos reprodutivos.

A rejeicdo nos transplantes tem sido discutida por varios pesquisadores
e, portanto, a producdo de receptores que apresentem menor rejeicao €
fundamental para o sucesso da aplicacdo das técnicas de quimerismo
germinativo. O uso de hibridos triploides de P. mangurus e P. maculatus pode
ser uma estratégia que minimize a rejeicado do transplante tanto em adultos

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

Pouco se sabe sobre a rejeigdo de células transplantadas em peixes, por
tanto, o estudio da agédo imunoldgica basica é fundamental, para a agdo do uso
de imunossupressores em o transplante de células germinativas em peixes. A
avaliagdo do uso de imunossupressor anterior a transplante pode ser uma
estratégia que pode melhorar a eficacia da técnica de quimerismo.

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

germinativa.
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